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RESUMO

ROCHA, Rafael Luiz Frinhani; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Fevereiro, 2022. Caracterizacdo de um agrossistema de cana de acUcar:
diversidade, atributos biotecnolégicos e proposi¢cdes para um manejo sustentavel da
palha. Professor orientador: Fabio Lopes Olivares.

Esta tese teve como objetivo desenvolver estudos de caracterizacado das propriedades
quimicas e bioldgicas e potencial biotecnolégico de microrganismos associados a um
agrossistema de cana-de-acucar enfatizando a palha e a microbiota como fatores
fundamentais para uma cultura sustentavel. Os estudos desenvolvidos e resultados
obtidos se dividem em quatro capitulos. O primeiro capitulo, uma revisdo, apresenta
pontos relevantes sobre os consorcios microbianos, métodos para formulacdo de
insumos, mecanismos envolvidos e estudos que evidenciam o potencial e aplicabilidade
de consércios microbianos. No segundo capitulo avaliou-se os efeitos do uso do solo e
da palha na estrutura das comunidades bacterianas por meio da metagendmica, sendo
observada influéncia da palha sobre a diversidade e abundéancia de géneros. Observou-
se que propriedades do solo como Ca, Mg, P, C, N-total e relacdo C/N se mostraram
influentes sobre as comunidades bacterianas do solo. O terceiro capitulo teve como
objetivo avaliar o potencial de isolados e combina¢gdes microbianas na degradacéo de
palha de cana-de-acucar in vitro. Apos um teste preliminar, isolados e combinacdes
selecionadas para novos testes de decomposi¢cdo com palha autoclavada e com a adicédo
de nitrogénio (N). Os melhores resultados tanto de decomposicao quanto de atividade
microbiana foram obtidos com palha autoclavada, sem maiores efeitos da adi¢cao de N.
O quarto capitulo refere-se a um estudo de quantificacdo das propriedades quimicas e
da atividade microbiana em um agrossistema de cana-de-acucar e em um fragmento
florestal, sendo observada a da influéncia do solo e do material vegetal sobre diversas
propriedades. A ordem de magnitude da atividade microbiana foi serrapilheira> palha>
solos. Por fim, os resultados obtidos indicam os efeitos do manejo e da deposicao de
residuos sobre as propriedades quimicas e sobre a estrutura e atividade das
comunidades microbianas do solo e consequentemente nos processos bioldgicos
envolvidos. Desta forma, este estudo contribui com embasamento cientifico para o

desenvolvimento de técnicas que além de considerar e estimular a microbiota do solo,
Vi



explore o seu potencial biotecnolégico a fim de se estabelecer um manejo agroecolégico
voltado a produtividade, a reducédo de custos e principalmente a sustentabilidade no

agrossistema da cana-de-acucar.

Palavras chave: Palha de cana-de-acucar, microbiota do solo, potencial microbiano,

manejo biotecnoldgico.
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ABSTRACT

ROCHA, Rafael Luiz Frinhani; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. February 2022. Characterization of a sugarcane agrosystem: diversity,
biotechnological attributes and proposals for sustainable management. Professor advisor:
Fabio Lopes Olivares.

This thesis aimed to develop studies to characterize the chemical and biological properties
and biotechnological potential of microorganisms associated with a sugarcane
agrosystem, emphasizing straw and microbiota as fundamental factors for a sustainable
crop. The studies developed and the results obtained are divided into four chapters. The
first chapter, a review, presents relevant points about microbial consortia, methods for the
formulation, mechanisms involved, and studies that show the potential and applicability of
microbial consortia. In the second chapter, the effects of soil and straw use on the
structure of bacterial communities were evaluated through metagenomics, and the
influence of straw on the diversity and abundance of genera was observed. Also, several
soil properties such as Ca, Mg, P, C, N-total and C/N ratio influenced soil bacterial
communities. The third chapter aimed to evaluate the potential of microbial isolates and
combinations in the degradation of sugarcane straw in vitro. After a preliminary test,
isolates and mixtures were selected for further decomposition tests with autoclaved straw
and with the addition of nitrogen (N). The best results for both decomposition and microbial
activity were obtained with autoclaved straw, without significant effects of the addition of
N. The fourth chapter refers to a study of quantification of chemical properties and
microbial activity in a sugarcane agrosystem. Sugar, and in a forest fragment, the
influence of soil and plant material on several properties is observed. The order of
magnitude of microbial activity was litter > straw > soils. Finally, the results obtained
indicate the effects of waste management and disposal on chemical properties and the
structure and activity of soil microbial communities and, consequently, the biological
processes involved. In this way, this study contributes to the scientific basis for developing
techniques that, in addition to considering and stimulating the soil microbiota, explore its
biotechnological potential to establish agroecological management focused on

productivity and cost reduction contributing to sugarcane agrosystem sustainability.
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Keywords: Sugarcane straw, soil microbiota, microbial potential, biotechnological

management.



1. INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acgucar (hibridos interespecificos de Saccharum) € cultivada em
diversos paises, principalmente em regides tropicais e subtropicais, sendo considerada
a cultura sucroenergética mais importante do mundo (Li et al. 2020; Pang et al. 2019).
Apesar de sua relevancia econdmica, seu cultivo é associado a impactos ambientais
negativos, como o desmatamento, as queimadas e a erosao do solo (Schiesari e Corréa
2016). Isto porque algumas praticas de manejo atuam de forma negativa sobre a
estrutura e a atividade da microbiota edafica, ignorando que 0s microrganismos sdo uma
parte ativa e funcional tanto de ecossistemas quanto de agrossistemas (Burns et al. 2015;
Niu et al. 2021). Dentre os impactos causados destaca-se a perda de diversidade e a
consequente reducéo da resiliéncia da comunidade microbiana do solo (Durrer et al.
2017), a qual compromete a atividade ecofisiolégica destes microrganismos, impactando
processos vitais no solo (Navarrete et al. 2017; Sui et al. 2019).

A partir da necessidade de modernizacao e adequacado do setor sucroenergético,
vem crescendo a busca para reduzir os impactos ambientais e sanitarios relacionados
aos sistemas de colheita com queima, principalmente, estabelecendo entdo a chamada
colheita verde (Carvalho et al. 2017), que resulta na deposicdo e acumulo de grandes
volumes de residuos culturais, compostos principalmente por palha, 0s quais
representam um estoque de nutrientes e matéria organica (Morais et al. 2019). De acordo
com Niu et al. (2021), a matéria organica do solo é um dos indicadores da fertilidade do
solo, e seu aumento por técnicas de manejo com praticas de manejo organico associadas
a colheita verde pode favorecer o desenvolvimento das comunidades microbianas e
aumento da eficiéncia de servigos ecossistémicos associados a ciclagem de nutrientes
(Morais et al., 2019), potencializando préaticas mais sustentaveis de manejo da cultura da
cana-de-agucar.

Com relacdo ao manejo da palha da cana, Carvalho et al., (2017) relataram que
beneficios agricolas e ambientais sé&o possiveis quando ha a manutencéo de pelo menos
7 Mg ha?l, estimulando as comunidades microbianas que por sua vez melhorardo
processos biolégicos do solo (Tayyab et al.,, 2018). Dentre estes, destacam-se 0s
processos relacionados a dindmica na decomposicao e a ciclagem de nutrientes (Pang

et al., 2019). Ainda, além da acdo de microrganismos, principalmente heterotréficos nos



processos relacionados a dinamica da matéria organica e dos nutrientes do solo, os
microrganismos representam um importante componente da diversidade funcional e
atuam na estruturacdo de agregados e na resisténcia a estresse dos solos (Graham e
Haynes, 2005; Montecchia et al., 2011; Li et al., 2020). Assim, séo oferecidos beneficios
diretos e indiretos as plantas, resultando no crescimento e desenvolvimento vegetal (Berg
et al. 2020).

Diversos estudos tém demonstrado que os residuos culturais como a palha de
cana-de-acgUcar podem alterar as flutuagbes dos grupos microbianos, sua funcionalidade
no solo e podem ajudar na compreensao dos processos biologicos (Li et al. 2020; Tayyab
et al. 2018). Contudo, apesar da proposta de produtos e protocolos de aplicacbes que
conciliem produtividade e sustentabilidade aos cultivos, muitas destas pesquisas sao
conduzidas em condi¢des controladas, excluindo ou minimizando os efeitos de microbios
nativos e concorrentes, desconsiderando as conjuncdes encontradas no solo (Berg et al.,
2020).

Neste cenério, emergem as pesquisas que se desenvolvem sobre a diversidade e
prospec¢do microbiana dos solos e o desenho de consorcios microbianos, que
possibilitam maior adaptacdo, robustez, cobertura e eficiéncia nas atividades
desempenhadas pelos microrganismos envolvidos, devido a mecanismos ecolégicos de
interacdo e complementacdo metabdlica (Aguilar-Paredes, Valdés e Nuti 2020;
Maiyappan et al., 2010). Estes consércios microbianos tém o intuito de mimetizar
comunidades microbianas multiespecificas, apresentam diversas relacdes ecoldgicas e
sdo amplamente distribuidos na natureza (Kong et al. 2018). Para muitos processos
microbianos que ocorrem no sistema solo-planta, onde os nichos microbianos séo
ocupados por uma multitude de espécies microbianos, tais comunidades microbianas
sintéticas apresentam resultados superiores a produtos formulados com um Unico
microrganismos, oferecendo ainda uma maneira de superar as limitagcdes dos micrébios
individuais (Hays et al. 2017; Jain et al. 2012; Lee, Show e Wang 2013; Gupta e Kumar,
2015).

Desta forma, € preciso que sejam estudadas e incentivadas abordagens de
manejo agricola que integrem a manutencao, ainda que parcial da palha sobre o solo e
que visem a otimizacdo e exploragcao das comunidades microbianas enquanto recurso

bioldgico natural e de grande importancia dindmica dos eventos edaficos do solo (Durrer



et al., 2017). A partir da desta contextualizacdo, o objetivo para com o presente trabalho
foi caracterizar os efeitos da deposicdo e acumulo da palha de cana-de-aclUcar nas
propriedades fisico-quimicos e nas comunidades microbianas, avaliando também as
diferencas destes componentes (quimico e bioldgico) em funcéo do tipo de uso de solo.
Ainda, foram realizadas analises de prospeccdo de consorcios microbianos para sua

compreensao nos processos biolégicos da dinamica nutricional.
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2. CAPITULOS

2.1. MICROBIAL CONSORTIA: A FEASIBLE ECOLOGICAL TECHNOLOGY
FOR SUSTAINABLE AGRICULTURE

RESUMO

As comunidades multiespecificas sdo responsaveis por complexos processos
microbianos no sistema solo-planta. Observa¢cfes do meio ambiente sugerem
qgue o0s consoércios microbianos tém varias vantagens sobre os produtos
baseados em cepas microbianas Unicas para a agricultura sustentavel.
Comunidades microbianas sintéticas adequadamente formuladas sé&o
potencialmente mais eficientes e estaveis na manutencdo de processos
microbianos especificos, devido a cooperacao fisica e metabdlica. A interacao
mutualistica que ocorre em um consoércio microbiano estavel tem mostrado
vantagens adaptativas sobre a aplicacdo de cepas microbiana isoladas, pois
resultam em uma melhor resiliéncia as flutuacdes bidticas e abibticas e disturbios
ambientais, promovendo beneficios ao sistema solo-planta e crescimento
vegetal por meio de diversos mecanismos, como biodisponibilidade de nutrientes
ou decomposicdo de residuos organicos. Representando um avanco
biotecnoldgico promissor, o uso de consoércios microbianos € complexo e requer
a integracdo de diferentes areas, abordagens metodolégicas e técnicas para
compreender os elementos de interacdo e seu desenvolvimento e aplicacdo
eficientes em campo. Os consdércios microbianos na agricultura representam
uma alternativa sustentavel as praticas convencionais, garantindo a
produtividade das culturas e ganhos em termos de economia e ecologia,
fundamentais para a agricultura do futuro. O presente trabalho teve como
objetivo apresentar conceitos e informacdes relevantes sobre mecanismos
bioquimicos envolvidos na compatibilidade e sinergia e métodos de formulacao
de consércios microbianos assim como proposicdes de utilizacdo para uma

agricultura ambientalmente sustentavel e produtiva.

Palavras-chave: Comunidades microbianas, ecologia microbiana, agricultura

verde, insumos bioldgicos.



ABSTRACT

The multispecies community drives the complex microbial process in the soil-
plant system. Lessons from the environment suggest that microbial consortia
have several advantages over single microbial strain-based products for
sustainable agriculture. Due to physical and metabolic cooperation, proper
synthetic microbial communities are potentially more efficient and stable in
maintaining specific microbial processes. The mutualistic interaction that occurs
in a stable microbial consortium has shown adaptative advantages compared to
a single microbial application that results in better resilience under biotic and
abiotic fluctuation and environmental disturbances, promoting benefits to the soil-
plant system and plant growth by diverse mechanisms, such as bioavailability of
nutrients or decomposition of organic waste. Representing a promising
biotechnological advance, the use of microbial consortia is complex. It requires
an integration of different areas, methodological approaches, and techniques for
understanding the interaction elements and their development and efficient
application in the field. Microbial consortia in agriculture correspond to a
sustainable alternative to conventional practices, ensuring the productivity of
crops and gains in terms of economy and ecology, fundamental for future
agriculture. The present work aimed to present relevant concepts and information
about biochemical mechanisms involved in microbial compatibility and synergy,
methods of formulating microbial consortia, and proposals for use for

environmentally sustainable and productive agriculture.

