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RESUMO

ROCHA, Rafael Luiz Frinhani Rocha; M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2018. ATRIBUTOS QUIMICOS E
MICROBIOLOGICOS ASSOCAIDOS AO SISTEMA SOLO-PALHA DE CANA-DE-
ACUCAR. Orientador: Fabio Lopes Olivares.

A cana-de-agUcar é uma das principais culturas agricolas do mundo com grande
relevancia econbmica e socioambiental. Anualmente, grandes quantidades de
insumos séo aplicados, causando danos ao ambiente e elevando os custos de
producdo. Com o fim da queima como forma de desfolhagem, toda a palha é
aportada sobre o solo, sendo necesséria a utilizagcdo de manejo adequado para
aproveitamento dessa matéria organica sem comprometer a produtividade. Assim,
0 objetivo do trabalho foi avaliar o potencial microbiano na dinamica nutricional do
sistema solo-palha de cana-de-acucar e testar microrganismos na forma de
cultura mista na degradacéo da palha in vitro. Também foi avaliada a influéncia da
palha nos atributos quimicos do solo. Os microrganismos foram isolados a partir
de amostras de solo e palha coletadas em uma &rea cultivada com cana-de-
acucar no municipio de Linhares-ES. Apds isolamento os microrganismos foram
qguantificados em diferentes meios de cultivo e isolados a partir de amostras de
uma area sob colheita mecanizada no sexto corte, representativas do sistema
solo-palha e do solo de referéncia (sem deposicédo anual de palha de cana). Nao
foram observadas diferencas significativas em relacéo ao tipo de solo (solo cana e
solo de referéncia) para C, sendo observado apenas diferenca em relacdo a
profundidade, com maiores valores para a profunidade 0-5 cm. Essa
caracteristica também foi observada para N, P e Ca. Quanto a K, Mg e Na, o solo
cana apresentou os maiores valores, assim como a soma de bases e a CTC,
indicando influéncia da palha em tais elementos no solo. Neste estudo foram
obtidos um total de 325 isolados, sendo 122 bacterianos e 223 fungicos. Os
isolados bacterianos foram testados para a capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio, sendo encontrados 28 isolados potencialmente diazotroficos. Tanto os
isolados bacterianos e fungicos foram testados para o potencial de degradacao de
celulose microcristalina, obtendo um total de 27 isolados positivos para o
potencial, sendo 13 bacterianos e 14 fungicos. A partir destes resultados, foram
selecionados doze isolados bacterianos (9,12,13a,42,52,59,77,150,151, 152,
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203a e 2061) com base no potencial, caracteristicas morfolégicas e de cultivo e
doze isolados fungicos ( 42F, 300, 302, 351, 357, 395, 430, 433, 435, 461, 476 e
503), seguindo os mesmos critérios, os quais foram confrontados em ensaios de
compatibilidade. Nesses ensaios, apenas os isolados fungicos 357, 395 e 476
apresentaram alta compatibilidade com todos os isolados bacterianos testados.
Os resultados obtidos foram utilizados para avaliar o potencial isolado e
combinado de bactérias e fungos na degradacédo da palha de cana-de-acucar in
vitro por meio de ensaios de liberacdo de grupos redutores totais (GRT). Foram
propostas 16 combinacgfes, considerando a compatibilidade previamente testada
e resultados de estimulo de crescimento bacteriano observados no mesmo
ensaio, onde isolados fangicos estimularam o crescimento de bactérias, sendo
entdo propostas as combinagdes: 12x357, 59x357, 77x357, 203ax357, 12x395,
59x395, 77x395, 203ax395, 12x476, 59x476, 77x476, 203ax476, 153x461,
153x435, 150x302, 150x433. As combinacdes foram inoculadas em meios de
cultura contendo palha como fonte exclusiva de carbono (meio I) e suplementacéo
com 0,01% de manitol (meio Il), a fim de avaliar o efeito do C-labil na degradacéo
da palha e crescimento microbiano. Apds andlises, o isolado 12 apresentou 0s
valores mais elevados para liberagdo GRTnos meios | e Il. A inoculacdo mista
com os isolados 59-395 foi a Unica que apresentou valores superiores de GRT em
relacdo aos ensaios de culturas puras. No meio I, foi observado que 8 dentre as
16 combinacdes testadas, demonstraram reduc¢éo nos valores de GRT, indicando
consumo de acuUcares. No meio com a adicdo de manitol, 12 dentre as 16
combinacdes apresentaram reducéo nos valores de GRT apés 14 dias, indicando
consumo do carbono inicialmente adicionado ao meio. Foi observado que a
adicdo de manitol como fonte extra de carbono nédo resultou em diferencas
consideraveis nos valores finais de grupos redutores totais.

Palavras-chave: Palha de cana; Ciclagem de nutrientes; Microbiologia do solo;

Consorcios microbianos.



ABSTRACT

ROCHA, Rafael Luiz Frinhani Rocha; M.Sc. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February 2018. CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL
ATTRIBUTES ASSOCIATED TO THE SOLO-STRAW SYSTEM OF SUGAR
CANA. Advisor: Fabio Lopes Olivares.

Sugar cane is one of the world's major agricultural crops with great economic and
socio-environmental relevance. Annually, large quantities of inputs are applied,
causing damage to the environment and raising production costs. With the end of
the burning as a form of defoliation, all the straw is deposited on the soil, being
necessary the use of appropriate management to use this organic matter without
compromising the productivity. Thus, the objective of this work was to evaluate the
microbial potential in the nutritional dynamics of the sugar-cane soil-straw system
and to test microorganisms as a mixed crop in straw degradation in vitro. The
influence of straw on soil chemical attributes was also evaluated. The
microorganisms were isolated from soil and straw samples collected in an area
cultivated with sugar cane in the municipality of Linhares-ES. T5r soil-straw
system and reference soil (without annual deposition of cane straw). No significant
differences were observed in relation to soil type (cane and reference soil) for C,
with only difference in relation to depth, with higher values for 0-5 cm depth. As for
K, Mg and Na, the cane soil presented the highest values, as well as the sum of
bases and CTC, indicating the influence of straw on such elements in the soil. In
this study a total of 325 isolates were obtained, being 122 bacterial and 223
fungal. The bacterial isolates were tested for biological nitrogen fixation capacity
and 28 potentially diazotrophic isolates were found. Both bacterial and fungal
isolates were tested for potential degradation of microcrystalline cellulose,
obtaining a total of 27 positive isolates for the potential, being 13 bacterial and 14
fungal. From these results, twelve bacterial isolates (9,12,13a,
42,52,59,77,150,151, 152, 203a and 206I) were selected based on potential,
morphological and culture characteristics and twelve fungal isolates (42F, 300,
302, 351, 357, 395, 430, 433, 435, 461, 476 and 503), following the same criteria,
which were confronted in compatibility assays. In these tests, only the fungal
isolates 357, 395 and 476 showed high compatibility with all the bacterial isolates
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tested. The results obtained were used to evaluate the isolated and combined
potential of bacteria and fungi in the degradation of sugar cane straw in vitro by
means of the release of total reducing groups (GRT). Sixteen combinations were
proposed, considering the compatibility previously tested and bacterial growth
stimulus results observed in the same assay, where fungal isolates stimulated the
growth of bacteria, and the following combinations were proposed: 12x357,
59x357, 77x357, 203ax357, 12x395, 59x395, 77x395 , 203x395, 12x476, 59x476,
77x476, 203ax476, 153x461, 153x435, 150x302, 150x433. Combinations were
inoculated in culture media containing straw as the sole source of carbon (medium
[) and supplementation with 0.01% mannitol (medium II) in order to evaluate the
effect of C-labile on straw degradation and microbial growth . After analysis,
isolate 12 had the highest values for GRT release in media | and Il. Mixed
inoculation with isolates 59-395 was the only one that presented higher values of
GRT in relation to the pure cultures assays. In the middle I, it was observed that 8
of the 16 combinations tested, demonstrated a reduction in the values of GRT,
indicating consumption of sugars. In the middle with the addition of mannitol, 12
out of the 16 combinations showed a reduction in GRT values after 14 days,
indicating carbon consumption initially added to the medium. It was observed that
the addition of mannitol as an extra carbon source did not result in significant
differences in the final values of total reducing groups.

Keywords: Cane straw; Nutrient cycling; Soil microbiology; Microbial consortia.

Xii



1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar € uma das maiores e mais importantes culturas
agricolas do mundo (Misra et al., 2016). O setor sucroenergético, o qual engloba a
cadeia produtiva de cana-de-acucar e de seus derivados, principalmente acucar e
etanol, apresenta grande relevancia socioecondmica e ambiental, devido ao PIB
gerado e pelas vastas areas ocupadas pelos plantios. No Brasil, a cultura
encontrou condi¢cBes favoraveis para o seu desenvolvimento e juntamente com
incentivos governamentais no setor sucroenergético, o pais se destaca no
mercado mundial como o maior produtor de cana-de-acUcar e o segundo maior
produtor de etanol, atras apenas dos Estados Unidos (Lourenzani & Caldas,
2014).

A é&rea plantada de cana-de-acucar no Brasil vem crescendo nas ultimas
décadas, atingindo um total de 9.05 milhdes de hectares destinados a atividade
sucroenergética na safra 2016/17. A producéo ficou estimada em 657,18 milhdes
de toneladas, movimentando mais de R$ 74,2 bilh6es na safra 2016/17 (MAPA,
2017; CONAB, 2017). O crescimento do setor sucroenergético se deu em razao
da evidente insustentabilidade ambiental da exploracdo e producéo do petroleo e
de seus derivados. A cana-de-aglcar se apresenta como uma das mais
promissoras culturas para producédo de bicombustiveis e o0 etanol € considerado a
alternativa mais viavel para independéncia da matriz energética do petréleo
(Megda et al.,, 2012). Além disso, apresenta equilibrio altamente positivo de

energia e gases de efeito estufa (Irena, 2014; Chagas et al., 2016).



A expansdo e modernizacdo do setor sucroenergético fez com que a
cultura canavieira passasse por uma adequacao a realidade ambiental. Visando
reduzir a emissdo de CO; e de particulas solidas na atmosfera, medidas como a
proibicAo gradativa da queima no estagio pré-colheita foram adotadas,
principalmente no Estado de S&o Paulo, pela Lei n° 11.241/2002 (Megda et al.,
2012). Desta forma, a gestdo verde da cana-de-agucar inclui a deposicdo de
grandes quantidades de palha no solo, principalmente apos a colheita, variando
de 7 a 30 toneladas de matéria seca por hectare, com valores que podem oscilar
em razéo da variedade e idade do canavial (Leal et al., 2013; Segnini et al., 2013;
Campos et al., 2010).

Devido a composicdo quimica rica em polimeros lignocelulésicos, a palha
de cana-de-acucar tem despertado o interesse na producéo de etanol de segunda
geracado, agregando valor a cultura (Silva et al., 2010). A conversédo da cana-de-
acucar em bioenergia corresponde atualmente a segunda principal matriz
energética do pais e somada ao acucar e ao etanol, colocam a cana-de-acucar
entre as principais culturas agricolas em valor de producdo no agronegocio
brasileiro (Portz et al., 2011; Brasil, 2017) Khatiwvada et a., 2016; Neves &
Trombin, 2014).

Para viabilizar o aumento da produtividade e suprir o mercado, altas
quantidades de fertilizantes sédo aplicadas por ano nos plantios de cana-de-
acucar. Atualmente, a cana-de-agclcar consome por ano mais de 4 milhdes de
toneladas de fertilizantes, o que corresponde a cerca de 14% do total
movimentado em vendas no pais, sendo enquadrada como a terceira cultura de
maior demanda de fertilizantes sintéticos no pais (ANDA, 2010; Pereira, 2017).