Keywords: Microbial communities, microbial ecology, green agriculture,

biological inputs.

INTRODUCTION

Since the green revolution in the early 1970s, chemical fertilizers and
pesticides in agriculture have increased considerably (Naik et al., 2019). In
addition, the continuous population growth exerted intense pressure on

agriculture to maintain such practices to meet market demands since the use of



these agrochemicals resulted in considerable increases in agricultural
productivity (Gupta, Bisaria, and Sharma 2015). However, sanitary,
environmental, economic, and agricultural factors have demonstrated the
infeasibility of using conventional methods, and the search for conciliatory
agriculture between production and sustainability is increasing (Struik and Kuyper
2017; Valenzuela 2016; Weekley, Gabbard, and Nowak 2012). That is where
biological inputs for agriculture arise.

The design and development of bio-based technologies convert natural
processes in the soil-plant system into bio-input technologies (Sousa and
Olivares 2016). However, when studied under laboratory conditions from tests
with microorganisms in pure culture, some of these natural processes have
unsatisfactory results, with methodological and efficiency limitations (Guo et al.,
2011). In contrast, studies that address microbial communities characterized by
the coexistence of different populations of microorganisms in each habitat and
are imitated through synthetic microbial consortia are a way to overcome the
limitations of individual microbes (Hays et al., 2017).

Despite advances in technologies and analysis methods, cultivation and
laboratory approaches differ from microorganisms behavior in their natural
habitats, grouped in complex communities (Stocker, 2012; Agapakis et al., 2012).
The concept of manipulating microbial communities for consortia's artificial
selection based on different microbial strains may increase tolerances to the
overall conditions to which one intends to insert them (Lee, Show, and Wang,
2013). In this way, microbial consortia can reduce the metabolic load on a single
species, optimizing processes and reducing cellular energy demand. From the
presentation of the theme and its context, this review addresses microbial
consortia and relevant aspects of technology and methodologies and their

applications for more sustainable agriculture.

Characterization of microbial consortiums

The use of microorganisms in agriculture is vast, and its benefits are
diverse. Therefore, many approaches focus on maximizing the use of these
microorganisms by optimizing beneficial characteristics. Studies with genetically

modified microorganisms, for example, provide promising results. Still, in addition



to not being an ecological approach, improving a desirable feature in a
microorganism can result from the limitation of another element necessary for its
development (Scott and Harsty, 2016). In this context, microbial consortia and
their wide applications arise.

Microbial communities and their artificial representation, the microbial
consortia, correspond to complex conglomerates that coexist in a habitat with
strains with different physiological attributes (Lee, Show, and Wang, 2013).
These microbial arrangements are widely distributed in nature, colonizing the
most diverse environments, and correspond to a more promising and reliable
environmental strategy than pure cultures (Jain et al., 2013; Gupta and Kumatr,
2016). Furthermore, the spatial arrangement of these consortia corresponds to
sites of constant competition and cooperation relationships, and these
relationships are responsible for the specification and dynamics of the ecosystem
(Kong et al., 2018).

Besides the relationship between microorganisms in agriculture, it is
necessary to consider the plant and its rhizosphere as microbial habitats. In this
habitat, several connections are established. The plant can directly reflect these
relationships, modulating how microbial communities, mainly in the root and
rhizosphere, are considered a hotspot of microbial interactions (Li et al., 2016).
Some examples of existing relationships between microorganisms in the soil and
the rhizosphere are shown in figure 1.
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Figure 1. Different microbial relationships that occur in the rhizosphere: (a)
microorganisms with high compatibility with the plant; (b) antagonistic relationships
between varied species of microorganisms, not developing closely together; (c) species
compatible and convoluted with the plant, existing only when associated with the plant;
(d) microbial species that have high compatibility with each other; (e) non-rhizospheric
microbial compatible species.

As observed in the image above, some microbial species co-evolved with
plants and appear to be closely related to their respective host, growing in the
region of influence of the root, the rhizosphere, or even directly associated with
the rhizoplane, while in some cases, the plants produce metabolites that inhibit
the growth of certain groups of microorganisms (Berg and Smalla, 2009). Also, in
the soil, inhibition relationships between species with similar ecological niches
(antagonism) and mutualistic relationships can occur, where species develop in
the same habitat and benefit from this interaction (Stamford et al., (2005).

According to Jial et al. (2016), the main advantages of microbial consortia
are the division of complex tasks, greater adaptability, and stability to the
dynamism of environmental conditions. Furthermore, the multispecificity of
microbial communities results in horizontal gene transfer, which in addition to
altering the environment, influences the growth and development patterns of
microbial populations (Hays et al., 2017). Therefore, the observance of the
constancy of these relationships in their natural environments and agrosystems
can make the consortia that may be developed more phenotypically complex and
more adapted to environmental fluctuations compared to what is provided by

microbial cultures while isolated (Alnahhas et al., 2020; Hays et al., 2017).
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In addition to microbial interactions and their genetic variability, a spatial
structure and availability of resources also exert selective pressure for efficient
growth in their microbial assemblages. This selective pressure refers to the
natural processes of changing the behavior and adaptability of microorganisms
within the microbial system, spreading in more stable communities, whether in
superficial microbial communities or even in dynamic soil-plant-microbe systems
(Lee, Show, and Wang, 2013; Roller and Shmidt, 2015).

Despite the knowledge about the natural microbial consortia represented
by microbial communities, more detailed studies on these interactions and
interactions between microorganisms and their habitats, as well as their benefits,
effective mechanism, and applications, are recent (Welbaum et al., 2004;
Weekley et al. al.,, 2012). Thus, improving techniques for handling microbial
consortia requires advances in methodological approaches and multidisciplinary

integration of different areas.

Study methods for design and formulation of microbial consortiums

The manipulation of microorganisms for the composition of a microbial
consortium comprises several steps, and several techniques can be used. First,
assuming a more ecological bias and without genetic alteration, the cultivation
techniques associated with tools such as omics allow the development of a
consortium with natural microorganisms without compatible and synergistic
modifications it executing their desirable ecophysiological roles. Two prospects

can formulate a microbial consortium (Figure 2).



12

Steps to Obtaininga Microbial Consortium

[ Biological Sample 1]

(a)

Isolation and Compatibility Tests (b) [ Total DNA Extraction ]

Microbial Potent:al Analysis

[ )
[ ]
[ Sequencmg ]
& B

Sequencing
and Taxonomic Analysis

and Taxonomic Analysis
|
Other Omlcs

[Genomics, Metabolomics, Transcriptomics)

[ Other Omics ]

s, Transer

‘ { Data Confrontation ]

Formulation of Microbial Consortia

Figure 2. Steps for elaborating a microbial consortium consider two possibilities: (a) from
the bottom up from isolation and cultivation; (b) and considering only refined techniques
for understanding the consortia present in the biological sample.

Starting from good material related to the objective to be achieved,
microorganisms can prospect, assessed in tests of biotechnological potential and
their characteristics of compatibility or antagonism. Finally, they are identified and
characterized, for example, concerning their metabolites and genes. Regarding
direct use with omics, the total DNA is extracted, and the sequencing and
metabolic and genomic characterization of microorganisms is carried out.
Cultivable approaches are necessary to develop microbial consortia to
manipulate and select microorganisms. Considering the need for a harmonious
relationship between the strains involved, they must be confronted and present
positive results; they are compatible and preferably synergistic concerning
ecophysiological capacities. Therefore, techniques based on co-cultivation, or the
"microbial antagonism and compatibility method," should be used, as shown in
Figure 3 (Bell, Weels and Markham, 1982; Fuentes et al., 2016).
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Figure 2. Scheme of antagonism and compatibility assays with different interactions. B1,
B2, and B3: Generic bacteria; F1: Generic fungus. (a) Antagonism relationship; (b) Low
compatibility; (c) High compatibility.

This method presents numerous possibilities for methodological
adaptation and evaluation. Through this methodology, microorganisms of
biotechnological interest are confronted and demonstrate characteristics of
antagonism or interaction at diverse levels, facilitating their selection. Based on
the interest of the experiment, it is possible to categorize microorganisms as
antagonists (a) when there is no positive interaction between microorganisms
involved or even inhibition, or as low (b) or high compatibility (c). The microbial
compatibility and antagonism method allows confronting microorganisms to
propose, for example, microbial consortia formulated based on a free-living N2-
fixing bacteria and a rhizospheric fungus (AMF). In this way, once the synergism
of the microorganisms involved has been proven, the microbial consortium would
be able to promote nutritional improvements to the soil and the associated culture
through biological nitrogen fixation through bacterial action and greater efficiency
in the absorption of nutrients, such as phosphorus, through fungal action (Paula
et al., 1992; Miyauchi et al., 2008; Zhu et al., 2018).

Using consortia, it is necessary to understand the ecological, metabolic,
and genetic aspects eliminated for further manipulation. Regarding microbial
ecology, incompatibility between species can result in physiological or metabolic
commitment. In this scenario, the integration of omics provides information on the
mechanisms involved in the interaction and establishment of the consortia so that
the natural attributes of the proposed consortia become stable and viable and
their applications (Hays et al., 2017; Woo and Pepe, 2018) Greater detailing of
microbial consortia considering sophisticated techniques can offer a different

strategic view to increasing the persistence and activity of microorganisms (Li et
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al., 2017). We highlight cross-feed and Quorum sensing among the possibilities

of integrating omics, metabolomics, and genomics (Figure 4).

(a) metabolic cross-feeding (b) quorum sensing
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Figure 4. (a) Cross-feed: One cell produces metabolite A but does not create metabolite
B. The second strain cannot produce metabolite A but makes B, benefiting each other
and allowing survival. (b) Quorum sensing: Cells have an auto inductive molecule that
increases at high cell concentrations, causing an increase in a responsive promoter,
resulting in changes in gene expression. (Hays et al., 2017) (Adapted).

In Cross-feed, a microorganism supplies another with a metabolite that it
produces in excess while feeding on a metabolite that does not produce but is
released by another organism present in the same microbial community (Hays et
al.,, 2017). For example, in a co-cultivation study, Deveau et al. (2010)
demonstrated that a Pseudomonas fluorescence bacterial strain produces
thiamine. This water-soluble vitamin belongs to the B complex, enabling the
development of the mycorrhizal fungus Laccaria, which in turn supplies the
bacterium with trehalose disaccharide, produced and accumulated in its hyphae.

As for quorum sensing (QS), it is a mechanism for the secretion of
molecular (self-inducing) signals, common in bacteria; through it, the
microorganisms of a given habitat can detect the population density of the
microbial community so that it is possible to coordinate the gene expression and
affect its differentiation (Scott and Harsty, 2016; Stephens and Bentley, 2020).
About quorum sensing and microbial consortia, Liu et al. (2021) investigated the
hydrogen recovery from the action of microbial consortia on residues via electro-
fermentation and pretreatment with free nitrous acid together with quorum

sensing. According to the author, the distinct species showed synergistic
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relationships with biofilm formation and quorum sensing, resulting in higher yields
in hydrogen recovery.

Still, conventional techniques with isolation of individuals allow for
microbial prospecting, but omics provide different insights into the persistence
and activity of microorganisms involved in consortia (Li et al.,, 2017). The
integration of the two approaches makes it possible to understand the influence
of environmental variations on the modulation and production of metabolites by
microorganisms and how they react to these disturbances, expressing or
repressing related genes, resulting in improved formulation and establishment of

an efficient microbial consortium.

Applications in agriculture

The so-called plant growth promotion microorganisms (PGPM) are
naturally endowed with many traits with extensive agricultural uses (Naik et a.,
2019). The benefits of microbial action to soil and plants are widely described in
the literature (Olivares et al., 2017; Igiehon and Babalola, 2017; Khan, Pimentel
et al., 20120; Bano and Cura, 2020). Among these, the decomposition of crop
residues, biological nitrogen fixation, production of phytohormones, phosphorus
solubilization, and optimization of the root system, among others, stand out.
Some of the applications proposed in studies with microbial consortia in the last

two decades are shown in Table 1.
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Table 1. Microorganisms and their applications in microbial consortia have been proposed in biotechnological studies for agriculture in

the last two decades.

Microorganisms Involved

Major Functions

Reference

Pichia guilermondii and Bacillus mycoides

Ceriporiopsis subvermispora, Cellulomonas sp. and Azospirillum brasilense
Chryseobacterium sp., Comamonas sp. and other bacterias

Trichoderma reesei, Aspergillus niger and Saccharomyces cerevisiae
Multispecific consortium formulated with many bacteria and fungi

Bacillus subtilis, Streptomyces sp. and Cellulomonas sp.