A manutencdo da palha no solo também apresenta problemas
agrondémicos, como baixo aproveitamento de fertilizantes nitrogenados, falha na
brotacdo, propagacédo de fungos patogénicos e emergéncia de infestacbes de
pragas e doencas (Costa et al., 2003; Campos et al., 2010). Apesar desses
problemas a palha é capaz de proteger o solo da perda de agua e da eroséo,
representando ainda um estoque de nutrientes, resultando na melhoria dos
atributos fisicos, quimicos e bioldgicos do solo (Oliveira et al., 1999; Mendoza et
al, 2000; Andreotti et al, 2015).

A microbiota do solo desempenha papel importante em relagdo a

manutencdo da palha no pos-colheita, sendo responsavel pelos processos de



decomposicdo e mineralizacdo de nutrientes da palha (Moreira & Malavolta,
2004). A atividade microbiana € condicionada por fatores como temperatura,
umidade, aeracdo e a composicdo quimica da palha (Yamaguchi, 2015).
Normalmente a decomposicdo ocorre de forma lenta em funcdo da alta relacéo
C/N e da recalcitrancia dos componentes lignoceluldsicos da palha (Lynch, 1986;
Rossetto et al., 2013).

A atividade microbiana vem sendo abordada na decomposicdo da
biomassa lignocelulésica (Rodrigues et al., 2017). Alguns trabalhos apontam a
utilizacdo de consorcios microbianos como uma alternativa promissora capaz de
aperfeicoar o potencial de diferentes espécies de microrganismos com atributos
fisiolégicos diversos, resultando em complementacdo metabdlica e maior
resisténcia e condicbes ambientais adversas (Lee et al., 2013).

Apesar do conhecimento sobre a atividade microbiana na decomposicéo,
estudos relacionados ao tratamento microbiologico de palha de cana-de-agucar
ainda sao incipientes. Nesse contexto, o nacleo de Desenvolvimento de Insumos
Biologicos para a Agricultura/Nudiba-UENF tem trabalhado na busca por
tecnologias que permitam aumentar a eficiéncia do uso de insumos biolégicos em
diversos processos e culturas agricolas e estabeleceu uma parceria de
colaboracdo cientifica com pesquisadores da Universidade de Agricultura e
Tecnologia de Téquio no Japdao, a fim de investigar estratégias alternativas no
tratamento da palha de cana-de-acUcar e na melhoria da fertilidade dos solos
cultivados.

No intuito de fornecer subsidios cientificos e biotecnoldgicos, no presente
estudo foi testado o potencial microbiano associado a fixacdo biologica de
nitrogénio e decomposicdo de palha de cana-de-acucar na forma de culturas
puras e em formulacdes consorciadas com fungos e bactérias voltados para o

tratamento da palha in vitro. Foi realizada ainda a caracterizacdo quimica do solo.



Hipotese

Fungos e bactérias podem agir sinergicamente para acelerar a
decomposicdo da palha de cana-de-acUcar e, juntamente com bactérias
diazotréficas podem promover incrementos nas taxas de liberacdo de nutrientes

nos solos, colaborando para a nutricdo da planta.

Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de microrganismos
associados a dinamica nutricional (decomposicédo da palha e fixacdo biolégica de
nitrogénio) do sistema solo-palha de cana-de-acUcar como alternativa para o
tratamento desses residuos e enriquecimento nutricional dos solos da cultura

canavieira.

Objetivos Especificos

e Realizar a caracterizacdo fisica e quimica do solo cultivado com cana-de-

acucar e solo de referéncia sem influéncia direta da palha;
e |solar bactérias e fungos a partir de solo e palha de cana-de-acuUcar;

e Avaliar a capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio dos isolados
bacterianos;

e Investigar o potencial de producéo de enzimas lignoceluldsicas pelos isolados;

e Testar a compatibilizacdo entre isolados diazotroficos e potencialmente

produtores de enzimas lignocelulésicas;

e Propor combinacgdes entre microrganismos eficientes na degradacdo da palha

de cana-de-acucar in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura da cana-de-acgucar

A cana-de-acucar (hibridos interespecificos de Saccharum) é uma
graminea pertencente a familia Poaceae originaria do sudeste asiatico e de ciclo
semiperene (Doorrembos & Kassam, 1979). Devido ao seu metabolismo C4, a
cana-de-acucar possui alta eficiéncia fotossintética com ampla capacidade
adaptativa, sendo produzida em regides com variadas caracteristicas
edafocliméticas, obtendo indices de producdo mais expressivos nas regides
tropicais e subtropicais (Hussain et al., 2004).

Introduzida inicialmente na regido nordeste ainda no periodo colonial, a
cultura canavieira se expandiu para todas as regides do Brasil. Atualmente, o0s
principais polos produtores estdo situados nas regides Sudeste, Nordeste e Sul
(Abreu, et al., 2011). No cenario nacional, destaca-se ainda o estado de Sao
Paulo, o maior produtor do pais, produzindo cerca de 63% da producéo nacional
(Conab (2016)).

Devido a tradi¢ao da cultura e aos altos investimentos em modernizagéo e
melhoramento genético, o setor sucroenergético é de grande importancia para a
economia brasileira, em termos de participagdo no produto interno bruto (PIB),
geracdo de emprego e inser¢cao no cenario internacional. Atualmente o Brasil se
destaca como o maior produtor de cana-de-agucar, ocupando ainda o lugar de
maior exportador de actcar do mundo (MAPA, 2017; CONAB, 2017).



Segundo Rosseto e Santiago (2016), no Brasil € possivel realizar plantios
de cana-de-acUcar em duas épocas/sistemas diferentes: sistema de ano (12
meses) e sistema de ano-e-meio (18 meses). No primeiro sistema, a cana-de-ano
€ plantada entre os meses de setembro e outubro, com colheita ideal a partir de
novembro. No segundo sistema, a cana-de-agucar é plantada entre os meses de
janeiro e margo, com colheita ideal entrel6 e 18 meses apos o plantio.

Em funcdo de suas caracteristicas e do manejo empregado, a cana-de-
acucar é mantida no campo por cortes sucessivos, com aplicacdo de altas
dosagens de insumos nos intervalos entre os cortes (Pupin, 2008). Assim, a cada
ano toneladas de fertilizantes séo lancadas no solo, provocando contaminacao do
solo e corpos hidricos (Troeh & Thompson, 2007). A cultura da cana-de-acucar
consome anualmente cerca de 15% do total de fertilizantes utilizados no Brasil, o
que corresponde a cerca de 43% do custo total de producdo (Otto et. al., 2010;
SOCICANA, 2015). Nesse contexto, 0 manejo da palha em campo surge como
alternativa no uso racional de fertilizantes, conciliando reducdo de custos e

sustentabilidade ambiental.

2.2. Producdo e Potencial Nutricional da Palha de Cana-de-acucar

Altos investimentos no setor sucroenergético e a busca por uma cadeia
produtiva sustentavel vém substituindo a queima da cana-de-acucar pela colheita
mecanizada (Cavalieri et al., 2001). As principais criticas sobre o uso da queima
estdo relacionadas as emissfes de poluentes atmosféricos que contribuem com
a intensificacdo do efeito estufa (Moreira, 2013; Souza et al., 2005). A queima
também causa danos como compactacao e erosao dos solos, reducdo da matéria
organica e empobrecimento da biota e microbiota associada ao solo (Guarnieri &
Jannuzzi, 1992; Rosseto, 2004; Paixdo & Fonseca, 2011). A colheita mecanizada
resulta no aporte e manutencéo de grandes volumes de residuos culturais sobre o
solo (Campos, 2003),podendo alcancar 30 toneladas por hectare (Hassuani,
2005).

A fim de obter melhor aproveitamento da palha, diversas alternativas vém
sendo propostas, como a exploragdo do potencial da palha na cogeragao de
energia e na producao de etanol de segunda geracao (Silva et al., 2016; Leal et
al., 2013). No entanto, a utilizacdo da palha na cobertura do solo se destaca



contribuindo diretamente com a cultura, com melhoras na fertilidade, agregacgéo e
estruturacdo dos solos (Carvalho et al., 2010), reduzindo ainda custos com a
remocao da palha (Rachid et al., 2012).

A manutencdo da palha também favorece a atividade microbiana do solo,
devido a conservacdo da umidade e as menores flutuacées térmicas (Moitinho et
al., 2013). Aliada ao manejo correto, a atividade microbiana pode contribuir para
aumento da fertilidade dos solos (Souza, et al., 2005; IAC, 2007). Em um estudo
quantificando os teores de macronutrientes estocados na palha de cana-de-
acucar, Oliveira (1999) encontrou valores de 10,9 kg ha™, 2,6 kg ha, 64,6 kg ha
1 275kg hat, 12,8 kg ha™, 9 kg ha™ para N, P, K, Ca, Mg e S, respectivamente,
com teores médios de carbono variando entre 390 a 450 g kg ha™ (Trivelin et
al.,1996).

Os processos de mineralizacdo da palha e disponibilizacdo dos nutrientes
ao solo sdo condicionados por fatores edafoclimaticos e pela composi¢cédo quimica
da palha, como relacdo C/N, teores de lignina, celulose, hemicelulose e polifendis
(NG Kee Kwong et al., 1987; Selle, G. L., 2007). Relacdo C/N < 20:1 apresentam
maiores taxas de decomposicdo, e mineralizacdo é mais acelerada (Coelho,
2012), assim como relacbes C/N proximas a 100:1 retardam a decomposicdo e a
mineralizacao (Melillo et al., 1982). Em alguns estudos levantados por Ramos et.
al (2016), foi observado que em média 60% da palha € decomposta durante o
periodo de um ciclo de colheita (12-18 meses), restando apds este periodo o

material mais recalcitrante.

2.3. Microrganismos facilitadores da nutricdo de cana-de-agcucar

Nas ultimas décadas, diversas pesquisas se voltaram para o potencial de
microrganismos como fungos e bactérias na promocdo do crescimento e
desenvolvimento de plantas (Berg, 2009). O interesse nesses estudos surgiu em
meio a percepcdo do eminente esgotamento das reservas de petroleo e a
preocupacdo quanto aos impactos ambientais causados pela agricultura
convencional e pela industria. Neste contexto, a importancia do desenvolvimento
de novas tecnologias e a utilizagdo de microrganismos benéficos a agricultura se
apresentam como alternativas eficientes, sustentaveis e financeiramente viaveis
(Khan et al., 2007).



Para a agricultura, os microrganismos considerados benéficos sdo aqueles
capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, decompor residuos culturais
favorecendo a ciclagem de nutrientes, os que suprimem doencas de plantas e
patogenos transmitidos pelo solo, os que produzem compostos bioativos como
hormonios e os solubilizadores de fosfatos (Okon & Vanderleyden, 1997; Singh et
al., 2011; Chen et al., 2006).

Na cultura da cana-de-acucar, grandes quantidades de nitrogénio s&o
demandadas anualmente, via fertilizacdo artificial. Entretanto, alguns
microrganismos séo capazes de contribuir para a fertilidade do solo e das culturas
por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN). Nesse processo, as bactérias
fixadoras colonizam as raizes e outros tecidos vegetais sem causar maleficios as
plantas (Souza, 2015). O metabolismo dessas bactérias produz um complexo
enzimatico denominado nitrogenase que atua na reducdo do N atmosférico em
amonio assimilavel pelas plantas (Vitousek et al., 2013)

Na cana-de-acguUcar, a entrada de nitrogénio pela FBN é economicamente
importante (Urquiaga et al., 1992; Taulé et al., 2012). De acordo com Herridge et
al (2008), a contribuicdo média é de 40 kg N.ha™, correspondendo a cerca de
20% do total de nitrogénio assimilado pela planta. Porém, alguns estudos
observaram contribuicdo ainda maior, com média acima de 30% para o nitrogénio
fixado via FBN na cana-de-acucar (Polidoro et al., 2001).