Pseudomonas spp., Burkholderia sp., Flavobacterium sp. and Vibrio sp.
Escherichia coli and Ochrobactrum sp.

Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis

Azospirillum sp., Azotobacter sp., Pseudomonas sp. and Bacillus sp.
Pseudomonas aeruginosa, Trichoderma harzianum and Bacillus subtilis
Undefined microbial consortium

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus and Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus megaterium, Pseudomonas fluorescens and Trichoderma harzianum
Bacillus sp., Providencia sp. and Ochrobactrum sp.

Rhizobium sp. and Trichoderma sp.

Multispecific complex (Proteobacteria and other phyla)

Azotobacter sp., Rhizobium japonicum, Trichoderma harzianum and others.
Planomicrobium chinense and Bacillus cereus

Rhizoglomus irregulare and Pseudomonas putida

Biocontrol of pests and diseases
Lignocellulosic biomass deconstruction
Bioremediation of contaminated soils
Lignocellulosic biomass deconstruction
Bioremediation of contaminated soils
Lignocellulosic biomass deconstruction
Bioremediation of contaminated soils
Bioremediation of contaminated soils
Plant growth promotion

Biocontrol of pests and diseases

Plant growth promotion

Biocontrol of pests and diseases
Lignocellulosic biomass deconstruction
Biocontrol of pests and diseases

Plant growth promotion

Lignocellulosic biomass deconstruction
Bioremediation of contaminated soils
Lignocellulosic biomass deconstruction
Stress relief and growth promotion
Stress relief and growth promotion
Plant growth promotion

Guetsky et al., 2001

Beary, Boopathy and Templet, 2002
Radianingtyas, Robinson and Bull, 2003
Yang et al., 2004

Vifas et al., 2005

Guevara and Zambrano, 2006
Murthy and Manonmani, 2007
Zhang et al., 2008

Lim et al., 2009

Chung, Lim and Kim, 2010
Rajasekar and Elango, 2011
Jain et al., 2012

Hui et al., 2013

Thakkar and Saraf, 2014

Gupta et al., 2015

Poszytek et al., 2016
Madariaga-Navarrete et al., 2017
Liang et al., 2018

Bradacové et al., 2019

Khan et al., 2020

Pacheco et al., 2021
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In the last two decades, the proposed use of consortia has grown with several
applications for agriculture and the environment and industry. This advance is due to the
need to implement ecological alternatives for crops and modern technologies to formulate
inoculants. Microbial consortia formulations can be based on microorganisms from the
same or different habitats. These combinations can improve their capabilities, enabling
biotechnologies to benefit the soil and increase crop productivity (Weekley et al., 2012).
In this way, attention is drawn to microbial communities as drivers for developing these
microbial consortia.

Soil microbial communities, mainly represented by bacteria and fungi, live in an
intimate and close relationship with the rhizosphere, providing several direct and indirect
benefits to associated plants (Mondal et al., 2020). The approaches in the development
of microbial consortia aim to obtain and insert the help of these microorganisms in a
potentialized way through modified microbial consortia for bioprocesses, studies of
projected micro-ecosystems, or in agrosystems (Alnahhas et., 2020). Some more specific
examples of the performance of microbial consortia with effects on the growth promotion
of plants and crops will be presented below.

Minerals solubilization

The mineral solubilization process takes place through the conversion of insoluble
forms of these minerals into biologically assimilable soluble forms (Liu et al., 2016; Kalayu,
2019). In this process, several recognized microorganisms are being declared as
solubilizers, the so-called phosphate solubilizing microorganisms (PSM's) and potassium
solubilizing microorganisms (KSM's) (Meena, Maurya and Verma, 2014; Kalayu, 2019).
Although bacteria and fungi have this ability, most works on solubilizing microorganisms
are based on the use of pure cultures, even though, in nature, the action of these
microorganisms occurs during constant interaction processes. According to Xiao et al.
(2020), in reports from their research group, they proposed microbial consortia, if possible,
to solubilize phosphate sources more efficiently.

Although there are several ways to solubilize phosphate minerals, such as lowering
the pH at the site of action and chelation of K-linked cations, for example (Meena et al.,
2014; Alori, Glick and Babalola, 2017; Soumare et al., 2019), several works describe the
production of liquids as an efficient strategy in the bioavailability of minerals (Benbrik et
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al., 2020). The production of organic acid, mainly malic acid, acetic acid, oxalic acid, citric
acid, and gluconic acid, results in acidification of the microbial cell as well as its
surroundings, promoting mineral solubilization (Meena et al., 2014, Mukhtar et al., 2017;
Mendoza-Arroyo et al., 2020). Considering the production of these acids, it is essential to
consider that not all microorganisms can produce them, indicating that the combined use
of different microorganisms becomes an exciting approach. According to a survey
conducted by Meena et al. (2014), other acids are found in varied bacteria and fungi.
Thus, greater enzymatic complexation would be provided by a multispecific microbial mix.
In an experiment comparing solubilization activity, Gupta and Kumar (2015) report
greater efficiency in assimilation by microbial consortia than microorganisms evaluated
alone, through the greater synergy provided by the microbial multispecificity involved.
Several reports with comparable results are presented in a survey conducted by Behera
et al. (2021), showing the application of consortia as a promising strategy. Common to the
experiments mentioned here, the results are attributed to the physiological
complementation provided by the released metabolites or even by establishing new
synergistic microbial associations (Dipak and Sankar, 2015; Woo and Pepe, 2018).

Decomposition of cultural residues

The performance of microbial consortia even in the natural environment can be
evidenced in the breakdown of lignocellulose compounds. The decomposition of these
highly recalcitrant residues requires the joint action of several enzymes that, in nature, are
divided into distinct microbial groups, forming complex enzymatic associations (Gomes et
al., 2017). In this process, fungi, essentially saprophytic organisms, act in the initial stage
of putrefaction of the essential components of plants, such as lignocelluloses. Then the
bacteria end the process by eating the digestible materials (Mondal et a., 2020).

Lignocellulose polymers have a complex and organized structural arrangement
and are primarily composed of cellulose, a crystalline matrix of linear 3-(1,4)-d-glucans
which requires different enzymatic groups for its breakdown (Moreira et al., 2011; Vyas et
al., 2018; Houfani et al., 2020) as showed in Figure 5.
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Figure 5. Enzymes are involved in breaking down the complex structure of the cellulose molecule.
(Xie et al., 2007).

Cultural residues such as corn stalk and sugarcane straw are rich in lignocellulosic
compounds and correspond to potential raw materials for the generation of energy or other
value-added products (Yamaguchi et al., 2017; Reinehr et al., 2021). Although the
microbial decomposition of these residues has been extensively researched, most studies
have been based on inoculums with pure cultures, resulting in unsatisfactory
lignocellulolytic activities with a low capacity to decompose the complex structure of
natural lignocellulose (Guo et al., 2011).

In breaking down these highly recalcitrant compounds, microbial consortia
composed of bacteria, actinomycetes, and fungi are more promising compared to
inoculums consisting of pure cultures, as they can provide a multi enzymatic action, being
even more resistant to non-sterile conditions (Hui et al., 2013; Liang et al., 2018). Three
main classes of cellulases are described concerning these enzymes: the endoglucanases,
which act randomly on the soluble and insoluble cellulose chains. In addition, the
expeinclude cellobiohydrolases work to release cellobiose and sometimes glucose, and
glycosidases release glucose from cellobiose and exoglycosidases (Himmel et al., 2010;
Moreira et al., 2011; Fulop and Ecker, 2020).

Thus, the application of microbial consortia with high multi enzymatic
complementation in the decomposition of organic compounds rich in lignocellulose has

agroecological and economic potential, as it can reduce the impacts of these residues on
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the soil, such as the proliferation of pests and diseases and compromise the development
of shoots (Campos et a., 2010). Furthermore, its benefits may further extend to optimizing
the supply of organic matter and nutrient release to the soil (Rasche and Diego, 2019;
Cherubin et al., 2019).

Biocontrol and biosynthesis of phytohormone

Most approaches to biological control of plant diseases are based on techniques
such as increasing the disease suppression mechanism in the biological control agents
(BCASs), inhibiting competitive communities and developing microbial consortia with high
biological control activity (Thakkar and Saraf, 2014). However, using multiple
microorganisms as biocontrol agents is more robust as it encompasses different
antagonistic and stress tolerance characteristics. Therefore, it can be assumed that at
least one biological control mechanism will be functional in the circumstances faced by
released BCAs (Jain et al., 2012).

The role in biocontrol may result from the direct relationship between healthy
microorganisms and the host plant or indirectly through the antagonistic relationship with
phytopathogenic microbes (Mondal et al., 2020). In both cases, the microbial action can
be stimulated via exudates released into the rhizosphere, with the microbial species co-
evolved with the host plant tending to prevail. In addition to the antagonistic relationship
potentiated by the synergism of the consortium, their use provides more effective disease
management, as they occupy different rhizospheric microbial niches, thus restricting
competition between them and increasing disease suppression (Sarma et al., 2015).

Assessing the effect of bacteria in the control of Fusarium spp., Palmieri et al.
(2017) observed better results when they used a consortium composed of four bacteria to
the detriment of other less diverse consortia and mainly to the applications of isolated
species. However, it is crucial to consider that the test used bacteria with growth-
promoting characteristics, such as phosphate solubilization and phytohormones
production. According to Sarma et al. (2015), multispecific biocontrol agents containing
microbial species with distinct characteristics can promote benefits beyond the
suppression of pathogens, thus optimizing plant growth promotion through at least two

forms of action.
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Regarding the production of phytohormones, studies with microbial consortia are
still lacking. However, some works highlight this ability. Assessing the effect of mixed
inoculation of Pseudomonas fluorescence and Trichoderma asperellum, Singh et al.
(2018) observed, among other advantages, an increase in hormone synthesis and more
significant growth in chickpea seedlings. In a co-inoculation assay, Bilal et al. (2018)
observed strict hormonal regulation in soybean plants, reducing metallic stress by
inhibiting metal absorption and translocation. Also, according to the authors, higher
absorption of essential nutrients was observed and, consequently, better plant growth.

Biological nitrogen fixation

Atmospheric nitrogen is not available to most living beings, except for a selected
group of archaea and bacteria called diazotrophs, which convert it into assimilable forms
through biological nitrogen fixation (FBN) (Batista and Dixon, 2019). The FBN process is
widely studied. Several bacterial genera are described as diazotrophic, directly associated
with plants (endophytic) or free-living, establishing close plant-microbe relationships
(Conalghi et al., 1997; Serrato, 2014; Olivares et al., 2017).

Although this characteristic is restricted to specific microbial groups, some legumes
have greater nitrogen assimilation and develop better when co-inoculated with
diazotrophic bacteria and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Furthermore, in the
presence of compatible fungal strains, the nodulation and fixation processes are more
efficient, indicating the mutualistic relationship of the intercropping application of these
microorganisms when compared to plants with isolated inoculum, even under stress
conditions (Linderman, 1991; Saia et al., 2014).

Moreover, Pereira et al. (2013) observed synergistic effects in mixed inoculations
with arbuscular mycorrhizal fungi, actinomycetes, and rhizobia evaluated, with gains in
area biomass and nodule biomass. However, despite reports indicating the effects of
intercropping inoculations, the mechanisms of this cooperation and the effects on the
rhizosphere's resident microbiota are not fully understood (Woo and Pepe, 2018). Thus,
there is a commitment to propose these applications at the commercial level, especially
concerning FBN, one of the principal areas of application of microbial-based inputs due
to the relevance of nitrogen in agriculture (Chianu et al., 2010; Olivares et al., 2017;
Soumare et al., 2020).
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Application vehicles for microbial consortia

The microbial consortia to be used need an application vehicle. These vehicles
make up most of the inoculant volume and help deliver a physiologically viable number of
microbial cells and favor the inoculant dispersion through the favorable conditions
provided. Despite this knowledge, one of the biggest challenges in using microbial
consortia is the difficulty of maintaining the viability of microorganisms throughout the
storage and logistics period (Reis, 2007). In this sense, several studies have been carried
out to improve the survival of microbial cells, thus ensuring the efficiency of the microbial
consortium.

Various materials and substances have been analyzed as support for inoculation,
including peat, coal, clay, rock phosphate and natural gums (Rocha, 2018). Among these,
peat stands out, as it has better quality and availability than other potential vehicles and
offers physical protection against soil adversities (Zilli et al., 2010; Santos et al., 2022).
Other alternatives have also been valuable, such as the inoculation of stalks in sugarcane
and seeds, such as corn. In these cases, inoculation is carried out under controlled
conditions, and when the stems or seeds go to the field, the consortia are already in the
colonization phase. In general, there is still no consensus or vehicle that helps apply
consortia in different cultures. Thus, it is necessary to know the microorganisms involved
so that the consortium, the vehicle and the plant are compatible and the expected results
are obtained.

FINAL CONSIDERATIONS AND PROSPECTS

The successful use of consortia depends on the existing compatibility between the
microorganisms involved since two antagonistic organisms, even if beneficial, can
compromise stability and reach the expected results. Thus, understanding the molecular
and physiological bases involved can be a way to improve manipulation techniques in
microbial consortia, suppressing or expressing genes of interest. Therefore, using
multidisciplinary approaches can facilitate the development and improvement of stable
consortia.

Finally, understanding microbial ecology in the most diverse environments and the

requirements of organisms for their joint action is necessary for the development of studies
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and techniques that enable the application of microbial consortia. By being an engaging
area that still requires deep investigations, and insertion of modern technologies and
methods, including to be developed, microbial consortia still fit as promising natural
alternatives. However, they will collaborate to create and establish productive, healthy,

and sustainable future agriculture.
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2.2. COMUNIDADES BACTERIANAS ASSOCIADAS A UM AGROSSISTEMA DE
CANA-DE-ACUCAR

RESUMO

A colheita da cana-de-agucar verde, assim como as demais praticas de manejo, pode
modificar os atributos fisicos, quimicos e microbioldgicos do solo cultivado. Quanto as
comunidades bacterianas, € importante considerar que sdo altamente influenciaveis por
alteracdes no manejo ou mesmo climaticas/ambientais, sendo capazes de modular a
funcionalidade, o equilibrio e a produtividade no solo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
os efeitos do tipo de uso do solo em areas com e sem a influéncia da palha na estrutura
das comunidades bacterianas do solo. Para tanto, amostras de solo sob palha de cana-
de-acucar (ST) foram coletadas em duas profundidades, 0-5 cm e 5-10 cm. Este solo foi
comparado via andlise metagenémica a um solo de referéncia (SR) sem cobertura
vegetal e sem a influéncia da palha, nas mesmas profundidades. Foi observada influéncia
da palha sobre a diversidade beta e sobre a abundancia de géneros e filos. Contudo, ndo
foi observado diferenca para a diversidade alfa (entre as amostras). Ainda, diversas
propriedades do solo como Ca, Mg, P, C, N-total e relacgdo C/N se mostraram
correlacionadas positivamente com as comunidades bacterinas, indicando que tanto a
palha, estoque de nutrientes em potencial, quanto as demais praticas capazes de
influenciar essas propriedades podem modificar as comunidades bacterianas do solo e
consequentemente seus papéis ecofisioldgicos. Neste contexto, os efeitos do uso do solo
e da palha da cana-de-aclUcar em conjunto com outras praticas de cultivo que
contemplem a microbiota do solo, especialmente as bactérias, pode promover maior
eficiéncia nos processos bioldgicos naturais desempenhados por estes microrganismos,
podendo resultar em maior produtividade com reducéo de custos e sustentabilidade no

agrossistema da cana-de-agucar.

Palavras-chave: Palha de cana-de-agucar; Diversidade microbiana; Microbiologia do

solo.
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ABSTRACT

The green harvest of sugarcane, and other management practices, can modify the
chemical and microbiological attributes of the cultivated soil. As for bacterial communities,
it is essential to consider that they are highly influenced by changes in management or
even climatic/environmental ones, being able to modulate functionality, balance and
productivity in the soil. This work aimed to evaluate the effects of the type of land use in
areas with and without the influence of straw on the structure of soil bacterial communities.
For that, soil samples under sugarcane straw (ST) were collected at 0-5 cm and 5-10 cm.
This soil was compared by metagenomic analysis to a reference soil (SR) without
vegetation cover and the straw influence of straw at the same depths. The straw influence
was observed on beta diversity and the abundance of genera and phyla. However, no
difference was observed for alpha diversity (between samples). Also, several soll
properties such as Ca, Mg, P, C, N-total and C/N ratio were positively correlated with
bacterial communities, indicating that both straw, potential nutrient stock, and other
practices capable of influencing these properties can modify soil bacterial communities
and consequently their ecophysiological roles. In this context, the effects of using soil and
sugarcane straw and other cultivation practices that include the soil microbiota, mainly
bacteria, can promote greater efficiency in the natural biological processes carried out by
these microorganisms, which can result in greater productivity with cost reduction and

sustainability in the sugarcane agrosystem.

Keywords: Sugarcane straw; Microbial diversity; Soil microbiology.

INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, a tradicdo do cultivo da cana-de-agucar, aliada a intensos
processos de expansao tecnoldgica, resultou em um ganho genético e na modernizagao
do setor sucroalcooleiro no Brasil. Em linha com as novas exigéncias do setor, o sistema
mecanizado de producéo e colheita da cana-de-acucar vem ganhando espaco e precisa
atender a determinados padrdes socioambientais, como a ndo queima da plantagcéo para

colheita. Essa pratica, além de ser mais eficiente e barata que o sistema de queima da
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cana-de-acucar, mantém o carbono estabilizado no solo (Du et al., 2019; Moitinho et al.,
2021; Pryor et al., 2017).

A transicdo do sistema tradicional de colheita com queima para o sistema
mecanizado de colheita com cana crua também implica mudancas na gestdo dos
residuos culturais, onde cada tonelada de cana processada produz cerca de 140 kg de
residuos, compostos principalmente de folhas verdes secas (Rueda -Ordoéfiez e Tannous,
2015), resultando na deposicdo de grandes quantidades de palha no solo, que se
acumulam ao longo dos ciclos de colheita (Cantarella et al., 1998; Christoffoleti et al.,
2007; Yamaguchi et al., 2017).

Além de mudancgas no manejo serem necessarias para a manutencao da palha da
cana-de-agucar no campo, alguns estudos apontam para uma maior sustentabilidade do
agrossistema, devido a matéria organica e ao estoque de nutrientes e carbono nela
contidos, causando alteracdes benéficas no aspecto fisico, quimicos e bioldgicos do solo,
como melhorias na dindmica nutricional, reducdo da erosdo, manutencéo da temperatura,
teor de agua e densidade do solo (Leal et al., 2013; Signor et al., 2016; Sandhu et al.,
2017).

Em relacdo a microbiota desse agrossistema, apesar de ser resiliente, é
importante considerar que 0s microrganismos sdo extremamente sensiveis aos disturbios
causados pelo manejo e também por variacdes ambientais, estando minimamente
relacionados as propriedades fisico-quimicas do solo (Hamonts et al., 2018). Assim,
associada ao sistema solo-cana, a manutencédo da palha no solo pode refletir alteracdes
na microbiota do solo e seus beneficios diretos e indiretos, como fertilidade do solo e
crescimento das plantas e sustentabilidade da cultura da cana-de-acucar (Montecchia et
al., 2011; Morais et al., 2019).

Os efeitos do manejo desses residuos sobre a microbiota, especialmente as
comunidades bacterianas devido a sua sensibilidade ambiental, também modificam a
sua estrutura, podendo influenciar sua uniformidade ecofisiolégica, a diversidade e a
riqueza microbiana, além de aumentar a resisténcia do solo a estresses e disturbios,
devido a natureza biologica destes microrganismos (Li et al., 2020; Graham e Haynes,
2005; Niu et al., 2021).

Apesar da reducéo gradativa da préatica das queimadas, os produtores de cana-

de-acucar utilizam uma série de técnicas que podem alterar as propriedades do solo,
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como a aplicacdo intensa de fertilizantes e controladores de pragas e doencas e 0 Uso
de maquinarios pesados para o plantio e colheita (Bigott et al., 2019). Assim,
compreender os efeitos do tipo de uso do solo e da manutencdo da palha sobre as
comunidades microbianas do solo pode favorecer a proposi¢cdo de um manejo integrativo
gue proporcione produtividade e sustentabilidade nas lavouras.

Neste sentido, compreender os efeitos do cultivo com a com cana-de-acgUcar e sob
o depoésito da palha, juntamente com as propriedades quimicas do solo sobre as
comunidades bacterianas podem favorecer o desenvolvimento de estratégias que
contemplem a atividade bacteriana do solo e usufruas de seus beneficios agricolas e
ambientais (Longa et al., 2017; Meena et al., 2020; Pereira et al., 2021). A partir deste
conhecimento e do uso de préticas agroecoldgicas, € possivel proporcionar qualidade ao
solo (Bobnanomi et al., 2016), o que pode resultar em ganhos de produtividade e
sustentabilidade ao agrossistema da cana-de-acucar.

Aqui, comparamos um solo cultivado com cana-de-acucar com depdsito de palha
a um solo adjacente sem cobertura vegetal e sem a influéncia da palha da cana-de-
acucar para um melhor entendimento dos efeitos da palha sobre o solo nas comunidades
bacterianas e sobre atributos quimicos do solo. nesse contexto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos do manejo e da palha sobre a estrutura das comunidades

bacterianas do solo.

MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

Para avaliacdo e caracterizacdo das comunidades bacterianas associadas ao
agrossistema de cana-de-acucar e solo de referéncia, foi utilizado material coletado por
Rocha (2018) como parte de um estudo de atributos fisico-quimicos e microbiologicos de
solos e palha de cana-de-acucar em um talhdo cultivado com cana-de-agucar e
pertencente a destilaria Linhares Agroindustrial S. A. (Lasa), localizada no municipio de
Linhares — ES.

Para analise da comunidade bacteriana, amostras de solo a granel (livre de raizes
ou solo rizosférico) foram coletadas na mesma parcela em trés pontos sisteméaticos

equidistantes entre si (6 metros) em cada tipo de uso do solo e em duas profundidades,
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a partir de 0-5 e 5-10 cm, totalizando trés amostras de solo da area de cana-de-agucar e
trés amostras de solo sem influéncia da palha de cana-de-aclUcar. As amostras foram
transportadas em sacos de papel cobertos com filme plastico e colocadas em caixas de
isopor com gelo para manter a temperatura baixa até o laboratério.

Anélises de atributos quimicos do solo

Também foram utilizados dados do complexo sortivo do solo a fim de se comparar
os efeitos destes sobre as comunidades bacterianas. Para tanto, foram utilizados dados
pertencentes a Rocha (2018). Tais resultados (N, P, K, Ca, Mg, S, conteudo de carbono,
nitrogénio e relacdo C/N) foram obtidos apds andlises conduzidas no polo de pesquisa
em cana-de-acucar da UFRRJ em Campos dos Goytacazes - RJ com o extrator Carolina
do Norte (EMBRAPA, 1997). Os resultados de X13C (is6topo de carbono) foram
realizados no laboratorio de Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual do Norte
Fluminense / LCA-UENF sendo procedimento metodoldgico de (Hedges & Stern, 1984),

com adaptacoes.

Extracdo de DNA total para analise metataxon6mica

As amostras de solo, provenientes da a coleta cima apresentada, foram
armazenadas a -70°C e encaminhadas ao Centro Interdisciplinar de Pesquisas em
Biotecnologia (CIP-Biotec) da Universidade Federal do Pampa, onde em parceria, foram
realizadas as analises metagendmicas. O DNA gendmico total foi extraido da amostra de
solo (0,25 g) por meio do kit PowerSoil® (MoBio, Solana Beach, CA, EUA) de acordo com
as instrucfes do fabricante. O DNA foi quantificado por espectrofotdbmetro NanoDrop
2000® (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), e sua qualidade avaliada por eletroforese
em gel de agarose. As amostras foram submetidas a amplificacdo por PCR da regido V4
do rRNA 16S e sequenciadas na plataforma lllumina MiSeq, seguindo as instru¢des do
fabricante.

As sequéncias obtidas do MiSeq foram analisadas usando QIIME (Quantitative
Insights into Microbial Ecology) versao 1.9.0 (Caporaso et al., 2010), onde foram filtradas,
agrupadas em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com um corte de similaridade
de 97%, e classificados taxonomicamente (filo e género) utilizando o banco de dados
SILVA como referéncia (Quast et al., 2012). Os arquivos BIOM foram importados para o

ambiente R usando o pacote phyloseq (McMurdie e Holmes, 2013) e a qualidade da
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amostra foi estimada usando a cobertura de Good (Good, 1953). A analise de
coordenadas principais (PCoA) foi usada para examinar a dissimilaridade entre diferentes
tratamentos de solo. O PCoA foi gerado pela matriz de distancias de Bray-Curtis e
Euclidiana. A abundancia de leituras foi usada para montar uma matriz de dissimilaridade
de Bray-Curtis, enquanto a matriz euclidiana foi gerada pela presenca / auséncia de
taxons. Para testar se os tratamentos apresentam diferencas significativas em sua
comunidade, a analise multivariada de variancia permutacional (PERMANOVA) foi usada
a partir da matriz de distancia de Bray-Curtis (Anderson, 2017).

A taxonomia até o nivel de género foi estimada pela abundancia transformada da
razao logaritmica centrada de Aitchison (clIr) (Gloor e Reid, 2016). Os indices utilizados
para avaliar as diferencas na comunidade bacteriana do solo foram espécies observadas
(riqgueza) e Shannon (considerando o numero e abundancia das espécies). Os indices de
diversidade alfa foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
submetidos a analise de Kruskal-Wallis seguida de comparacgdes pareadas pelo teste de
Wilcoxon.