Além da FBNI, os microrganismos também apresentam papel importante
na mineralizacdo da matéria organica (Trivelin et al., 2002) e na solubilizacéo de
fosfatos (Massenssini et al., 2015) favorecendo a liberacdo dos nutrientes ao solo,
e a assimilacao destes pelas raizes das plantas.

Os microrganismos que apresentam essas caracteristicas sdo a base de
alguns produtos comerciais, denominados bioinoculantes, formulados com
microrganismos que promovem o crescimento vegetal por meio de mecanismos
diversos, reduzindo custos de producgdo principalmente pelo aumento do
suprimento de nutrientes (Vessey, 2003; Hungria et al.,, 2010).Um exemplo
promissor sdo os inoculantes a base de Azospirillum, que ja tiveram sua eficiéncia
comprovada, e seu uso foi aprovado no Brasil pelo Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento - MAPA para as culturas de milho e trigo (Silva, 2014).



2.4. Consorcios microbianos

A microbiota do solo é responsavel por desempenhar diversos processos
que ocorrem simultaneamente e com interacdes entre diferentes espécies. A
atividade conjunta destes microrganismos possibilita maior eficiéncia na execucao
de funcBes com alto grau de complexidade em relacdo a populacdes individuais,
além de serem mais robustos e adaptaveis as flutuacdes ambientais (Brenner et
al., 2008). A eficacia dessas interacdes é favorecida pelo sinergismo metabdlico
e pela comunicacao entre os membros da comunidade microbiana, onde cada
microrganismo desempenha atividade especifica (Sacco, 2013).

Os consorcios possibilitam a otimizacdo dos processos biolégicos
desempenhados pelos microrganismos. Diversos estudos abordam o uso de
consorcios microbianos, remontando o conceito de comunidade microbiana para
fins ambientais, industriais e agricolas (Marquez-Rocha et al., 2001; Raja et al.,
2006; Wongwilaiwalin et al., 2010).

No setor sucroenergético, hd grande interesse pelo uso de consércios
microbianos na degradacdo de polimeros lignocelulésicos na dinamica de
nutrientes e na producdo de etanol de segunda geracao (Lima et al., 2014; Avira
et al., 2010). Na natureza, a decomposicdo destes polimeros € realizada por
diversos microrganismos, inclusive nao-lignocelulésicos, de forma a incorporar a
diversidade metabdlica ao processo (Haruta et al., 2002). Essa diversidade
propicia melhores resultados, visto que algumas bactérias sdo menos eficientes
na degradacdo em relacdo aos fungos, contudo, utilizam fraces intermediarias
da degradacéo destes compostos, complementando a acao fangica e reduzindo a
carga metabdlica de uma Unica espécie (Mdller et al., 1999; Jia et al., 2016).

Em laboratério, uma das principais dificuldades em se estabelecer um
consorcio microbiano eficiente na degradacédo de polimeros de lignocelulose é o
equilibrio metabdlico dos microrganismos utilizados, de forma que ndo haja
comprometimento na atividade metabolica e enzimatica entre os microrganismos
(Brenner et al., 2008; Zaldivar et al., 2001). Diante desse pressuposto, ensaios
microbiolégicos com abordagens sobre consoOrcios microbianos se mostram

necessarios e aplicaveis em escala industrial e agricola.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacao geral da area de estudo

As amostras de palha de cana-de-agucar juntamente com as amostras de
solo foram coletadas em uma é&rea cedida pela Linhares Agroindustrial S.A.
(LASA), empresa instalada no municipio de Linhares, no norte do estado do
Espirito Santo, sudeste do Brasil (Figura 1). A coleta foi realizada em maio de
2016.

Linhares
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Figura 1. Localizacdo do municipio de Linhares — ES. Souza, 2015 (Adaptado).

De acordo com a classificacdo de Koppen, o clima da regido é do tipo Aw,

com verdo quente e Umido e inverno seco. A temperatura média anual é de 23,5
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°C e precipitacdo média anual de 1291 mm (Alvares et al., 2013). Os dados

climaticos referentes ao periodo de coleta estdo apresentados na figura 2.
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Dados climaticos entre janeiro de 2015 a abril de 2016

Figura 2. Dados climéticos sobre a area de estudo no periodo anterior a coleta. Em destaque abril, més
anterior a coleta.

Geograficamente, o municipio de Linhares faz parte da zona denominada
Baixo Rio Doce. E caracteristica da regido a ocorréncia de extensas areas de
relevo suave ondulado, onde uma série de baixos platds compde o chamado
relevo tubuliforme, com declives proximos ou abaixo de 3% (Tavares et al., 2010).
A area de coleta representa um talhdo de 11,46 ha (talhdo 17) plantada com a
variedade RB 867515 no espagamento entre linhas de 1,4 m com data de plantio
inicial em 05/07/2010 (6° corte) e ultimo corte em 27/05/15. A adubacdo de

soqueira foi 15-00-15 (NPK) e aplicacdo de vinhaca em duas laminas de 20 mm.

3.2. Coleta de solos e estimativa da biomassa

O solo da éarea classificado como Latossolo amarelo foi coletado em duas
profundidades sob o plantio de cana-de-acucar, 0-5 cm (S1) e 5-10 cm (S2),
constituindo um transcepto vertical com duas camadas e amostragem em cinco
pontos (AM1, AM2, AM3, AM4 e AM5). Para comparacao, foram colhidas também

amostras de solo em uma area adjacente sem a interferéncia da cobertura da
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palha de cana-de-acUcar, designados de solo referéncia, sendo SR1 para a
camada 0-5 cm e SR2 para a camada 5-10 cm de profundidade.

Foram colhidas ainda, amostras referenciadas da palha de cana-de-aguUcar
em dois estagios de decomposicdo: palha recém-depositada por ocasidao da
colheita mecanizada (L1), e palha em estagio intermediério-avancado de
decomposicdo (L2). Ambas as subamostras de palha foram coletadas utilizando-
se 0 método de gabarito (Figura 3) com dimensdes de 0,30 x 0,30 x 0,10m

segundo orientacdes de Scoriza et al (2012).

Figura 3. Gabarito para coleta de serapilheira em campo e para estimativa da biomassa.

O material coletado em campo foi conduzido ao Nucleo de
Desenvolvimento de Insumos Bioldgicos para a Agricultura da Universidade
Estadual do Norte Fluminense NUDIBA-UENF em sacos plasticos e triados para

analises.

3.3. Atributos fisico-quimicos do solo e palha da area de estudo

Em laboratério, o material foi transferido para sacos de papel e triado em
fracbes para analises. Para analise de pH das amostras de solo, foi utilizado
pHmetro Digimed DM-22. A analise granulométrica do solo foi realizada no polo
de pesquisa em cana-de-acucar da UFRRJ em Campos dos Goytacazes - RJ
segundo o meétodo de dispersao total (EMBRAPA, 1997).

Para analise do teor de umidade do solo, o material foi alocado em sacos
de papel Kraft e pesado em balanca analitica. Em seguida foi levado a estufa de

circulacao forcada de ar pelo periodo de 72 horas e em seguida, encontrando
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assim o valor de massa seca e a umidade foi obtida pela diferenca entre massa
seca e massa Umida.

Para as analises quimicas, o material foi fracionado e transferido para
sacos de papel e identificados segundo origem das amostras. Em seguida, estes
foram encaminhados ao Laboratério de Solos da UFRRJ em Campos dos
Goytacazes - RJ para analises de conteudo de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg,
S), conteudo de carbono, nitrogénio e relacdo C/N, seguindo os procedimentos
padronizados com extrator Carolina do Norte.

Os resultados foram submetidos a andlise da variancia com aplicacdo do
teste F, e as médias comparadas com o software SAEG pelo teste de Tukey a
5%.

3.4. Quantificacdo e isolamento de microrganismos a partir do solo e palha

de cana-de-acucar

A quantificacédo e o isolamento dos fungos e bactérias foram realizados no
Laboratério de Biologia celular e Tecidual e no Nucleo de Desenvolvimento de
Insumos Biolégicos para a Agricultura da Universidade Estadual do Norte
Fluminense.

A fim de se quantificar as populacdes e obter isolados microbianos, o
meétodo de diluicdo seriada foi utilizado como forma de facilitar o isolamento e
cultivo de microrganismos. Os procedimentos seguiram a partir da diluicdo do
material coletado em campo na area de estudo, a saber: Solo cultivado com cana-
de-acucar (S1/S2) e solo adjacente sem cultivo de cana-de-agucar para referéncia
(SR1/SR2). Ambas as diluicbes foram realizadas com as duas profundidades
amostradas, superficial de 0-5 cm e inferior de 5-10 cm. Para tal, 10g das
amostras de solo (AM2, AM3 e AM4) foram pesadas em balanca analitica e
transferidas para erlemeyer de vidro contendo 90 mL de solucéo salina (8,5 g.L™).
Para as diferentes amostras de palha, recém-descidua pela colheita (L1) e palha
em decomposicgao (L2), foi pesado 1g de palha e transferido para tubos de ensaio
contendo 9mL de solucdo salina (8,5 g.L ™). A diluicdo seriada foi utilizada nas
subamostras de todos os 5 (cinco) pontos de coleta.

Ap6s a diluicdo inicial (10™), os frascos contendo as diluicdes de solo e

palha trituradas com pistilo e gral foram alocados em agitador orbital a 150 rpm
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por 30 minutos. Em seguida, 1 ml das diluicbes foi transferido para tubos de
ensaio contendo 9mL de solucdo salina de mesma concentragdo com pipetas
manuais, e aliquotas de 1mL foram transferidas para novos tubos de ensaios,
obtendo assim diluicdes de 102 a 10°. Contudo, paras as contagens das
unidades formadoras de colbénia (UFC por grama de solo ou palha) foram
utilizadas as diluicdes de 10* a 10°°.

A partir das diluicdes de 10* e 10®, aliquotas de 100 L das diferentes
amostras diluidas foram semeadas no centro de placas de Petri contendo
diferentes formulagdes de meios sélidos seletivos e especificos visando ampliar a
diversidade de microrganismos isolados: meio BDA (Meio de batata dextrose
agar) para fungos e bactérias, meio BDA suplementado com antibiético
streptomicina (400 ppm) (para cultivo de fungos), meio NB (Nutrient Broth) para
bactérias e fungos, meio NB suplementado com antifingico ciclohexamina (50
ppm)para isolamento de bactérias, e meios com carboximetilcelulose (CMCm 0,1
g Kg*) com composicdo: NaNO3: 3,0 g.L-1; K2 HPO4 : 1,0 g.L-1; MgSO4 : 0,5
g.L-1; KCI: 0,5 g.L-1; FeSO4 .7H2 O: 10,0 mg.L-1; CMC: 10,0 g.L-1; agar: 20,0
g.L-1, ou acido hamico (Meio AH) como fontes exclusivas de carbono cuja
composi¢cdo consiste em: acido hamico (25 mg C L-1); K2HPO4 (0,6 g L-1);
KH2PO4 (1,8 g L-1); MgS0O4.7H20 (0,2 g L-1); NaCl (0,1 g L-1); CaCl2.2H20
(0,02 g L-1); FeEDTA (solucao 1,64%) (4 ml L-1); solucdo de micronutrientes (2
ml L-1); solucdo vitaminas (1 ml L-1); 20 mg de extrato de levedura; 15 g L-1 de
agar; pH 6,5..

3.5. Conservacao e estocagem de isolados

ApGs a contagem, coldnias de bactérias e fungos de diferentes amostras
com aparéncias distintas foram repicadas para novo meio sélido de mesma
composicdo para verificacdo da pureza. Esta pratica foi mantida até a purificacao
das culturas.

As placas contendo culturas puras foram fotografadas com camera
fotografica Canon (ver modelo) sob a luz de um contador de colbnias e I[aminas
foram preparadas para descricdo da morfologia celular ao microscépio Optico de
contraste de fase Zeiss (ver modelo) acoplado com camera digital Zeiss

Axiocam5. Todos os isolados bacterianos foram fotodocumentados quanto as
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caracteristicas de coldnia e estrutura celular. Os isolados fangicos tiveram apenas
as caracteristicas morfologicas das colonias fotodocumentadas.

Obtidas as culturas puras, todos os isolados foram repicados em frascos
de penicilina contendo 5mL de meio NB sélido inclinado para bactérias e 5 mL de
meio soélido BDA inclinado para fungos. ApO6s 24h de crescimento, 0s
microrganismos foram cobertos com 6leo mineral autoclavado. Os isolados
armazenados constituiram o0 acervo microbiano para o desenvolvimento do

trabalho.

3.6. Caracterizagéo funcional dos isolados
3.6.1. Capacidade de fixacédo bioldgica de nitrogénio

A avaliacdo do potencial diazotréfico dos isolados bacterianos foi
realizada a partir da inoculacdo de 20 pL do in6culo bacteriano previamente
preparado, em frascos de penicilina contendo 5 ml de meio JNFB semissolido
livre de nitrogénio (DObereiner et al., 1995). Para 1L, formulagédo do meio consiste
em: 5 g de Acido Malico, 6 ml de Solucdo K;HPO4(sol. de 10%), 18 ml de solucdo
KH,PO4 (sol. de 10%), 2 ml de MgS0O,4.7H,0, 1 ml de Solucdo de NaCl (sol. de
10%), 2 ml de Solucdo de CaCL,.2H,0 (sol. de 1%), 2 ml de solucéo de Azul de
Bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N de KOH), 2 ml de Solugéo de Micronutrientes, 4
ml de Solucdo de FeEDTA (sol. de 1,64%), 4,5 g de KOH, 1 ml de solucéo de
vitamina e 1,9 g de 4gar que deve ser dissolvido antes da distribuicdo. Ajustando
valor final para 1L adicionando agua destilada. Ajustar pH entre 5,8-6,2 usando
solugcéo de KOH a 10% e/ou solugéo de H,SO em 5%.

ApGs a inoculacdo, os frascos de penicilina foram incubados em cémara
B.O.D a 30°C por 7 dias para crescimento. Decorrido este periodo, os frascos
foram retirados e foi observada a formacdo de uma pelicula aerotdxica na
superficie do meio. Para confirmacéo do resultado obtido, os isolados positivos
para esse ensaio, foram repicados trés vezes em novos frascos de penicilina
contendo meio JNFB e observada novamente a formacéao da pelicula.

Todos os isolados em que foi observada a formacéo de pelicula aerotéxica,

foram repicados em placas de Petri, purificados e estocados em meio inclinado.
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3.6.2. Avaliacdo prévia do potencial microbiano na decomposi¢cdo de
compostos lignoceluldsicos

A producéo de enzimas de degradacdo de parede celular foi avaliada de
acordo com a metodologia proposta por Hankin e Anagnostakis (1975), aplicando-
se modificacbes no meio de cultivo e adaptacfes laboratoriais. Foi elaborado um
meio de cultivo com a seguinte composicdo em 1 L: 2 g de residuo de palha de
cana-de-agucar peneirado a 1,19 mm, 16 g de agar, pH 6,0. Os isolados foram
inoculados, em quadriplicata, na forma de spots nesse meio de cultivo contido em
placas de Petri. As placas foram incubadas em camara de crescimento tipo
B.O.D. a 30 °C por 10 dias. Apés este periodo, foi avaliada a atividade de
degradacédo da palha de cana pela observacdo da presenca de halo de

crescimento avermelhado.

3.7. Compatibilizacdo entre isolados bacterianos e fungicos

Os ensaios de compatibilidade entre isolados bacterianos e fungicos foram
realizados segundo a metodologia de Cuesta et al. (2010) com modificacbes
descritas por Jesus (2013). Os isolados selecionados foram previamente
caracterizados quanto ao fenétipo da colbnia e estrutura celular para bactérias
(Apéndice 1) e quanto a cor e textura para fungos (Apéndice 2). A partir dos
estoques com culturas puras os isolados foram cultivados para o ensaio. Os
isolados fungicos foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA e
incubados em camara BOD a 30°C por 10 dias. Em paralelo, os isolados
bacterianos foram crescidos em meio DYG’S liquido (D6bereiner et al., 1995) em
shaker a 30°C por 24 horas.

Apos crescimento de ambos os microrganismos, discos micelianos dos
isolados fungicos foram inoculados no centro de novas placas de Petri contendo
15 mL de meio NB sélido, enquanto aliquotas de 20 pL do inoculo bacteriano
foram aplicadas em pontos equidistantes ao fungo orientado em quatro
guadrantes.

As placas contendo os cocultivos foram incubadas em camara de
crescimento a 30°C. O experimento foi avaliado diariamente durante 7 dias e a
compatibilidade entre os isolados foi observada verificando-se a presenca ou
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auséncia de halo de inibicdo de crescimento e grau de contato entre as colonias
de bactérias e as hifas flngicas.

3.8. Quantificacédo de grupos redutores totais (GRT)
3.8.1. Preparo do meio de cultura e inéculo

Os in6culos foram preparados a partir dos microrganismos purificados e
estocados em meio sélido inclinado. Os microrganismos foram crescidos em
tubos de ensaio contendo 5 mL de meio NB (Nutrient Broth) liquido. ApGs semeio
nos tubos, estes foram incubados em agitador orbital a 30°C e 150 rpm para
crescimento. O tempo de incubacédo foi de 24 horas para bactérias e 72 horas
para fungos, as quais atingiram densidade celular aproximada de 108 células. mL’
! para bactérias e 10° esporos fangicos. mL™.

Apos crescimento, aliquotas 20 uL dos indculos foram adicionadas a dois
meios de cultura (Meio | e Meio IlI) previamente elaborados com a seguinte
formulacdo: 1g/L de palha de cana-de-acUcar moida, 1g/L NH4CIl, 5 mL/L de
KoHPO, (solucdo estoque de 10%), 2mL/L de MgSO,4.7H,O (checar a
concentracédo do estoque), 1 mL/L de NaCl, 2 mL/L de CaCl,.2H,0, 4 mL/L de
FeEDTA e 1 mL/L de vitaminas. Ao meio Il, além dos ingredientes do meio |, foi
adicionado 0,01% de Manitol como fonte extra de carbono a fim de comparar os

efeitos dessa adicdo no crescimento microbiano.

3.8.2.Preparo reagente 3-5 dinitrosalicilico (DNS) e leitura da intensidade de

cor.

As concentracOes de acucares redutores em solucdo foram determinadas
com uso do método do acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959) e
alteracOes propostas por Vasconcelos et al (2013) e demais ajustes realizados

durante o desenvolvimento do experimento.
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O método consiste na utilizacdo do reagente, preparado a partir de 10 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico adicionados a 200 mL de uma solug¢édo 2 M de hidréxido
de sodio previamente preparada. Em tempo, uma segunda solucdo contendo 300
g de tartarato duplo de sédio e potéassio foi preparada, sendo dissolvida em 500
mL de agua destilada, sobre base de aquecimento e agitacdo constante. Em
seguida, a primeira solucdo foi adicionada sobre a segunda até completa
dissolucdo do DNS, formando uma solucdo homogénea. Apds o resfriamento, a
mistura foi ajustada para o volume de 1L com &gua destilada. O reagente foi
armazenado em frasco de polipropileno identificado e ao abrigo da luz segundo a
metodologia.

Para utilizacdo do método foi preparada uma solucao inicial de glicose e
gerada uma curva analitica. Para tal solucdo, foi pesado e transferido 1,0 g de
glicose anidra para baldo volumétrico, aferindo o volume final para 1,0 L com
dgua destilada. A partir dessa solucdo, diluicbes foram preparadas com
concentracdes de 0,1 g/L a 0,9 g/L de glicose. Apds preparo, aliquotas de 200 ul
de cada solucéo, incluindo a solucgéo inicial de 1,0 g/L e amostra de calibracao
(branco) contendo apenas DNS, foram transferidas para microplacas de 96 pocos
e mensurada a absorbancia a 540nm usando leitor de ELISA (Hidex Chameleon)e
software acoplado(Microwin 2000). Com os dados obtidos foi obtida a curva
padrao.

Para o desenvolvimento do experimento com bactérias, fungos e
consoércios de bactérias + fungos, aliquotas de 0,5mL de cada amostra inoculada
foram adicionadas a 0,5 mL de DNS em tubos de ensaios. Em seguida, a mistura
foi homogeneizada e os tubos levados para o banho-maria com agua em ebuli¢éo
(100 °C) por 15 minutos. Ao fim desse tempo, a reacéo foi interrompida com a
imersao dos tubos em gelo. A mistura foi entdo diluida em 4 mL de agua, e apos
diluicdo, foi realizada a leitura da absorbancia em leitor de ELISA a 540 nm,
fazendo leitura também da amostra de calibracdo (branco). Neste caso, a amostra
de calibracdo consistiu no meio sem inoculacdo e seus valores de absorbancia
foram descontados do valor total de cada parcela.

O experimento foi conduzido com triplicatas e a concentracdo de grupos

-1
redutores totais (GRT) expressa em g.L foi obtida segundo a equacéo:
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GRT=absxfxd (Eq. 1)

Em que:
abs é média das absorbancias lidas;
f € fator de concentracgéo;

d é inverso da diluicdo da amostra.

A leitura da intensidade da cor foi feita em 7 e 14 dias ap0s a inoculagéo e
as médias dos tratamentos foram comparadas com o software SAEG pelo teste

Skott-Knott em nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atributos fisico-quimicos do sistema solo-palha de cana-de-agucar

4.1.1. Biomassa da palha de cana-de-agucar

A estimativa da quantidade total de palhada de cana-de-agucar depositada
sobre o solo foi de 8,98+1,89 t ha™, valor que corresponde as deposicdes
anteriores e a recém-depositada pela colheita mecanizada realizada em maio de
2016. Diversos estudos abordam a deposicao de palha sobre o solo cultivado com
cana-de-acUcar, e relatam valores entre 7 t ha™ a 20 t ha™ ano (Campos, 2003;
Robertson & Thorburn, 2007; Oliveira et al., 2016), com valores médios acima de
10 t h™ano (Schultz, 2010).

Os valores observados ligeiramente abaixo daqueles  comumente
encontrados para a producdo de palha podem ser justificados pela variedade
cultivada, assim como pelo manejo empregado e principalmente pelas condigbes
ambientais (clima e solo) as quais o canavial € submetido (Marchiori, 2004). A
essa Ultima pode ser atribuida maior contribuicdo nos valores de produtividade da
biomassa da palha na area de estudo, visto que as condi¢cdes climéticas
observadas foram atipicas, com menores precipitacbes e temperaturas mais

elevadas em relacdo a série historica para a regiao (Tabela 1).
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Tabela 1.Temperatura e precipitacdo do periodo de influéncia sobre a coleta e da
série historica para a regido da Usina Lasa em Linhares - ES.

Atributos Periodo de Coleta* Média da Séries Historica **
Temperatura Minima 21,5 20,2
§(®) Média 254 24,9
Maxima 31,1 29,6

Precipitacdo anual

(mm) Média 913,2 1271
* Periodo de influéncia sobre a coleta: Janeiro/2015 — Abril/2016. **Séries histéricas de 1984 a 2014.