Os dados ainda foram ordenados em nonmetric multidimensional scaling (NMDS)
por meio do uso do indice de Bray-Curtis, empregando niveis de dissimilaridade entre as
diferentes amostras, ordenando-as em forma de grafico. A partir deste método,
considerado eficiente na avaliacdo de dados ecoldgicos de comunidades microbianas
comunidades (Clarke, 1993), as comunidades similares sdo apresentadas mais proximas
e € possivel correlaciona-las com as variaveis ambientais. As variaveis ambientais
testadas foram combinadas quanto a sua correlacdo com os eixos NMDS. As variaveis
com correlagao significativa (p<0.05 e p<0.01) foram mostradas como “Vetores” no
grafico de ordenacéo, indicando a direcédo e forca da correlacéo entre as variaveis e as
comunidades.

Por fim, o diagrama de Venn foi construido a partir da sobreposi¢cdo de géneros
entre os tratamentos (considerando a presenca e auséncia de géneros). Abundancia
diferencial ao nivel de género e usando uma abordagem composicional foi calculada
através da funcdo ALDEx2 (Fernandes et al., 2014). Nesse caso, todas as Unidades
Taxondmicas Operacionais (OTUs) com tamanho de efeito maior que 1 e valor p
calculado pelo teste de Welch menor que 0,1 s&do consideradas diferencialmente
abundantes (Gloor et al., 2016).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil taxondmico da comunidade bacteriana do solo

O sequenciamento das comunidades bacterianas do solo produziu um total de
498.491 leituras para todas as 12 amostras e a cobertura média de Good foi de 99%
(Tabela Suplementar 1). As diferencas na diversidade beta entre os solos amostrados
por meio da matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis foram visualizadas por PcoA, onde
padrdes contrastantes de estrutura entre os tratamentos foram observados (Figura 1A).
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Figura 1. Analise de coordenadas principais (PcoA) com base na matriz de distancia de
Bray-Curtis (A) e matriz de distancia euclidiana (B) mostrando as diferengas entre as
comunidades bacterianas do solo sob palha de cana-de-aclUcar (ST) e no solo de
referéncia (SR) em duas profundidades de andlise (0-5 cm e 5-10 cm).

Em geral, notou-se que as amostras do tratamento SR 0-5 cm e SR 5-10 cm séo
mais agrupadas, apresentando diversidade beta semelhante (Figura 1A). As amostras
ST 0-5 cm e ST 5-10 cm diferiram entre si e em relacdo ao solo de referéncia. Desta
forma, nota-se que a presenca da palha se torna um fator homogeneizador das

comunidades bacterianas, possivelmente em fungéo da limitagdo nutricional imposta pela
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recalcitrancia de seus compostos. Na matriz euclidiana, houve um maior agrupamento
de solos ST para ambas as profundidades, enquanto as amostras SR foram mais
heterogéneas (Figura 1B).

A falta de agrupamento entre algumas amostras de solo pode ser atribuida a
grande variabilidade existente em uma mesma area de coleta, principalmente em
condicbes de campo. Assim, os graficos do PCoA confirmaram a existéncia de
diversidade beta distinta entre as amostras de solo cultivado com cana-de-acUcar e 0
solo sem cobertura vegetal e sem influéncia da palha ou de manejo (Figura 1). Esses
resultados foram confirmados pela Permanova (Tabela suplementar 2), que foi
significativa (P = 0.001) e contribuiu com 30% da variacéo.

Os resultados da diversidade alfa (diversidade dentro das amostras) medidos pela
riqueza (numero de espécies observadas) e o indice de Shannon nédo diferiram
significativamente entre as condi¢cGes de solo e profundidade, de acordo com o teste de

Wilcoxon (Figura 2).
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Figura 2. Diversidade alfa medida pelo numero de espécies observadas (A) e pelo indice de
Shannon (B) solo sob palha de cana (ST) e solo de referéncia (SR) em duas profundidades de
andlise (0-5 cm e 5-10 cm). ns= diferenca ndo significativa de acordo com o teste de Wilcoxon

(p<0.05).
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Nesse caso, a entrada de carbono e demais nutrientes no sistema através da palha
da cana-de-aclUcar assim como 0 manejo empregado na area cultivada com cana-de-
acucar pode néo ter sido suficiente para gerar mudancas significativas na diversidade
bacteriana do solo (Suleiman et al., 2018). Ainda, € preciso considerar que devido a
sensibilidade ambiental da comunidade bacteriana, os resultados obtidos podem ser
transitorios e representar a microbiota durante curtos periodos.

Para compreensao da distribuicdo dos géneros bacterianos entre as amostras, foi
elaborado um Diagrama de Venn, o qual mostrou uma sobreposicdo de 91 géneros
bacterianos entre todos os tratamentos, o que sustenta a existéncia de um microbioma
central do solo. O tratamento ST foi 0 que apresentou 0s géneros mais exclusivos, onde
81 géneros foram encontrados na profundidade de 0-5 cm e 40 géneros na profundidade
de 5-10 cm. Em contraste, apenas 17 géneros foram encontrados em cada solo de
referéncia e nas profundidades de 0-5 cm e 5-10 cm. Enquanto 41 géneros foram
compartilhados entre as duas camadas de solo cultivado com cana-de-acUcar, apenas 8
géneros foram compartilhados entre os solos das camadas de referéncia (Figura 3). A
descricao dos géneros bacterianos Unicos e compartilhados entre os tratamentos esta na

Tabela suplementar 3.

Venn Diagram

SR 5-10cm ST 0-5cm
SR 0-5cm 17 81 ST 5-10cm

17

Figura 3. Diagrama de Venn em nivel de género que se distribuem no solo sob palha de cana-
de-acucar (ST) e solo de referéncia (SR) em duas profundidades de analise (0-5 cm e 5-10 cm).
Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) exclusivos e compartilhados entre as amostras sédo
baseados em 97% de similaridade.
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Quanto a distribuicdo de OTU’s em relacao ao tipo de solo, foram encontrados 237
OTU’s de géneros bacterianos associados a amostra do solo de referéncia (SR)
enquanto foram encontrados 357 OTU’s associados ao solo cultivado com cana de
acucar (ST), indicativo de uma comunidade bacteriana mais rica presente no solo
cultivado com cana-de-acucar. O alto numero de OTU’s compartilhados entre as duas
areas e um numero mais elevado destes associados ao ST, indicam a adaptacao
metabdlica destes géneros bacterianos em se estabelecer em solos com distintas
caracteristicas como os analisados aqui, sendo, um solo alterado, porém com
consideravel aporte de matéria organica e nutrientes (ST) e em um solo pouco alterado,
mas sem cobertura vegetal e deposi¢cdo de matéria organica (SR).

Em conformidade, estudos relatam que diversos géneros bacterianos aumentam
em numero com o estabelecimento e a manutencdo de uma monocultura, como a cana-
de-acucar (Chen et al., 2015; Wang et al., 2017). Esse relato relaciona-se principalmente
ao fato de que alguns grupos microbianos benéficos e com complexas interacées nessas
comunidades, podem ser enriquecidos na rizosfera, exercendo um papel ativo associado
a essa cultura (Gao et al., 2019).

Visando identificar a influéncia de variaveis ambientais sobre a estrutura das
comunidades bacterianas, os atributos quimicos do solo foram testados quanto as suas
respectivas correlacbes com a ordenacdo das amostras nos graficos de NMDS. Apds
testagem, foi observado que diversas dessas variaveis se mostraram correlacionadas,
principalmente com as comunidades da camada superficial do solo cultivado com cana-

de-acucar (ST 0-5 cm), como observado na Figura 4.
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Figura 4. Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) das comunidades bacterianas e correlacdo
com as variaveis ambientais entre amostras: ST: solo cultivado com cana-de-acucar (0-5 cm e 5-
10 cm); SR: Solo de referéncia (0-5 cm e 5-10 cm). indice de dissimilaridade Bray-Curtis. S&0
apresentadas apenas variaveis com correlagdo significativa (*p<0.05 e **p<0.001): relagédo C/N
(carbono/nitrogénio), isétopo de carbono X13C, Ca (célcio), Mg (magnésio), T (CTC a pH 7,0,
C_percent (percentual de carbono), V (saturacéo de bases), N-total (nitrogénio total), SB (soma
de bases), P (fésforo), K (potassio), Na (sddio) e Al (aluminio).

Dentre as variaveis relacdo C/N (carbono/nitrogénio), Ca (calcio), Mg (magnésio),
N (s6dio), SB (soma de bases), Al (aluminio), V (saturacdo de bases T (CTC a pH 7,0),
P (fésforo), K (potassio), C_percent (percentual de C), N-total (nitrogénio total) e), os
resultados obtidos mostraram que Ca, Mg, SB, V, P, C, X13C, N-total e relagcdo C/N foram
os fatores predominantes na explicacdo da estrutura da comunidade bacteriana (p<0.01)
(Tabela 1).
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Tabela 1. Coordenadas dos vetores das variaveis ambientais e correlacdo com a
ordenagédo de NMDS (nonmetric multidimensional scaling).

Vetores NMDS12a NMDS2?2 r2b P(r) ¢
Ca 0.86477  0.50218 0.6870 0.007 **
Mg 0.91134  0.41165 0.6989 0.005 **
Na 0.87236  -0.48887 0.6392 0.014 *
SB 0.99594  0.09003 0.7466 0.009 **
Al -0.93947  -0.34263 0.5000 0.041 *

T 0.93703  0.34925 0.6354 0.013 *
\% 0.98748  0.15776 0.6829 0.010 **
P 0.99452  -0.10458 0.7808 0.007 **
K 0.90568  -0.42396 0.6328 0.014 *
C 0.94736  0.32016 0.7040 0.004 **

X13C 0.86433  0.50292 0.6972 0.006 **
N-Total 0.99015  0.14000 0.7002 0.005 **
C/N 0.70185 0.71233 0.8525 0.002 **

aNMDS 1 e NMDS 2: Corresponde aos valores das coordenadas dos vetores das variaveis
ambientais testadas;

b r2: Corresponde ao coeficiente de correlacdo entre as variaveis e a estrutura da comunidade
bacteriana;

¢ p: Significancia estatistica do teste de correlagédo: *p<0.05 e **p<0.001.

Observou-se ainda que as comunidades bacterianas associadas ao solo de
referéncia (SR) ndo pareceram se correlacionar com a maioria das variaveis ambientais.
Contudo, quando observado apenas as camadas inferiores (5-10cm) de ambos os tipos
de solos, houve uma correlacdo negativa entre os teores de Al sobre as comunidades
dessas amostras, diferenciando comunidades bacterianas das camadas inferiores (5-10
cm) de ambos 0s solos. Esse resultado pode ser atribuido a calagem a qual visa controlar
a acidez, principalmente nas camadas superiores, devido ao contato direto. Destaca-se
ainda a especificidade das comunidades bacterianas correlacionadas aos teores de Al,
diferentemente das comunidades de ST 0-5 cm, em solo tratado com calagem.

Em relagéo as variaveis sem correlacdo significativa, apenas pH, H+Al (acidez
potencial), t (CTC efetiva) e S (dados n&do apresentados) ndo se mostraram como fatores
determinantes sobre a estrutura das comunidades bacterianas entre os tipos de solo e
profundidades. E importante ressaltar que a influéncia de algumas variaveis em
detrimento a outras, se deve ao estimulo ou favorecimento de alguns destes atributos do

solo sobre grupos microbianos especificos, como o C que tende a ser um fator de
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influéncia mais significativo do que o pH, ainda que o pH possa influenciar alguns grupos
bacterianos menos diversos, os quais tem preferéncias por solos acidos (Niu et al., 2021).

As amostras de solo sob palha de cana-de-aglcar (ST) apresentaram menor
abundéancia de géneros microbianos quando comparadas ao solo de referéncia (SR), sem
adicdo de residuos culturais (Figura suplementar 1 e 2). Esse resultado pode ser a
especificidade necessaria para a decomposicédo desse material altamente recalcitrante.
Pode se atribuir também o fato de que o intenso manejo utilizado nas lavouras agricolas
resulta em intensas mudancas nos atributos fisico-quimicos do solo, bem como na
biomassa e na estrutura da comunidade microbiana (Tardy et al., 2015; Ren et al., 2017,
Singh e Gupta, 2018). Dessa forma, solos cultivados e em constante estresse sao
relatados como bastante alterados, o que pode influenciar diferentes componentes das
comunidades microbianas.

Outra caracteristica interessante é que alguns géneros e também filos estdo
relacionados apenas a profundidade, sendo mais abundantes em certas camadas,
independentemente do tipo de solo. Esse resultado pode estar relacionado as
caracteristicas dessas camadas, como a maior deposi¢cado de residuos e maiores teores
de carbono encontrados nas camadas de 0-5 cm, por exemplo, a qual possui maior
guantidade de matéria organica. Isso sugere uma relacdo de caracteristicas
ecofisiolégicas especificas de alguns géneros bacterianos, como sua relagdo com pH,
nutrientes, aeracao do solo, entre outros fatores (Bai et al., 2017; Manivanh et al., 2017,
Yang et al., 2019).