4.1.2. Contetdo quimico do solo cultivado com cana-de-agucar e solo de

referéncia

Os maiores teores de carbono foram encontrados na profundidade 0-5 cm,
sem diferencas significativas entre as condi¢des de solo (Tabela 3).

Tipo de Complexo Sortivo
solo™  Prof.® pH® ca mg Na SBY Al Heal T P VO N ¢ oo P ks
cmolc kg-1 % Total mg dm?

Solo SC10-5cm 5,34a 0,54a 0,50a 0,07a 1,66a 0,30b 4,12a 5,78a 1,96a 28,56a0,17ab 1,47a 9,53a 22,40a 209,60a 15,70b
Cana SC25-10cm 5,16a 0,20b 0,20bc0,06ab 0,66b 0,56b 3,88a 4,74b 1,42b 18,12b 0,11b 0,98b 9,12ab 11,20b 158,20b 14,30b

Solo SR10-5cm 4,60b 0,50a 0,30b 0,03c 1,00b 0,60b 4,30a 5,30ab1,60ab19,10b 0,24a 1,30a 5,43b 12,00b 69,00c 19,30b
Referéncia SR25-10cm 4,30b 0,20b 0,10c 0,04bc 0,54b 1,00a 4,20a 4,69b 1,50b 9,90c 0,14b 0,91b 6,69ab 7,60b 48,00c 31,40a
C.V. (%) 4,79 3197 3599 24,78 26,02 2790 6,46 7,10 14,14 1097 23,89 11,88 28,16 31,18 10,89 18,06
Médias seguidas das mesmas néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em 5%; (3 Tipo de solo: solo

cana e solo referéncia; Prof.: profundidade; @pH em H20; 4SB: soma de bases; T: CTC a pH 7,0; @t
CTC efetiva; (7)V: saturacdo por bases.

A esse resultado, pode se atribuir o aporte direto de matéria organica
proveniente da palha de cana e da serrapilheira da vegetacdo nativa no solo
cana e no solo de referéncia, respectivamente. De acordo com Yamaguchi (2015),
a palha depositada contribui para o aumento nos teores de carbono no solo,
principalmente em camadas superficiais, contudo, ndo foi observada diferenca
significativa nos teores de carbono em funcéo do depdésito de palha.

Os teores de nitrogénio também n&o apresentaram grande variagdo em
funcado do tipo de solo, apresentando diferenca significativa apenas em relacdo a
profundidade, com valores mais elevados na camada 0-5 cm. Destaca-se ainda a
camada superficial do solo referéncia com o valor mais elevado (0,24%). Apesar
da palha e o solo apresentarem um consideravel estoque de nitrogénio, apenas
uma pequena fragédo desse elemento fica disponivel na forma mineral, enquanto o

restante permanece predominantemente complexado em formas ndo labeis
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(Santiago et al., 2013), o que requer atencdo quanto a praticas de manejo que
venham a ser empregadas.

A relacdo C/N do solo representa majoritariamente a fracdo da matéria
organica estabilizada, sendo considerado parametro indicador do potencial
hamico dos residuos organicos do solo (Lynch, 1986). Para esta relacdo, os
valores encontrados apresentaram variacdo entre as duas condi¢bes do solo e
profundidades, sendo o valor mais alto na profundidade 0-5 cm do solo cana
(9,53:1), o que indica caracteristica de igualdade entre imobilizacdo e
mineralizacao (Silva, 2015). Esse resultado se assemelha ao obtido por Mendoza
et al. (2000) em solo cultivado com cana-de-acucar, onde ndo foi observada
diferenca na relacdo C/N em funcéo do sistema de manejo da palha.

Os valores de pH variaram em fungéo das condi¢cdes de solo, sendo que o
solo de referéncia apresentou caracteristica mais acida em relagéo ao solo cana.
Em relagdo as profundidades, foi observado pequeno aumento da acidez nas
profundidades 5-10 cm de ambos os solos. Isso se explica devido ao efeito
promovido pelos residuos depositados diretamente sobre as camadas 0-5 cm de
ambos os solos, 0 que garante menor acidificacdo (Lepsch, 2011; Santos et al.,
2006).

Os teores de Ca e Mg, foram mais elevados na profundidade 0-5 cm do
solo-cana e do solo de referéncia. A esse resultado se atribui 0 aporte de matéria
organica sobre a camada superficial de ambos os tipos de solo. Em um estudo de
decomposicdo e liberacdo de nutrientes da palha, Oliveira et al. (1999)
observaram liberacdo de grande quantidade de Ca e Mg e Ca ao solo,
principalmente em camadas superficiais, com reducdo nas camadas inferiores
devido a lixiviacdo no perfil do solo (Pavinato & Rosolem., 2008). Ainda segundo o
autor, é uma caracteristica tipica dos nutrientes Ca e o Mg aumentarem na
solucdo do solo, sob a adicdo de residuos vegetais em solos com pH menor que
6,0.

Os elementos quimicos P e K apresentaram teores mais elevados na
profundidade 0-5 cm do solo cana, com diferenca significativa em relacdo a
profundidade e ao solo de referéncia. O elemento K apresentou ainda expressiva
diferenca em relacdo ao solo de solo de referéncia, indicando a influéncia direta
da palha e do manejo empregado na dinamica deste nutriente no solo (Andreotti

et al., 2015). E importante ressaltar ainda que fragdes do P e K sio rapidamente
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liberadas no estagio inicial de decomposicdo, 0 que explica maiores teores nas
camadas superficiais, principalmente no solo cana devido ao aporte de palha.

Os teores S podem variar com 0 uso continuo do solo, podendo ocorrer
perdas por erosdo e consumido pelas culturas (Santos et al., 1981), contudo, foi
observado maior teor de S na profundidade 5-10 cm do solo de referéncia, com
diferenca significativa em relagédo a profundidade 0-5 cm e ao solo cana. O teor de
Na apresentou pequena diminuicdo em relacdo a profundidade, contudo, houve
diferenca em relagéo ao tipo de solo.

Os valores de T (CTC a pH 7,0) foram mais elevados na profundidade 0-5
cm nos dois tipos de solo, apresentando ainda diferenca entre profundidades.
Esse comportamento também foi observado para os valores de t (CTC efetiva).
Tal resultado pode se atribuir as variacées de argila (Figueiredo-Portugal et al.,
2010) . De acordo com Mendoza et al. (2000), a liberacdo dos subprodutos
humificados da decomposicao da matéria organica resulta no aumento da CTC e
consequentemente a disponibilidade de nutrientes no solo.

O valor de V diferiu entre o solo cana e as profundidades, porém se
mostrou mais elevado na profundidade 0-5 cm em ambos os solos. O valor de SB
foi mais elevado na profundidade 5-10 cm do solo de referéncia, com diferencga
significativa em relacdo as demais camadas dos solos. O valor de Al apresentou o
mesmo comportamento, no entanto, os valores de acidez potencial (H + Al) nao
apresentaram diferenca entre os tipos de solo e profundidades. Segundo
Mendoza et al. (2000), esses valores podem ser alterados de acordo com a
granulometria do solo, principalmente em funcéo da fracao argila do solo.

A andlise fisica da composicdo granulométrica e classe textural (Tabela 4)
indicou que os solos amostrados e suas respectivas profundidades sao

classificados como solos arenosos (EMBRAPA, 2006).
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Tabela 4. Andlise granulométrica e classificacao textural do solo-cana e do solo
de referéncia.

Tipo de Fracao do Solo Classificagao
Solo” Prof. ?  Argila  Silte AF®) am?  AGP AT® Textural
Solo SC10-5cm 156 47 170 226 401 797 Arenoso
Cana SC25-10cm 158 42 175 238 387 800 Arenoso
Solo SR10-5cm 145 44 182 223 406 811 Arenoso
Referéncia SR25-10cm 164 43 181 217 395 793 Arenoso

@Tipo de solo: solo cana e solo referéncia; (»Prof.: profundidade; 3)AF: Areia fina; 4)AM: Areia média; 5AG:
Areia grossa; )AT: Areia total.

Os resultados obtidos sé@o importantes para compreensao da influéncia da
manutencdo da palha de cana-de-acucar sobre o solo, consistindo ainda em uma
explanacdo do potencial destes residuos culturais associados com manejo
adequado na substituicdo parcial da aplicagdo de insumos, principalmente
fertilizantes, promovendo reducéo de custos e sustentabilidade a cultura da cana-

de-acucar.

4.2. Isolamento e estimativa populacional de microrganismos associados ao

solo e palha de cana-de-agucar

Para isolamento e estimativa da densidade populacional de
microrganismos associados ao sistema solo-palha foram utilizadas diferentes
formulac6es de meios de cultura, visando obter microrganismos com diferentes
requisitos nutricionais e funcionais. Durante o processo de isolamento foi
observado grande diversidade microbiana associada ao sistema solo-palha de
cana-de-acgucar (Figura 5).



25

Figura 5. Diversidade microbiana obtida nas placas de Petri contendo diferentes formulagdes de meios de
cultura.

ApOs o processo de isolamento foi obtido um total de 325 isolados
microbianos, sendo 122 bacterianos (Apéndice 3) e 223 fungicos (Apéndice 4).
Esse total € resultado da soma dos microrganismos isolados nas camadas
amostradas do sistema solo-palha, com a seguinte representatividade para
isolados bacterianos e fungicos, respectivamente: L1 43% e 19%, L2 40% e 17%,
S17% e 26%, S2 2% e 21%, SR1 3% e 12% e SR2 5% e 5%.

A estimativa da densidade populacional de microrganismos associados ao
sistema solo-palha da cana-de-acUcar foi determinada utilizando o método de
contagem por unidades formadoras de col6nias, e os valores expressos em logo.
g’ de solo ou palha. Para a contagem de bactérias foi utilizado o meio NB
(Nutrient Broth) sélido, para os fungos o meio BDA (Batata Dextrose Agar). A fim
de isolar e guantificar microrganismos capazes de degradar celulose foi utilizado
meio com carboximetilcelulose (CMCm) e meio com acido humico (AH) como
fonte exclusiva de carbono.

Apo6s a contagem de bactérias baseada no meio NB sélido, foi observado
maior nimero de células bacterianas na palha de cana-de-acucar e nos solos sob

o depésito de palha, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. L1: Palha fresca; L2: Palha em estagio intermediario-avan¢ado de decomposic¢do; S1: Solo-cana 0-5
cm; S2: Solo-cana 5-10 cm; SR1: Solo de referéncia 0-5 cm; SR2: Solo de Referéncia 5-10 cm.

O resultado obtido indica a influéncia do compartimento vegetal composto
pela palha fresca (L1) e em estidgio mais adiantado de decomposicdo (L2) na
densidade populacional de bactérias. De acordo com Coba (2012), as bactérias
sdo descritas como o0 grupo microbiano mais abundante, e apresentam
incrementos populacionais na presenca de material organico, o que explica os
valores mais elevados na palha e no solo-cana, o qual apresenta maior aporte de
matéria organica (Sylvia et al., 1998; Baath, 1998).

Para fungos, também foi observada contribuicdo direta da palha, sendo
observado maiores valores para densidade populacional fungica associada a

palha e ao solo cultivado com cana-de-agucar (Figura 7).
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Figura 7. L1: Palha fresca; L2: Palha em estagio intermediario-avancado de decomposicdo; S1: Solo-cana 0-5

cm; S2: Solo-cana 5-10 cm; SR1: Solo de referéncia 0-5 cm; SR2: Solo de Referéncia 5-10 cm.
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A presenca de um maior nimero de células fungicas na palha e no solo
cultivado com cana-de-acucar é devido as caracteristicas fisiolégicas e
metabdlicas (saprofiticas) de diversos representantes deste grupo microbiano e
consequentemente seu proeminente papel na decomposicéo de residuos vegetais
(Cardoso & Andreote, 2016). Em um estudo avaliando a dinamica populacional da
microbiota do solo, Pupin (2008) observou que além da deposi¢do de residuos
vegetais, as praticas de manejo da cultura incluindo as adubac®es, influenciaram
no nimero e na atividade fangica do solo.