Em relacdo aos aspectos que atuam na microbiota do solo, abordando diferentes
tratos culturais em variedades de cana-de-acucar, Li et al. (2020) observaram a influéncia
do manejo na microbiota do solo, sendo capaz de enriquecer e alterar a composicao da
estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera, melhorando a absorcdo e
aproveitamento de nutrientes pela raiz. O efeito do manejo se deve as alteragdes fisico-
guimicas proporcionadas no solo, influenciando a planta que, consequentemente, molda
a comunidade microbiana da rizosfera, os padrées de concorréncia e 0S processos
bioldgicos envolvidos como os ciclos C e N (Schmidt et al., 2019). Assim, observa-se uma
relagcdo em que o manejo, o solo e a planta modificam a microbiota, e a microbiota, por
sua vez, é capaz de modificar o solo e a planta por meio do cumprimento de seus papéis

ecologicos.
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Fatores de influéncia como, vegetacao ou cultura cultivada, condi¢des climaticas,
distarbios sazonais em plantacfes, uso de pesticidas e fertilizantes inorganicos estao
entre as principais restricdes na abundancia e diversidade bacteriana do solo (Gourmelon
et al., 2016; Mahete et al., 2020). Ainda assim, de acordo com Mahete et al. (2020),
comparando a diversidade bacteriana em diferentes tipos de solos, a abundancia e a
diversidade observadas foram fornecidas devido as variacdes nos atributos fisico-
quimicos dos solos causadas por diferengas no uso do solo, como queimadas, aplicacéo
de calcério, teor de nutrientes, pH e outras caracteristicas relacionadas ao crescimento e
sobrevivéncia microbiana, o que corrobora os resultados obtidos neste estudo.

Manoharan et al. (2017) também observaram um efeito significativo dos atributos
do solo tanto na composi¢cao génica funcional quanto na diversidade taxonémica dos
microrganismos dos solos, também relacionando o C ligado a taxonomia microbiana e o
N a genes funcionais. Nesse sentido, Cao et al. (2016) destacam, clima, precipitacéo,
regido, pH do solo, P e N total como fatores importantes a serem considerados em
estudos de microbiota do solo.

Além disso, estudos mostram que a quantidade e qualidade da matéria organica,
bem como o estado nutricional do solo, podem afetar a diversidade e estrutura das
comunidades microbianas (Lambais et al., 2005). Assim, a relacdo entre biodiversidade
e tais propriedades devem ser enfatizada, considerando também o perfil funcional da
microbiota para uma boa associa¢cdo com seu papel ecolégico no meio ambiente, ou
mesmo em agrossistemas (Mahete et al., 2020).

Portanto, este trabalho mostrou a importancia de estudar as condi¢cdes do solo,
suas propriedades e condicBes microbianas, fornecendo uma visao necessaria de como
o tipo de uso e cobertura do solo, bem como a profundidade, a qual pode apresentar
diferenca nos subprodutos da decomposicdo e na quantidade de matéria organica,
podem resultar em alteragbes na estrutura das comunidades microbianas do solo, na
densidade de suas populacdes e em sua dindmica, que também podem causar
flutuacbes sazonais dependendo do nivel de perturbacdo e manejo empregado. Nesse
sentido, os efeitos do uso da palha da cana-de-acucar, associado ao manejo ja praticado
na area, que contemple a microbiota do solo, pode promover maior eficiéncia nos
processos biolégicos naturais, resultando em maior sustentabilidade no agrossistema da

cana-de-agucar.
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CONCLUSOES

A deposicdo da palha e o manejo no solo cultivado influenciou na exclusividade
das unidades taxonOmicas operacionais e sobre a abundancia de diversos filos e
géneros bacterianos.

Foram observadas diferencas para a diversidade Beta, mas a palha e o0 manejo
da area ndo promoveram aumento na diversidade Alfa.

Em consonéncia com outras préaticas de manejo, o sistema de colheita em verde
€ capaz de influenciar positivamente a estrutura da comunidade bacteriana/ microbiana
do solo.

Este trabalho mostrou a importancia de estudar as condi¢cdes do solo, suas
propriedades e condi¢Bes microbianas, fornecendo uma visdo necesséria de como o tipo
de uso e cobertura do solo, bem como a profundidade, podem resultar em alteragdes na
estrutura das comunidades microbianas do solo, na densidade de suas populacdes e em
sua dinamica, que também podem causar flutuacdes sazonais dependendo do nivel de
perturbacdo e manejo empregado.

Nesse sentido, os efeitos do uso da palha da cana-de-acucar em conjunto com
outras praticas de cultivo que contemplem a microbiota do solo, pode promover maior
eficiéncia nos processos biologicos naturais, resultando em maior sustentabilidade no

agrossistema da cana-de-acucar.
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2.3. CARACTERIZACAO E POTENCIAL CONSORCIADO DE
MICRORGANISMOS NA DECOMPOSICAO DE PALHA DE CANA-DE-ACUCAR
IN VITRO

RESUMO

A palha de cana-de-acucar € composta por biomoléculas arranjadas em uma
estrutura de natureza recalcitrante, o que dificulta sua decomposicéo, resultando
no acumulo da palha sobre o solo ao longo dos ciclos de colheita e problemas de
manejo. Neste contexto, 0 objetivo com o presente estudo foi caracterizar e avaliar
a acao de bactérias e fungos na degradacao de palha de cana-de-acucar in vitro.
Objetivou-se ainda avaliar os efeitos sinérgicos de consoércios microbianos
compostos por fungos e bactérias na otimizacdo do processo. Para tanto, bactérias
e fungos foram testados na forma de inéculos puros e mistos na decomposicao de
palha de cana-de-acUcar in vitro por 29 dias. A partir deste resultado, foram
selecionadas duas combinaces microbianas com resultados mais promissores, as
quais foram testados em seu potencial de decomposi¢céo com a adi¢céo ou néo de
NH4Cl e com ou sem autoclavagem para avaliacdo dos efeitos da adicdo de
nitrogénio (N) e da redugdo da carga microbiana na palha como fatores de
influéncia sobre o processo de decomposicédo. Apos 29 dias de incubacdo, os
maiores valores de decomposicdo da biomassa da palha e de atividade microbiana
foram obtidos em combinacbes inoculadas sobre palha autoclavada,
independentemente da adicdo de N, evidenciado a autoclavagem como fator de
maior influéncia sobre a atividade microbiana e decomposicao in vitro. Destaca-se
também a falta de competitividade das bactérias, visto que em material nédo
autoclavado o resultado ndo se mostrou o mesmo. Os resultados obtidos indicam
o potencial do uso combinado de fungos e bactérias na decomposicéo de palha de
cana-de-agucar. Os resultados deste trabalho, podem servir de suporte cientifico
para a proposi¢cao de consoércios microbianos formulados com fungos e bactérias
visando a otimizacdo da decomposicdo de palha de cana-de-acucar. Ainda se
recomenda que os isolados aqui testados sejam testados com outros meios de

cultura, bactérias promotoras de crescimento vegetal e veiculos de aplicacdo
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liquidos ou a base de turfa, por exemplo, para que melhores resultados sejam
obtidos

Palavras-chave: Consorcios microbianos, fungos e bactérias, atividade
microbiana, potencial biotecnoldgico.

ABSTRACT

The sugarcane straw is composed of biomolecules arranged in a structure of a
recalcitrant nature, which makes its decomposition difficult, resulting in the
accumulation of straw on the soil throughout the harvest cycles and management
problems. In this context, the objective of the present study was to characterize and
evaluate the action of bacteria and fungi on the degradation of sugarcane straw in
vitro. It also aimed to assess the synergistic effects of microbial consortia composed
of fungi and bacteria in optimizing the process. Therefore, bacteria and fungi were
tested in the form of pure and mixed inoculum to decompose sugarcane straw in
vitro for 29 days. From this result, two microbial combinations with more promising
results were selected and tested in their decomposition potential with or without
NH4Cl and with or without autoclaving to evaluate the effects of nitrogen (N) addition
and reduction. Of the microbial load in the straw as influencing factors on the
decomposition process. After 29 days of incubation, the highest results of straw
biomass decomposition and microbial activity were obtained in combinations
inoculated on autoclaved straw, regardless of the addition of N. The results obtained
indicate the potential of the combined use of fungi and bacteria in the decomposition
of sugarcane straw. The results of this work can serve as scientific support for the
proposition of microbial consortia formulated with fungi and bacteria to optimize the
decomposition of sugarcane straw. It is still recommended that the isolates tested
here be tested with other culture media, plant growth-promoting bacteria and

application vehicles to obtain better results.

Keywords: Microbial consortia, fungi and bacteria, microbial activity,

biotechnological potential.
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INTRODUCAO

A biomassa da palha de cana-de-agUcar € composta principalmente por
celulose (~40%), hemicelulose (~30%) e lignina (~25%), numa estrutura cristalina
vegetal altamente estavel (Lino, 2015; Resende, 2016). Essa estrutura apresenta
natureza recalcitrante devido a recobertura da celulose e hemicelulose pela lignina,
formando a microfibrila celulésica com completa auséncia de 4gua (Santos et al.,
2012), o que torna sua degradacao junto ao solo bastante lenta. Desta forma, para
sua decomposicdo € necessario um complexo sistema de enzimas microbianas
atuando de forma sinérgica e sistémica (Aguiar-Filho, 2008). Além de sua
recalcitrancia, tem sido reportado que estes compostos podem ser toxicos ou
inibitdério aos microrganismos, resultando em um processo de decomposic¢ao ainda
mais lento (Moraes et al., 2015).

A presenca de compostos lignoceluldsicos na palha de cana-de-acUcar além
de resultar em menores taxas de decomposicdo e de mineralizacao deste material,
pode causar danos a produtividade da cultura, devido, por exemplo, a proliferacéo
de patogenos (Carvalho et al., 2019). Desta forma, estudos sobre a potencializacao
da conversdo dos compostos lignocelulésicos da palha de cana-de-acUcar em
compostos mais simples, apresenta grande relevancia, pois pode contribuir para o
ciclo do carbono em sistemas ambientais e agricolas, além de favorecer o setor
industrial como em processos fermentativos, por exemplo (Herve et al., 2010; Lima,
2014).

A aceleracdo da decomposicdo da palha de cana-de-aclUcar pode ser
alcancada com a utilizagdo de consorcios microbianos eficientes. Dentre os
beneficios desse processo, além do input no ciclo do carbono, se destaca também
a possibilidade de se obter uma cadeia produtiva mais sustentavel. Considerando
o fim gradativo da pratica da queima da cana como método de desfolhagem pré
colheita, uma grande quantidade de palha é depositada sobre o solo apds a
colheita, em magnitudes que variam de 7 a 30 toneladas de matéria seca por
hectare/ano o que resulta em seu acumulo sobre o solo e na imobilizacdo de
nutrientes como N, P, K, Ca, Mg e S (Rossetto et al., 2008; Leal et al., 2013; Segnini
et al., 2013).
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Além da possibilidade de disponibilizar mais rapidamente os nutrientes na
palha contidos ao solo, a reducéo do tempo de manutencéo da palha sobre o solo
pode contribuir para a reducdo de problemas agricolas como retardamento da
emergéncia e crescimento de brotos, assim como, falhas na brotacéo, infestacao
de pragas e doencas e baixo aproveitamento de fertilizantes nitrogenados (Alvarez
e Castro, 1999; Costa et al., 2003; Campos et al., 2010).

Com isso, a utilizagdo de consorcios microbianos possibilita a otimizacao
dos processos biolégicos desempenhados pelos microrganismos, sendo uma
importante estratégia para atender a complexidade metabdlica e enzimatica
necessaria para a decomposicao da palha de cana-de-acucar (Veal et al., 1984).
Os consorcios microbianos podem ser a chave para a decomposicdo da biomassa
lignocelulésica, visto que na natureza, esse material € degradado com a
cooperacao de muitos microrganismos, incluindo géneros fangicos e bacterianos,
capazes de produzir variadas enzimas -celuloliticas e hemiceluloliticas sob
condi¢cdes aerObicas e anaerdbicas (Kumar et al., 2008; Wongwilaiwalin et al.,
2010).

A alta relacdo C/N observada na palha € apontada como um dos principais
fatores que resultam nas lentas taxas de decomposicdo (Rossetto et al., 2008;
Ramos et al., 2016). Em um estudo sobre o uso combinado das caracteristicas
multiespecificas, Veal (1984) relataram resultados positivos na degradacédo da
celulose com Trichoderma harzianum e Clostridium butyricum, resultando no
aumento substancial na taxa de decomposicdo do substrato em comparacdo ao
tratamento com os fungos aplicados isoladamente.

A eficiéncia dos consércios microbianos, que sao representacdes artificiais
das comunidades microbianas, se deve a sua parcial reproducédo das complexas
comunidades microbianas encontradas no ambiente, de forma que apresentam
interacdes metabdlicas e sinergéticas, o que reduz a carga metabdlica sobre um
anico microrganismo (Soudar e Chandra, 1987; Ochoa Carrefio et al., 2010). As
vantagens em sua utilizacdo se estendem a divisdo de funcgdes, o que permite a
realizacdo de diversas tarefas simultaneas, além de propiciar maior adaptabilidade
e estabilidade as condi¢des do meio (Jia et al., 2016).