A contagem de microrganismos nos meios de cultura com celulose e &cido
hamico como fontes exclusivas de carbono apresentou resultados distintos
(Figura 8). No meio com celulose, foi observado valores mais elevados de células
bacterianas em todas as fracdes, exceto na fragcdo L1. JA no meio com &cido
hudmico, foi observado maior nimero de células bacterianas apenas na fragéo L1,

nas demais fracdes houve dominancia de células fungicas.
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Figura 8. L1: Palha fresca; L2: Palha em estagio intermediario-avancado de decomposicdo; S1: Solo-cana 0-5
cm; S2: Solo-cana 5-10 cm.

A palha de cana-de-aglcar possui cerca de 48% de celulose em sua
estrutura (Yamaguchi, 2015), e diversos estudos abordam a eficiéncia do
metabolismo microbiano na producdo de enzimas lignocelulésicas (Singh. et al.,
2008). Algumas espécies de fungos sdo capazes de secretar simultaneamente
enzimas hidroliticas e oxidativas, convertendo os polimeros lignocelulésicos em
moléculas menores (Menezes & Barreto, 2015). J4 as bactérias, devido a sua
grande diversidade fisiologica e metabdlica, podem produzir enzimas

extracelulares com diferentes atuacGes sobre a celulose (Aguiar-Filho, 2008). Na
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natureza, a ocorréncia e a acdo conjunta destes microrganismos na comunidade
microbiana do solo proporcionam maior eficdcia nas etapas de degradacao dos
polimeros lignoceluldsicos (Haruta et al., 2002; Kato et al., 2004).

Em relacdo ao meio com acido humico, € importante considerar o papel
dos microrganismos na decomposi¢cdo da matéria organica e consequentemente
na génese das substancias humicas (Valdrighi et al., 1996). Desta forma, o
crescimento microbiano, em especial de fungos no meio com acido humico como
fonte exclusiva de carbono, indica o potencial e a participacdo dos isolados
obtidos na dindmica do carbono, visto que a relacdo C/N desses acidos é cerca
de 50% maior em relagdo a matéria organica do solo, indicando a recalcitrancia
dessas substancias humicas a mineralizagdo microbiana (Baldotto & Baldotto,
2014).

Devido aos grandes aportes, a palha quando mantida sobre o solo
apresenta efeitos positivos na matéria organica do mesmo e consequentemente
nas comunidades microbianas (Morais, 2016; Vitti et al., 2008).

Nesse sentido, considerando apenas o0s solos, o solo cultivado com cana-
de-acUcar apresentou valores mais expressivos para densidade populacional de
fungos e bactérias em relagéo ao solo de referéncia. Além do carbono e demais
nutrientes contidos na palha, a esse resultado pode ser atribuido o manejo
empregado na area amostral (adubacdo e fertirrigacdo) que também pode
contribuir para o aumento das populagcdes microbianas do solo (Cargnin, 2007,
Shultz et al., 2010; Quiterio, 2013). Tais praticas, como a fertilizagdo, adicionam
nutrientes facilmente assimilaveis pelos microrganismos, o que favorece o
crescimento da biomassa microbiana (Yamaguchi et al., 2017).

No presente estudo foram observados maiores valores para a densidade
populacional e nimero de isolados de fungos associados ao sistema solo-palha
da cana-de-acucar. Entretanto, a fracdo cultivavel de microrganismos do solo é
baixa (Malik et al., 2008), limitando a compreenséao da real dinamica populacional
e diversidade microbiana do solo (Zilli et al., 2003).

Ao fim da contagem, a ordem de magnitude da densidade populacional
tanto para bactérias quanto para fungos foi: Palha> Solo-cana> Solo de

referéncia.
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4.3. Potencial microbiano associado a dinamica nutricional do sistema solo-

palha da cana-de-agucar

4.3.1. Capacidade de fixacao bioldgica de nitrogénio

O potencial de fixacdo bioldgica dos isolados bacterianos foi determinado
pelo método qualitativo em meio Jnfb. As culturas em estoque dos isolados
bacterianos obtidos na etapa do isolamento foram inoculadas no meio contido em
vidros de penicilina, e apos crescimento foi observada a formagéo de pelicula

caracteristica de bactérias diazotroficas (Figura 9).

."ln

Figura 9. Isolados bacterianos com resultado positivo para a fixagao biolégica de nitrogénio.

Do total de 122 isolados bacterianos isolados obtidos a partir do processo
de isolamento, 85 foram testados para a capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio, sendo encontrados 28 isolados (32,94%) com resultados positivos
(Tabela 6).
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Tabela 6. Isolados bacterianos positivos para o ¢ potencial de fixagdo biolégica de

nitrogénio.

Isolados Bacterianos
Isolado Origem Isolado Origem Isolado Origem Isolado Origem

9 L2 42 L2 68 L2 201a2 L1
12 S1 43 L1 77 L1 202h2 L2
13a L1 45 L2 150 S1 202c L2
16 L1 50 SR1 151 S1 203a L1
22 L1 52 L2 152 S1 204 S1

28 L2 59 L1 153 S1 205¢ L2
30 L1 65 L2 200a L2 2006l SR2

L1: Palha fresca; L2: Palha em estagio intermediario-avancado de decomposi¢do; S1: Solo-cana 0-5 cm; S2:

Solo-cana 5-10 cm. SR1: Solo de referéncia 0-5 cm; SR2: Solo de referéncia 5-10 cm.

A maior parte dos isolados diazotréficos foi obtida a partir da palha (L1 e
L2). Esse resultado pode ser explicado pela versatilidade metabdlica de algumas
espécies de bactérias diazotroficas que sob condicdes aerdbicas sao capazes de
produzir enzimas celulosicas (Hassal & Gibson, 1985; Dutta &Gachhui, 2007).
Corraborando com esse resultado, a bactéria diazotréfica Gluconacetobacter
diazotrophicus comumente isolada na rizosfera de cana-de-acucar apresentou em
diversos estudos atividade enzimatica degradativa (Olivares et al., 1996; Emtiazi
et al., 2003; Adriano-Anaya et al., 2006).

O maior numero de isolados obtidos da palha também € indicativo da
colonizacdo endofitica por parte das bactérias, uma vez que foi utilizada a
maceracao da palha para facilitar o processo de isolamento. Segundo o conceito
de bactérias endofiticas, estas podem colonizar o interior das plantas sem causar
danos estruturais as mesmas (Hallmann et al., 1997).

Inicialmente, a fixagcdo biologica de nitrogénio foi descrita em bactérias
diazotréficas na rizosfera e no rizoplano de gramineas (DoObereiner, 1992;
Manhani, 2005). A colonizacdo endofitica favorece o processo de fixagédo
biolégica de nitrogénio, visto que o complexo enzimatico da nitrogenase é
altamente sensivel ao oxigénio (Reis & Teixeira, 2005).

Segundo Hara et al. (2009), algumas bactérias diazotréficas em funcéo de

suas necessidades fisiologicas sdo capazes de crescer em meio soélido. Desta
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forma, o nimero de isolados obtidos pode ndo condizer com a realidade da
microbiota do sistema solo-palha estudado.

Dentre os isolados obtidos, 12 apresentaram melhores resultados, séo eles
9, 12, 13a, 42, 52, 59, 77, 150, 151, 153, 203a e 206I, sendo selecionados para
0s ensaios de compatibilizacdo entre microrganismos com potencial de interesse

agricola e biotecnoldgico.

4.3.2. Avaliacdo prévia do potencial microbiano na decomposicdo de

compostos lignoceluldsicos

Para os ensaios preliminares de capacidade de producdo de enzimas
lignoceuldsicas, foram utilizados os isolados fungicos obtidos a partir da palha de
cana-de-agucar e nos meios de cultura com celulose e acido humico como fontes
exclusivas de carbono.

Foi utilizado um meio de cultura contendo apenas palha de cana-de-
acucar moida e peneirada em malha de 1 mm como fonte exclusiva de carbono.
ApOs incubacgdo e andlise, ndo foi observado a presenca de halo avermelhado
indicando a producédo de lignoceluloses, contudo, foi observado crescimento de
alguns isolados microbianos, indicando capacidade de absorver carbono contido

na palha (Figura 10).

Figura 10. Crescimento de microrganismos em meio com palha de cana-de-aclucar como fonte exclusiva de

carbono.

Foram testados 23 isolados bacterianos e 30 isolados fungicos. Os

resultados obtidos estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 7. Resultados dos isolados microbianos para o potencial de producao de

enzimas lignocelulosicas.

Isolados
Bacterianos Fungicos
9 + 50 - 152 - 42F + 365 - 430 - 500 +
12 + 52 + 153 - 300 + 378 - 433 + 501 -
13a + 55 - 202 + 302 + 383 - 435 + 503 +
18 - 59 + 202b2 + 308 - 395 + 460 - 511 -
22 - 65 - 203a + 315 - 399 + 461 + 512 -
42 + 77 + 205C + 326 - 400 + 476 + 513 -
45 - 150 + 206l + 351 + 401 - 493 - - -
46 - 151 - - - 357 + 402 - 494 - - -

A utilizacdo da prépria palha como fonte de carbono induz os
microrganismos a produzirem maiores niveis de enzimas, por conter em sua
composi¢do um elevado teor de agUcares totais e 0 crescimento microbiano sob
essas condicdes evidencia o0 potencial enzimatico dos microrganismos
(Fernandez, 1996)

Apbs crescimento e repicagem, foi observado que ambos 0S grupos
microbianos apresentaram potencial enzimético. No entanto, os fungos sao
considerados 0s microrganismos mais importantes na producdo de enzimas
lignocelulésicas (Pereira, 2012). Em um estudo avaliando o potencial enzimatico
de fungos, Bortolazzo (2011) testou a atividade celuldsica de 14 isolados e apés
analises apenas 2 isolados apresentaram atividade celulésica abaixo do controle.

Os microrganismos que apresentaram resultados positivos foram
confrontados em ensaios de compatibilizacdo para posteriores testes de

degradacdo de palha de cana-de-acucar in situ.
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4.4. Compatibilidade entre Isolados Bacterianos e Fungicos

Por meio dos ensaios, a compatibilidade dos isolados foi classificada de
acordo com o crescimento dos fungos sobre as bactérias: alta (C1), média (C2) e

baixa compatibilidade (C3) como apresentado na figura 11.

Figura 11. Exemplos de ensaios de compatibilidade entre isolados flngicos e bacterianos. A: Alta
compatibilidade (C1); B: Média compatibilidade (C2); C: Baixa compatibilidade (C3). Em que A: Fungo 395 x
Bactérias 153, 151, 206l e 203a; B: Fungo 461 x Bactérias 12, 9, 42 e 13a; C: Fungo 435 x Bactérias 12, 9,
42 e 13a.

Para os ensaios de compatibilizagcdo microbiana, foram selecionados 24
isolados, sendo 12 bacterianos (Figura 12a) e 12 fungicos (Figura 12b), com
caracteristicas funcionais benéficas, fixacdo bioldgica de nitrogénio e potencial de

producéo de enzimas lignocelulésicas (Dobereiner, 1997; Ciotta, 2003).

Figura 12a. Isolados bacterianos selecionados para o ensaio de compatibilizacdo.



Figura 12b. Isolados flingicos selecionados para o ensaio de compatibilizacéo.
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ApoOs os ensaios de confrontamento, foram encontrados os resultados de

compatibilidade apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Compatibilidade entre os isolados fungicos degradadores e isolados

bacterianos diazotroficos. Alta compatibilidade (C1); média compatibilidade (C2) e

baixa compatibilidade (C3).

Isolados Bacterianos

Isolados Fingicos 9 12 13a 42 52 59 77 150 151 153  203a 206l
42f c3 ¢ € C2 €3 €3 €3 C2 €2 € cC2 cC2
300 ct ¢ ¢ ¢ C2 ¢ Cc 3 €3 2 c3 cC2
302 c3 ¢ ¢ €3 €3 3 €3 C2 €3 2 c3 ¢3
351 c2c ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ Cc2 Cc2 ¢ c1ooc2
357 ctc ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ cL c1 ¢ croc
395 ctc ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ cL c1 ¢ c1oc
430 c3 ¢ € € €3 €3 €3 C2 €3 2 3 ¢C3
433 c3 ¢ € € C2 €3 €3 C2 €3 2 c2 «¢3
435 c3 ¢ € C2 C2 3 €3 C2 C2 2 c3 C2
461 c3 ¢ € € €3 Cc2 Cc C2 €3 €3 cC3 C2
476 ctc ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ c1 ¢ c1roc
503 c3 €3 € €3 €3 2 Cc C2 €3 €3 C3 (2

O isolado 435 apresentou resultados positivos, demonstrando

compatibilidade média com sete dos doze isolados testados. Contudo, apresentou
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crescimento lento, o que pode ter influenciado negativamente na compatibilidade
dentro do periodo de incubagéo e anélise. O mesmo resultado foi observado nos
isolados fungicos 302 e 430. Aguiar (2017), em um ensaio de compatibilizacao
entre fungos e bactérias promotoras do crescimento vegetal, também relatou
crescimento lento por parte de fungos, ndo sendo possivel detectar halo de
compatibilidade ou incompatibilidade entre Aspergillus caesiellus e as bactérias
testadas.

Apenas o0s isolados fuangicos 357, 395 e 476 apresentaram alta
compatibilidade com todos os isolados bacterianos.

Dentre os isolados bacterianos, o resultado mais proeminente foi obtido
com o isolado diazotrofico 150, o qual apresentou compatibilizacdo de média a
alta com todos os isolados fungicos testados, exceto com o isolado 300, o qual
também foi incompativel com os isolados 13a, 151 e 203a.

A interacdo entre bactérias diazotroficas e fungos decompositores
apresenta-se benéfica devido aos processos bioldégicos onde pode influenciar
positivamente em razdo da atuacdo de microrganismos com diferentes papeis
funcionais (De Roy et al, 2014). Na decomposicdo de compostos
lignocelulésicos, processo no qual as bactérias apresentam papel importante no
processo, devido a capacidade de suprir ao menos parcialmente os requisitos de
nitrogénio dos fungos nos sitios de decomposicdo enquanto obtém carbono,
diminuindo as taxas de imobilizacdo durante a decomposi¢cdo da matéria organica
(Hassal & Gibson, 1985; Dietrich, 2014).

Na fixacdo biolégica de nitrogénio, esta interacdo também se mostra
favoravel ao processo. Em um estudo com inoculac¢des consorciadas entre fungos
e bactérias diazotréficas em plantas de trigo, Sala et al. (2007), observaram
efeitos sinérgicos na colonizacdo das raizes pelas bactérias, o que contribui
positivamente na interacdo planta-bactéria. Contudo, ainda ha escassez de
estudos que descrevam a influéncia de determinados grupos microbianos na
colonizagéo de raizes de plantas (Andrade, 2013).

A compatibilizagdo microbiana in vitro aproxima os ensaios as condi¢des
de comunidades microbianas, as quais estes microrganismos sao encontrados na
natureza. As culturas que consistem com multiplas espécies microbianas, por
definicdo, contém uma maior variedade de genes e capacidades metabdlicas em

comparacao com monoculturas (Hays et al., 2015).
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4.5. Quantificacao de grupos redutores totais (GRT)

Os resultados de grupos redutores totais liberados da palha de cana-de-

acucar em meios inoculados com bactérias, fungos e com inoculagbes mistas de

bactérias e fungos estao apresentados abaixo e os valores de GRT expressos em

gLt

Em ambos os meios (I e IlI) inoculados com bactérias, ndo foram

observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 13). Entretanto,

foi observado predominio da caracteristica de aumento das concentracdes de

grupos redutores totais (GRT) durante o periodo de incubacéo. Tais resultados

evidenciam a capacidade dos isolados testados na degradacao da palha de cana-

de-acucar de forma semelhante.

1,2

1,0

0,8

0,6

g.L1GRT

04

0,2

0,0

12

1,0

g.L1GR

0,6

0,4

0,2

0,0

Meio | - Bactéria 7 dias

Meio | - Bactéria 14 dias

Meio Il - Bacteria 7 dias

9

12 13a 42 52 59 77 150 151 152 203a 206I

Meio Il - Bactéria 14 dias

C

9

12 13a 42 52 59 77 150 151 152 203a 206!

0,0

C

9

12 13a 42 52 59 77 150 151 152 203a 206!

Figura 13. Concentragfes dos grupos redutores totais (GRT) nos meios de cultura inoculados com bactérias

ao longo do periodo de incubagcdo no meio | e meio Il. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Skott-Knott em 5% de probabilidade.
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Embora as bactérias ndo sejam 0s principais microrganismos produtores
de enzimas lignocelulésicas, varios representantes desse grupo microbiano ja
foram descritos como produtores destas enzimas (Schwarz, 2001; Eida et al.,
2012). Ressalta-se ainda que a atividade enzimatica desempenhada por bactérias
apresenta fungbBes especificas na degradacdo de biomoléculas, uma vez que
diversos géneros bacterianos sdo colonizadores de ambientes sob condi¢bes
anaerobicas, usando complexos sistemas enzimaticos altamente eficientes
(Haichar et al., 2007; Gupta et al., 2012).

Ao fim dos 14 dias de incubagéo, ndo foi observada diferenca significativa
entre as bactérias e entre o meio | e meio Il. Contudo, o isolado 12 apresentou 0s
valores mais elevados em ambos os meios, sendo 0, 895g.L™* no meio | e 0, 894
g.L-1 no meio Il

Para os fungos inoculados (Figura 14), foi observado somente diferenca
significativa entre os tratamentos apos 14 dias de inoculagdo no meio I, no qual
houve predominio da caracteristica de aumento dos valores de grupos redutores
totais, sendo os valores mais elevados obtidos com os isolados 42F (0, 950 g.L™),
300 (0, 922 g.L™Y) e 302 (0, 900 g.L™), 351 (0,894 g.L™), 433 (0,894 g.L™), 430
(0,889 g.L™), 435 (0,878 g.L™) e 395 (0,856 g.L '), com respectivo aumento de
15,29%, 11,35%, 8,69%, 12,31%, 15,50%, 11,68%, 9,6%1 e 21,93% em relacdo a

7 dias de incubacao.
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Figura 14. Concentrag¢Bes dos grupos redutores totais (GRT) nos meios de cultura inoculados com fungos ao
longo do periodo de incubagdo no meio | e meio Il. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Skott-Knott em 5% de probabilidade.

A tendéncia de aumento observada nos valores de grupos redutores totais
se deve a producdo de enzimas lignoceluldsicas pelos isolados fungicos e as
maiores taxas de liberacdo de aclUcares em relacdo as taxas de consumo,
resultando em maiores concentracdes de GRT no meio (Blandino et al., 2001).

No meio I, apenas os isolados 351, 357, 461, 476 e 503 apresentaram
caracteristica de aumento nos valores de GRT, atingindo os respectivos valores
de 0, 905g.L}(+1,80%), 0, 911 g.L™}(5,80%), 0, 927 g.L™*(3,69%), 0, 933 g.L’
1(14,90%) e 0, 966 g.L™(16,24%) apos 14 dias.

Esse resultado pode ser atribuido a adicdo de uma fonte extra de carbono
ao meio. Em um ensaio de avaliagdo da produgcdo de enzimas in vitro de
Aspergillus awamori, Botella et al (2007) verificaram que a adicdo de uma fonte
extra de carbono resultou no declinio da atividade enzimatica. Desta forma, a
hidrolise pode ter sido influenciada negativamente enquanto o0s acucares
liberados foram incorporados a biomassa microbiana, reduzindo ou mesmo

mantendo os valores de GRT no meio.
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Com base nos resultados obtidos nos ensaios com bactérias e fungos,
isolados representantes destes grupos microbianos foram selecionados para um
ensaio consorciado (Bactéria+fungos). Para este ensaio, também foram
considerados os resultados dos testes de compatibilidade (Tabela 8), sendo
selecionados os isolados bacterianos 12, 59, 77 e 203a e os isolados fungicos
357, 395, e 476.

Algumas combinac¢fGes também foram propostas devido ao efeito fungico
no crescimento bacteriano, sendo selecionados os isolados fungicos 302, 433,
435 e 461 sobre o crescimento dos isolados bacterianos diazotroficos 150 e 153
(Figura 15).

| g
Figura 15. Efeito de isolados fungicos sobre o crescimento bacteriano. A: 461+153; B: 435+153; C: 302+150;
433+150.

Depois de selecionados, os microrganismos foram incubados de forma
consorciada, sob as mesmas condi¢cdes e com 0 mesmo periodo de avaliacdo dos
ensaios anteriores. Os resultados obtidos apresentados indicam que o intimo
contato entre o fungo e a bactéria induz nas colbnias de bactérias a producdo
intensa de exopolissacarideos. Esta caracteristica pode ser relevante para
otimizacdo da atividade de decomposi¢cdo microbiana pelo consorcio, tendo em
vista o efeito protetor destes polimeros sobre a viabilidade e atividade microbiana.
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Figura 16. Concentragbes dos grupos redutores totais (GRT) nos meios de cultura inoculados com
combinacdes de bactérias e fungos ao longo do periodo de incubagéo no meio | e meio Il. Médias seguidas
das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott-Knott em 5% de probabilidade.

No meio |, foi observado que 8 dentre as 16 combinacfes testadas,
demonstraram reducédo nos valores de GRT entre 7 e 14 dias de incubacéao,
enquanto as demais, apresentaram caracteristica de aumento. Este resultado
pode ser atribuido a atividade enzimatica desempenhada pelos microrganismos,
gue pode ser influenciada pela interacédo positiva dos mesmos (Wongwilaiwalin et
al., 2010).

Nesse caso, a agcdo conjunta e sinérgica das enzimas liberadas pelos
microrganismos durante a incubacao degrada a palha (Gnica fonte de carbono no
meio 1) em agUcares que podem ser liberados, aumentando os valores de GRT no
meio ou incorporados a biomassa microbiana (Aguiar, 2010). Neste contexto, a
interacdo entre o isolado bacteriano 59 e o isolado fungico 395 foi a Unica que
apresentou valores superiores aos das inoculagcdes isoladas destes

microrganismos. No entanto, este resultado s6 foi obtido no meio Il.
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No meio com a fonte extra de carbono (0,01% de Manitol), 12 dentre as 16
combinacdes propostas, apresentaram reducdo nos valores de GRT apdés 14 dias
(Figura 16). Em um estudo comparando fontes de carbono em meios de cultura
para a producao de celulose microbiana, Oliveira e Carminatti (2016) observaram
que a adicdo de Manitol como fonte extra de carbono favorece o crescimento da
biomassa microbiana, o que explica a reducdo dos valores de GRT no meio em
funcdo do consumo de carbono pelos microrganismos.