A otimizac&o do processo de degradacédo da biomassa através do uso de

consorcios microbianos tem sido proposta como uma abordagem altamente
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eficiente para a aplicacdo biotecnolégica (Lima, 2014). Durante a degradacao,
grupos microbianos coexistentes em uma relacdo na qual exercem funcbes
distintas, constituindo um elo significativo na cadeia de bioconversdo, em uma
condic&o de simbiose que favorece a degradacéo de compostos complexos (Haruta
et al., 2002; Lee et al., 2013).

Desta forma, estudos acerca de consoOrcios microbianos permitem maior
compreensao dos complexos mecanismos envolvidos nas interagées microbianas
e seus efeitos sobre seus papéis funcionais, em processos biolégicos de interesse
ambiental e econdmico. Assim, a presente pesquisa visou caracterizar e avaliar a
acao de bactérias e fungos na degradacédo de palha de cana-de-acucar in vitro.
Objetivou-se ainda avaliar os efeitos sinérgicos de consoércios microbianos

compostos por fungos e bactérias na otimizacéo do processo.

MATERIAL E METODOS

Material Bioldgico

Para todos os ensaios, foram utilizados microrganismos pertencentes ao
acervo microbiano do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual /Nudiba - UENF e
isolados por Rocha (2018). Os microrganismos foram obtidos a partir do processo
de isolamento com amostras de solo e palha de cana-de-acUcar de uma éarea
pertencente a industria Linhares Agroindustrial S.A. (LASA), localizada no
municipio de Linhares, norte do estado do Espirito Santo.

Entre os isolados obtidos, foram testados doze isolados bacterianos que
apresentaram potencial na dinAmica nutricional do sistema solo-palha de cana-de-
acucar, sendo designados como: isolado 9, isolado 12, isolado 13a, isolado 42,
isolado 52, isolado 59, isolado 77, isolado 150, isolado 151, isolado 153, isolado
203a e isolado 206. Para fungos, foram testados trés isolados, denominados: 357,
359 e 476, os quais, em ensaios preliminares, apresentaram alta compatibilidade
com os isolados bacterianos acima apresentados. Tal caracteristica é de grande

relevancia para a estabilidade dos consorcios microbianos.
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Compatibilizacdo entre os isolados fungicos e bacterianos.

A fim de avaliar a compatibilidade entres os isolados fangicos e bacterianos
aqui testados, foi empregada a técnica de confrontamento, de acordo os
procedimentos metodoldgicos sugeridos por Cuesta et al. (2010) com modificagcbes
descritas por Jesus (2013). A partir dos estoques microbianos, os isolados fangicos
foram recultivados em placas de petri contendo meio Potato Dextrose Agar (BDA)
e alocados em camaras de crescimento por 96h a 30°C. A partir destas placas,
recortes miceliais de 10 mm quadrados foram transferidos para o centro de uma
nova placa contendo o mesmo meio e alocados em camara de crescimento por 48h
a 30°C. Em paralelo, colonias bacterianas oriundas também do estoque foram
inoculadas em meio DYG’S liquido (Débereiner et al., 1995) por 48h em agitador
orbital (140 rpm a 30°C). Apds crescimento, 0s inéculos bacterianos foram
aplicados de forma equidistante ao recorte fungico nas placas e alocados em
camara de crescimento. Apos 7 dias, a compatibilidade entres os isolados foi

classificada como Alta (+++), Média (++), Baixa (+) ou incompativel (-).

Identificacdo dos isolados bacterianos e fungicos

Para definicdo da posi¢cao taxondmica dos isolados bacterianos utilizados, o
DNA gendmico foi obtido de células cultivadas em meio Nutrient Broth (NB) liquido
por 24 horas a 28°C em agitador orbital a 150 rpm. A coleta das células e extracao
do DNA gendémico foi realizada utilizando QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) para as
bactérias, seguindo as recomendacdes dos fabricantes. Apos atestada a qualidade
do DNA, o material foi encaminhado para a EMBRAPA Agrobiologia para
sequenciamento da regido 16s. As sequéncias obtidas foram comparadas pelo
GenBank utilizando o programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool)
(Altschul et al., 1997) para nucleotideos contra a base de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Para identificacdo dos fungos, estes foram
identificados em nivel de género a partir de suas caracteristicas morfolégicas na
Clinica Fitossanitaria do Laboratério de Entomologia e Fitopatologia da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF.
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Capacidade de uso de diferentes fontes de carbono pelos isolados fungicos

O uso de diferentes fontes de carbono foi avaliado usando placas BIOLOG
SFP2TM seguindo as recomendacdes do fabricante com algumas modificacdes e
alteracbes propostas por Loesch, Hutwimmer e Strasser (2010). Para o
experimento foram testados os 3 (trés) isolados fungicos (357, 395 e 476) que
apresentaram maior resposta de compatibilidade com os isolados bacterianos, em
sua capacidade de utilizar 95 fontes de carbono. Para tanto, suspensdées flngicas
foram preparadas em 0,2% de agar-agua com triplice lavagem em agua destilada,
fazendo uso de centrifugacdo a 5000g por 15 minutos entre cada lavagem. Ainda,
as concentracfes foram ajustadas em densidade Optica de 0,5 a 590 nm, utilizando
diluicdo em agua estéril, sendo 10-3 para o isolado 357, 10+ para o isolado 395 e
10 a ®para o isolado 476. Apds ajustada as concentracdes, aliquotas de 100uL das
suspensdes foram inoculadas em cada poco da placa BIOLOG SFP2TM. Foram
preparadas duas placas para cada isolado fangico e as placas foram incubadas a
28°C por 7 dias.

Foram preparados pré inoculos de 15 mL de meio de cultura BD (liquido).
Apds 72 horas de crescimento em camara de crescimento a 30°C, o contetdo dos
Erlenmeyer foi transferido para tubos Falcon de 15 mL para triplice lavagem em
agua destilada, fazendo uso de centrifugacdo a 15.000g por 15 minutos entre cada
lavagem. Ainda, as concentracdes foram ajustadas em densidade 6ptica de 0,5 a
590 nm, utilizando diluicdo em agua estéril, sendo 10-3 para o isolado 357, 10 para
o isolado 395 e 10 a "3 para o isolado 476. Apds ajustada as concentracoes,
aliquotas de 100uL das suspensfes foram inoculadas em cada poco da placa
BIOLOG SFP2TM. Foram preparadas duas placas para cada isolado fungico e as
placas foram incubadas a 28°C por 7 dias, no escuro. Apés incubacéo, a densidade
Optica dos pocos foi medida a 590 nm usando um leitor de Elisa.

Em cada placa, o valor do poco de referéncia (dgua e indculo) foi subtraida
dos valores de densidades Opticas dos demais pocos contendo fontes de
carbono. Para céalculo do uso de carbono pelos isolados, foi padronizado o valor de
a- D- glicose como 100% e a utilizacdo das demais fontes foram determinadas a
partir desta fonte. Justifica-se essa adaptagdo metodoldgica ao fato de que vias
glicosidicas se fazem presentes em praticamente todos 0s seres vivos, ainda que

de forma complementar (Beltréo e Oliveira, 2007).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201110000455?via%3Dihub#!
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Avaliacdo da atividade microbiana e decomposicdo de palha de cana-de-
acucar in vitro

A atividade microbiana foi avaliada por meio do uso da hidrélise do diacetato
de fluoresceina (FDA). Inicialmente, foram preparadas 6 (seis) inoculagbes puras,
designadas como F1 (357), F2 (395) e F3 (476) para fungos e B1 (12), B2 (77) e
B3 (203a) para bactérias, definidas a partir da melhor resposta obtida da
compatibilidade com os isolados fangicos. A fim de avaliar os efeitos de
combinacdes, também foram preparadas 12 (doze) inoculagBes consorciadas com
fungos e bactérias: Interacdo 1 (F1xB2), Interacdo 2 (F1xB2), Interacédo 3 (F1xB3),
Interacao 4 (F2xB1), Interacdo 5 (F2xB2), Interacdo 6 (F2xB3), Interacao 7 (F3xB1),
Interacdo 8 (F3xB2) e Interacdo 9 (F3xB3). A partir do preparo dos inéculos
crescidos em meio Dyg’s liquido, 20uL foram retirados deste cultivo e aplicados em
placas de Petri contendo meio de cultura a base de agar e palha de cana-de-acucar
moida (1g/L), seguida de incubacdo em camara de crescimento BOD a 30°C por
48h.

Apbs esta etapa, amostras dos indculos isolados e consorciados sobre o
meio de cultura foram retiradas em diferentes periodos (0, 1, 8, 15, 22 e 29 dias
apos a inoculacao). Cada amostra entéo foi transferida para um tubo Falcon de 15
mL juntamente com 4mL de tampéao fosfato 50mM e de 80uL de FDA (solucéo
estoque 1g/L). As amostras entdo foram levadas a shaker rotativo 180rpm a 32°C
por 1h protegidas da luz. Apos este periodo, foi acrescentado 4mL de acetona
(50%) a fim de parar a reacdo e subamostras de 200 pL foram lidas em
espectrofotometro com comprimento de onda 492nm, sendo os resultados
expressos em mg. FDA kg de palha.

O calculo da concentracéao de fluoresceina foi feito a partir da equacao da
reta gerada pela plotagem no gréfico dos resultados obtidos com a solugéo controle
nas concentragdes 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6 mg de FDA.
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Figura 1. Curva padrdo para a relagcdo entre a absorbancia e a concentracdo de
fluoresceina liberada no meio para expressar a atividade microbiana.

Os resultados foram expressos em:

mg. FDA kg de palha

Para o teste de decomposicdo, foram escolhidas as combina¢des com os
melhores resultados nos testes de interacdo. A partir destes resultados, foram
escolhidas as combinacfes 395x77 (Interacdo 5 - F2xB2), 476x12 (Interacdo 7 —
F3xB1). Foram propostas ainda para todas as combinacdes, a adicdo ou nao de
NH4Cl (1g/L) sobre palha autoclavada (30 min/ 2x) ou n&o. Desta forma, foram
propostos 24 tratamentos para combinagbes microbianas como apresentado na
Tabela 1.
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Tabela 1. Tratamentos propostos para os testes de atividade microbiana (FDA) e
decomposicao de palha de cana-de-acucar in vitro.

395e77 476 e 12
1 395(A) 13 476 (A)
2 395 + NH4ClI (A) 14 476 + NH4ClI (A)
3 77 (A) 15 12 (A)
4 77+ NH4Cl (A) 16 12 + NH4 CI (A)
5 395+ 77 (A) 17 476 + 77 (A)
6 395 x 77 + NH4ClI (A) 18 476 x 12 + NH4Cl (A)
7 395 19 476
8 395 + NH4Cl 20 476 + NH4CI
9 77 21 12
10 77 + NH4ClI 22 12 + NH4ClI
11 395+ 77 23 476 + 12
12 395 x 77 + NH4ClI 24 476 x 12 + NH4Cl

(A): Autoclavado; NH4ClI: Cloreto de amoénio.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as

médias dos tratamentos foram comparadas com o software R (Development Core

team, 2018) em nivel de 5% de probabilidade, para o teste de Tukey e Skott-Knott,

quando aplicaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a etapa de identificacdo taxondmica dos 12 (doze) isolados bacterianos

utilizados, por meio do sequenciamento da regido 16s, foram confirmadas 11

espécies. A filiacdo taxonémica das bactérias esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2. Filiacdo taxondmica os isolados bacterianos testados.

Max Total Query Similaridade

Isolado Espécie Cepa score score cover E-value (%)
9 Staphylococcus warneri ATCC 27836(T) 1840 1840 100% 0.0 99.90
12 Brevundimonas vesicularis NBRC 12165(T) 2431 2431 99% 0.0 99.56
13a Microbacterium testaceum DSM 20166(T) 1914 1914 100% 0.0 99.62
42 Acinetobacter vivianii NIPH 2168 (T) 2479 2479 99% 0.0 99.14
52 Pantoea dispersa LMG 2603(T) 1814 1814 100% 0.0 99.79
59 Bacillus safensis NBRC100820 (T) 2569 2569 100% 0.0 99.86
77 Bacillus safensis NBRC 100820 (T) 2588 2588 100% 0.0 99.86
150 Beijerinckia fluminensis UQM 1685 (T) 2438 2438 100% 0.0 99.90
151 Luteimonas terrae THG-MD21(T) 2507 2507 99% 0.0 99.57
153 Pseudomonas hibiscicola  ATCC 19867 (T) 2507 2507 100% 0.0 99.50
203a Kocuria flava HO-9041(T) 2603 2603 100% 0.0 99.86
206l Staphylococcus cohnii CK27 (T) 2660 2660 100% 0.0 99.90

Max score: valor maximo que pode ser obtido no alinhamento;
Total score: Valor obtido pelo alinhamento.

Query cover: Capacidade de realizar um alinhamento.

E-value: Possibilidade de o alinhamento ter sido realizado ao acaso.