Ao fim, foi observado que independente da adicdo de 0,01% de Manitol
como fonte extra de carbono, os valores médios de grupos redutores totais nédo

apresentaram diferencas consideraveis.
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5. CONCLUSOES

O solo cultivado com cana-de-aclucar e sob o depdsito de palha
apresentou valores mais elevados de potassio, magnésio e sbédio, somas de
bases e CTC.

Foram encontrados maiores numeros de isolados fungicos em relacdo as
bactérias, sendo a palha depositada sobre o solo um fator condicionante na
densidade das popula¢cées microbianas do solo.

Foram obtidos 28 isolados diazotréficos, e 27 com potencial de
degradacédo de polimeros celuldsicos, sendo 13 bacterianos e 14 fangicos.

Apenas os isolados fangicos 357, 395 e 476 apresentaram alta
compatibilidade com todos os isolados bacterianos testados.

O isolado 12 apresentou os valores mais elevados de grupos redutores
totais no Meio | e Meio Il.

A inoculacdo mista com os isolados 59 e 395 foi a Unica que apresentou
valores superiores de grupos redutores totais em relacdo aos ensaios de culturas
puras.

A adicdo de manitol como fonte de carbono labil ndo resultou em
diferencas consideraveis nos valores finais de grupos redutores totais acumulados

no meio.

42
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Apéndice 1. Morfologia colonial e celular dos isolados bacterianos.
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Morfologia Morfologia Morfologia Morfologia
Isolado Cor Colbnia Celular Isolado Cor Colbnia Celular Isolado Cor Colbnia Celular Isolado Cor Colbnia Celular
1 Bra. Circular Cocos 30 Tra. Circular Cocos 59 Cre. Irregular Bastdes 87 Ama. Irregular Cocos
2 Bege  Circular Cocos 31 Ama. Circular Bastdes 60a Ama. Circular Bastoes 150 Bra. Circular Bastoes
3 Bege  Circular Cocos 32 Ama. Circular Bastdes 60b Bra. Circular Bastoes 151 Ama. Circular Bastdes
4 Ama. Irregular Bastdes 33 Ama. Circular Bastdes 61 Cre. Circular Cocos 152 Ama. Irregular Bastdes
5 Ama. Circular Bastoes 34 Tra. Circular Bastoes 62 Tra. Circular Bastoes 153 Bege Irregular Bastoes
6 Bege Circular Cocos 35 Cre. Irregular Cocos 63 Cre. Circular Cocos 200 Rosa Irregular Bastoes
7 Bra. Irregular Cocos 36 Ama. Circular Bastdes 64 Cre. Irregular Bastdes  200A Rosa Irregular Bastdes
8 Ama. Circular Bastoes 37 Ama. Circular Bastoes 65 Rosa Circular Bastoes  200B Ama. Circular Cocos
9 Ama. Circular Bastdes 38a Ama. Irregular Bastdes 66 Bra. Circular BastGes  200C Lar. Irregular BastOes
10 Bege Circular Bastdes 38b Ama. Irregular Bastdes 67 Bra. Circular BastGes 201A1 Rosa Circular BastOes
11 Ama. Irregular Bastdes 39 Lar. Circular Bastdes 68 Lar. Irregular Bastbes 201A2 Ama. Circular Cocos
12 Rosa  Circular Bastdes 40 Ama. Circular Bastoes 69 Ama. Circular Bastoes 201A3 Bra. Circular Bastoes
13A Ama. Circular Bastbes 41 Ama. Circular Bastdes 70 Tra. Circular Cocos 201B Bege Circular Bastdes
13B Bra. Irregular Cocos 42 Bra. Circular Bastdes 71 Lar. Circular Bastdes 201B1  Rosa Irregular Cocos
13C Bege Irregular Cocos 43 Cre. Circular Bastdes 72 Rosa Circular Bastdes 201B2  Bege Irregular Bastoes
14 Ama. lrregular Bastdes 44a Ama. Circular Bastdes 73 Ama. Circular Bastdes  201C Bra. Irregular Bastoes
15 Ama. lrregular Bastdes 44b Cre. Irregular Cocos 74 Bege Irregular Bastdes  202A Ama. Irregular Cocos
16 Ama. Circular Bastdes 45 Bra. Circular Cocos 75 Bege Circular Bastdes 202B1 Ama. Circular Bastdes
17 Ama. Circular Bastoes 46 Cre. Circular Bastoes 76 Ama. Irregular Cocos 202B2 Ama. Circular Cocos
18 Ama. Irregular Bastdes a7 Cre. Irregular Bastdes 77 Bege Irregular Cocos 202C Bege Circular Cocos
19 Bra.  Circular Cocos 48 Tra. Circular Bastoes 78 Bege Circular Bastoes  203A Ama. Circular Cocos
20 Ama. Circular Cocos 49 Ama. Circular Bastoes 79 Bra. Circular Bastoes  203B Ama. Irregular Bastoes
21 Bege Circular Bastdes 50 Bra. Circular Cocos 80 Bra. Circular Cocos 203C Bege Irregular BastOes
22 Bege Irregular Bastdes 51 Bra. Circular Cocos 81 Bra. Circular BastOes 204 Ama. Circular Coco
23 Ama. Irregular Cocos 52 Ama. Circular Bastdes 82 Bege Circular Cocos 205A Bra. Circular BastOes
24 Ama. Irregular Bastdes 53 Tra. Irregular Bastdes 83 Ama. Irregular Cocos 205B Bra. Circular Cocos
25 Cre. Irregular Bastdes 54 Bra. Irregular Cocos 84 Tra. Circular Cocos 205C Lar. Circular Cocos
26 Ama. lrregular Bastoes 55 Cre. Circular Bastoes 85 Ama. Circular Bastoes 206 Bra. Circular Cocos
27 Ama. Circular Bastdes 56 Ama. Circular Bastdes 86 Bege Irregular Bastdes 206! Bege Circular Cocos
28 Bra. Irregular Bastdes 57 Ama. Irregular Bastdes 86a Bra. Irregular Bastdes
29 Cre. lrregular Cocos 58 Cre. Circular Bastoes 86b Bege Circular Bastoes
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Apéndice 2. Caracterizacao morfolégica dos isolados fungicos selecionados e indentificagédo preliminar.

Isolado Aspecto Identificacdo morfologica*

42F Marrom com borda clara -

300 Verde com centro branco penicillium
302 Marrom claro aspergillus
351 Cinza com borda branca penicillium
357 Amarelo aveludado -

395 .aranja com manchas rosada: -

430 Cinza com borda clara penicillium
433 verde escuro com borda clare cladosporium
435 Marrom aveludado -

461 centro roxo aveludado -

476 Verde aveludada -

503 Marrom bordo branco aspergillus

*|dentificac&o preliminar com base em aspectos morfologicos.
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Apéndice 3. Isolados bacterianos obtidos a partir do isolamento. L1: Palha fresca; L2: Palha em estagio mais intermediario-avancado
de decomposic¢do; S1: Solo 0-5 cm de profundidade, cultivado com cana-de-agucar; S2: Solo5-10 cm de profundidade cultivado com
cana-de-acucar; SR1: Solo de Referéncia 0-5 cm; SR2: Solo de Referéncia 5-10 cm.

Isolado Origem

Isolado Origem

Isolado Origem

Isolado Origem

Isolado Origem

© 0N O D WNLR

S1
L1
L2
L1
L1
L1
L2
L2
L2
L1
L2
S1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L2
L2
L1
L1
L1
L1

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38a
38b
39
40
41
42
43
44a
44b
45
46

L1
L1
S1
L2
L2
L1
L1
L1
L1
L1
L2
SR1
SR1
L2
S1
S1
SR2
SR1
L2
L2
L1
S2
S2
L2
L2

47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60a
60b
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

L1
L1
L2
SR1
L2
L2
L2
L1
L1
SR2
L2
L1
L1
L1
L1
L2
SR2
SR2
L2
L2
L1
L1
L2
L1
L2

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
86a
86b
87
150
151
152
153
200
200A

L1
L2
L2
L1
L2
L1
L1
L2
L2
L1
L2
L2
L2
L2
L2
SC2
L1
L1
L2
S1
S1
S1
S1
L2
L2

200B
200C
201A1
201A2
201A3
201B
201B1
201B2
201C
202A
202B1
202B2
202C
203A
203B
203C
204
205A
205B
205C
206
2061

L2
L2
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L1
L2
L2
L2
L2
L1
L1
L1
S1
L2
L2
L2
SR2
SR2
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Apéndice 4. Isolados fungicos obtidos a partir do isolamento. L1: Palha fresca; L2: Palha em estagio mais intermediario-avancado de
decomposicao; S1: Solo 0-5 cm de profundidade, cultivado com cana-de-acgucar; S2: Solo5-10 cm de profundidade cultivado com

cana-de-acucar; SR1: Solo de Referéncia 0-5 cm; SR2: Solo de Referéncia 5-10 cm.

Isolado Origem Isolado Origem |Isolado Origem Isolado Origem |Isolado Origem Isolado Origem Isolado Origem Isolado Origem
42F L2 327 S1 355 SR1 383 S1 411 L1 439 L1 467 S1 495 S1
300 L1 328 L1 356 SR1 384 S1 412 L1 440 L1 468 S1 496 S1
301 L1 329 S2 357 S1 385 S1 413 S2 441 SR2 469 SR1 497 S2
302 S1 330 S2 358 SR1 386 S1 414 S2 442 SR2 470 S2 498 S2
303 S1 331 SR1 359 L1 387 L1 415 S2 443 SR1 471 S2 499 S2
304 L2 332 L1 360 L1 388 L1 416 S2 444 L2 472 S2 500 SR1
305 L1 333 L1 361 L1 389 SR1 417 L1 445 L2 473 S1 501 SR1
306 S2 334 SR1 362 L1 390 S2 418 L1 446 SR1 474 S1 502 SR1
307 S2 335 S1 363 L1 391 S2 419 L1 447 SR1 475 S1 503 SR1
308 L2 336 L1 364 S2 392 SR2 420 SR1 448 L2 476 S1 504 L2
309 SR1 337 L2 365 S2 393 S2 421 L2 449 SR1 477 S1 505 L2
310 SR2 338 S2 366 S2 394 S1 422 L2 450 SR1 478 S1 506 L2
311 L1 339 S2 367 S2 395 S2 423 L1 451 L1 479 L2 507 S1
312 L1 340 L2 368 S2 396 L2 424 L1 452 L1 480 L2 508 S1
313 L1 341 L2 369 S2 397 S1 425 S1 453 SR1 481 L2 509 S1
314 L1 342 S2 370 S2 398 L2 426 S1 454 L2 482 SR2 510 S1
315 L1 343 S2 371 S1 399 L2 427 S1 455 L2 483 SR2 511 S1
316 S2 344 L1 372 S1 400 L2 428 S1 456 L2 484 SR2 512 L2
317 S2 345 S1 373 S1 401 SR1 429 S1 457 L2 485 SR2 513 S2
318 S2 346 S2 374 S1 402 S2 430 L2 458 L2 486 S2 514 SR1
319 S2 347 L1 375 S1 403 S2 431 L2 459 S1 487 S2 515 L1
320 S1 348 L1 376 S1 404 S2 432 L2 460 S2 488 S2 516 L1
321 S1 349 SR2 377 S1 405 L1 433 SR1 461 L2 489 S2 517 S2
322 L1 350 SR2 378 S1 406 L1 434 S1 462 L2 490 L2 518 S2
323 L1 351 L2 379 S1 407 SR1 435 S1 463 SR1 491 L2 519 S2
324 S2 352 L1 380 S1 408 SR1 436 S1 464 L2 492 L2 520 S2
325 S1 353 SR2 381 S1 409 SR1 437 S1 465 S1 493 S1 521 L2
326 S1 354 L1 382 S1 410 L1 438 S1 466 S1 494 S1
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