Estes resultados indicam consideravel diversidade bacteriana associada ao
sistema solo-palha de cana-de-acucar. Essa diversidade especifica também
configura consideravel diversidade metabdlica e funcional, visto que, dentre as
espécies identificadas, Brevundimonas vesicularis é uma espécie endofita,
produtora de sideroforos (Kuzniar, Wlodarczyk e Wolinska, 2019), Beijerinckia
fluminensis, Pantoea dispersa e Microbacterium testaceum séo descritas como
promotoras de crescimento vegetal por diversas vias (Shurigin et al., 2021; Bora et
al., 2021; Marchawala e Amin, 2018). J& espécies dos géneros Acinetobacter,
Luteimonas e Staphylococcus cohnii, S. warneri e Bacillus safensis apresentam
potencial biorremediador (Wang et al., 2020; Ke et al., 2018; Abhilash et al., 2011,
Das e Kumar, 2019; Ugab et al., 2020) e Pseudomonas hibiscicola séo relacionadas
ao ciclo do nitrogénio (An et al., 2021).

Quanto aos fungos, ap6s analises de suas estruturas e caracteristicas
morfologicas, estes foram identificados, em nivel de género, como Penicillium sp.,
Penicillum sp. e Aspergillus sp. Respectivamente para 357, 395 e 476. Os géneros
ao quais os isolados testados neste estudo foram identificados, possuem
representantes produtores de enzimas hidroliticas com capacidade de decompor

residuos lignocelulésicos, como a palha de cana-de-agucar (Rodrigues et al., 2017,
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Chavan e Pangrikar, 2021). Desta forma, considerando o potencial saprofitico dos

isolados, foi avaliada a capacidade de uso de diferentes fontes de carbono. Os

resultados da investigacdo de uso das 95 fontes de carbono ap6s 7 dias estédo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Utilizacdo relativa de carbono pelos isolados fungicos 357, 395 e 476
determinada pelo sistema de teste Biolog™ apés 7 dias de incubacéo. As taxas de
utilizacdo (%) apresentadas foram ajustadas para a utilizagdo de glicose

(glicose=100%).

Fontes de

Carbono

Classe

Utilizagao (%) por isolado

357 395 476

2,3-Butanediol
2-Aminoetanol

Acido acético

Adonitol
Alfa-ciclodextrina
Alfa-D-glicose
Alfa-D-glicose-1-fosfato
Alfa-D-lactose

Acido alfa-hidroxibutirico
Acido alfa-cetobutirico
Acido alfa-cetoglutarico
Acido alfa-cetovalérico
Acido B-hidroxibutirico
-metil-D-Glucosideo
Acido bromossuccinico
Acido cis-aconitico
Acido citrico
D,L-alfa-fosfato de glicerol
D,L-Carnitina
D,L-Acido lactico
D-Alanina

D-Arabitol

D-Celobiose

Dextrina

D-Frutose

Lactona de acido-D-galactonico

D-Galactose

Acido-D-Galacturdnico

Alcool

Alcool

Acido

Alcool de agucar
Polissacarideo
Monossacarideo
Fosfato de aclcar
Dissacarideo
Acido organico
Acido

Acido organico
Acido

Acido

Derivado de agucar metilico
Acido organico
Acido organico
Acido organico
Alcool

Acido

Acido
Aminoécido
Alcool de aglicar
Dissacarideo
Polissacarideo
Monossacarideo
Acido acucarado
Monossacarideo

Acido agucarado

21,06 65,08 27,64
100,00 68,63 34,52
46,36 28,75 8,09
7,71 46,81 28,57
30,56 24,01 34,52
100,00 100,00 100,00
13,46 14,31 28,57
17,05 37,18 11,07
6,79 24,15 0,00
39,74 28,82 0,00
35,94 70,04 23,33
100,00 42,35 0,00
32,95 52,97 6,07
100,00 52,41 71,19
20,68 40,37 53,69
20,30 47,52 14,64
42,29 62,32 50,23
8,96 41,64 0,35
43,87 39,24 0,00
66,07 57,93 3,57
8,25 60,41 2,61
100,00 76,70 57,97
100,00 36,40 90,71
96,91 70,01 67,26
79,70 65,79 100,00
4,23 22,03 71,54
25,68 79,25 100,00
61,67 51,56 100,00



Acido-D-Gluconico
D-Acido-glucosaminico
D-Glicose-6-fosfato
Acido-D-Glucurénico
D-Mannitol
D-Mannose
D-Melibiose
D-Psicose
D-Rafinose
Acido-D-Sacarico
D-Serine

D-Sorbitol

D-Trehalose

Acido formico

Acido gama-hidroxibutirico

Acido gama-aminobutirico

Gentiobiose
Glucuronamida
Glicerol
Glicogénio

Acido glicil-L-aspartico
Acido glcil-L-glutamico
Hidroxi-L-Prolina
i-erythritol

Inosina

Acido itacénico
Lactulose
L-alaninamida
L-Alanina
L-alanil-glicina
L-Arabinose
L-asparagina
Acido-L-aspartico
L-Fucose
Acido-L-glutamico
L-Histidina
L-Leucina

L-Ornitina

Acido agucarado
Acido agucarado
Fosfato de agucar
Acido agucarado
Alcool de aguicar
Monossacarideo
Dissacarideo
Monossacarideo
Polissacarideo
Acido agucarado
Aminoécido
Alcool
Dissacarideo
Acido envolvido
TCA

Acido organico
Aminoé&cido
Dissacarideo
Acido acucarado
Alcool

Polissacarideo

no ciclo do

Derivado de aminoacido

Derivado de aminoacido

Aminoéacido
Alcool

Acido nucleico
Acido

Dissacarideo

Derivado de aminoacido

Aminoéacido

Derivado de aminoacido

Monossacarideo
Aminoécido
Aminoécido
AcuUcar desoxi
Aminoécido
Aminoacido
Aminoéacido

Aminoéacido

57,44
10,53
14,55
38,65
74,10
100,00
21,93
19,16
27,04
9,50
81,98
23,45
100,00

32,25

34,74
69,33
100,00
0,00
21,77
100,00
71,12
36,26
18,73
11,45
15,91
5,37
7,65
19,76
7,05
45,44
38,71
55,27
49,46
4,45
79,37
18,24
58,74
34,09

61,83
25,85
9,35
51,56
86,47
67,63
60,41
53,68
87,04
70,68
58,64
66,36
63,53

34,35

44,33
67,00
53,19
32,22
97,45
100,00
33,99
41,29
74,15
52,90
51,77
45,61
37,61
100,00
75,42
63,31
53,75
78,61
91,08
53,35
72,80
52,27
66,64
59,56

61

100,00
11,31
24,52

100,00
56,54
54,88
48,57

100,00
85,11

100,00

0,00
68,81
44,76

21,31

0,00
19,88
100,00
0,00
24,76
54,04
13,45
27,61
17,97
23,93
0,00
0,00
0,00
42,50
71,31
45,95
53,92
22,61
24,16
0,00
25,59
0,00
0,00
15,83



L-Fenilalanina

L-Proline
Acido-L-Piroglutamico
L-Rammnose

L-Serina

L-Treonina

Acido malénico

Maltose

m-Inositol
N-acetil-D-Galactosamina
N-acetil-D-Glucosamina
Feniletilamina

Acido p-hidroxifenilacético
Acido propi6nico
Putrescina

Ester metilico de &cido piravico
Acido quinico

Acido sebécico

Acido succinamico

Acido succinico

Ester mono-metilico de acido succinico
Sacarose

Timidina

Turanose

Tween 40

Tween 80

Uridina

Acido urocanico

Xilitol

Aminoacido

Aminoéacido

Derivado de aminoacido

AcUcar desoxi
Aminoacido
Aminoé4cido
Acido
Dissacarideo
Alcool de acuicar
Amino acgucar
Amino acgUcar
Amida biogénica
Acido organico
Acido

Amida biogénica
Acido organico
Acido organico
Acido organico
Acido organico
Acido organico
Acido organico
Dissacarideo
Acido nucleico
Dissacarideo
Polimero
Polimero

Acido nucleico
Acido

Alcool de aguicar

33,01
45,33
90,83
21,99
81,98
11,07

7,65
92,40
10,83

9,99
77,36

1,74
11,40
44,68
23,34
21,61
68,24
25,03
29,26
20,90
46,04

100,00
44,95

9,88

100,00

95,55
9,39
16,40
32,19

53,33
73,87
100,00
71,95
61,83
53,75
48,58
73,37
63,46
26,42
60,48
53,68
64,31
28,90
41,93
48,80
51,06
45,68
59,21
27,55
40,01
55,10
35,20
100,00
81,52
100,00
38,74
29,89
49,65

62

6,78
23,92
21,90
40,83
86,66

5,59

3,45

100,00
0,00
100,00
40,11
16,90

0,00

11,07
100,00
21,66
68,81
10,47
10,71
30,95

6,19
54,88

0,00
100,00
79,52
67,50

0,00

0,00
82,26

Os trés isolados fungicos (357, 395 e 476) apresentaram boa capacidade de

utilizag&o das fontes de carbono. Para o isolado 357, n&o foi observado capacidade

de uso apenas em 17 fontes, enquanto 0 mesmo apresentou capacidade de

utilizacdo acima de 70% em 23 (24,21%) das 95 fontes avaliadas. Para o isolado

395, foi observado utilizagédo em todas as fontes testadas, com utilizagéo de pelo
menos 70% em 23 (24,21%) das 95 fontes de carbono. Ja para o isolado 476, 18
fontes ndo foram utilizadas, dentre as demais, foi observado utilizagcdo de pelo
menos 70% em 22 (23,16%) fontes.
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Esses resultados mostram alta capacidade dos isolados em utilizar
diferentes tipos de fontes de carbono testadas, como derivado de acgucar metilico
(B-metil-D-glucosideo), Alcool de aglcar (D-Arabitol), Polissacarideo (Dextrina e
Glicogénio) e Dissacarideo (Maltose e Sacarose), por exemplo. Por outro lado, o
acido urocanico nao foi utilizado pelos isolados aqui avaliados. Resultado similar foi
relatado por Loesch, Hutwimmwe e Strasser (2010), onde a cepa de Beauveria
brongniartii testada foi capaz de utilizar todas as fontes de carbono testadas, exceto
0 acido urocanico, possivelmente, devido a sua complexidade em ser quebrado
(Zhu et al., 2021).

Os resultados obtidos indicam certa similaridade na utilizac&o das fontes de
carbono por parte dos isolados e consideravel versatilidade metabdlica. Isso se
deve possivelmente, a evolugcdo dos fungos o desenvolvimento de mecanismos
gue lhes permitem decompor restos organicos, tornando-os centrais na ciclagem
de nutrientes, principalmente no ciclo do carbono (Palowska et al., 2019). Ainda
assim, diversas fontes de carbono sdo dificiimente assimilaveis por organismos
heterotréficos, pois estdo estruturadas em polimeros recalcitrantes. Dessa forma,
para sua utilizacdo como fontes nutricionais, os fungos geralmente produzem
enzimas hidroliticas, variaveis em funcdo de seu saprofitismo, capazes de clivar
biomoléculas grandes em biomoléculas menores, metabolicamente assimilaveis
(Andlar et al., 2018; Palowska et al., 2019; Wu et al., 2022).

Dentre as diversas fontes de carbono testadas, destaca-se a celobiose e a
galactose que mostraram alta porcentagem de utilizacéo pelos isolados testados.
A celobiose é um dos principais subprodutos da decomposicao da celulose, residuo
agricola mais abundante em diversas culturas, inclusive da cana-de-agucar, sendo
a sua decomposicdo um processo altamente complexo, resultante da acédo de
celulases que clivam e diminuem suas cadeias, permitindo assim a acao de
celobiohidrolases e B-glucosidases que sdo capazes de hidrolisar a celobiose em
glicose (Barbi et al., 2019; Darwesh et al., 2020). Assim, uma maior atividade
metabdlica de celobiose caracteriza a associacdo dos microrganismos em
processos biologicos de desconstrucdo da celulose sendo um indicativo do estado
oxidativo do substrato (Pinzari et al., 2016; Zhang e Schilling, 2017; Lisov et al.,
2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/agricultural-waste
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/agricultural-waste
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Para galactose, constituinte primario da hemicelulose, os trés isolados se
mostraram capazes de utiliza-lo como fonte de carbono, com destaque para os
isolados 395 e 476 com 79,25 e 100,00% de utilizacao, respectivamente. Hobbie et
al., (2003) também relataram alta capacidade de assimilacdo de galactose por
fungos oriundos de amostras de solo e residuos organicos, o que sugere potencial
lignocelulolitico, inclusive em residuos de cana-de-agucar, como encontrados neste
trabalho .

Em tempo, as funcbes ecofisiolégicas dos fungos, principalmente as
saprotroficas, estdo amplamente associadas a degradacdo de residuos pos-
colheita e aos processos de ciclagem de nutrientes e carbono (Pinzari et al., 2016;
De Lucas et al., 2021). Desta forma, estudos sobre suas capacidades metabdlicas
sdo de grande importancia para a compreensao de seus papéis em eco e
agrossistemas. Ainda, estes resultados indicam que os isolados aqui testados sao
metabolicamente versateis e podem utilizar diversas fontes de carbono, incluindo
biomoléculas complexas, evidenciando possibilidades de aplicacdes
biotecnolégicas para a agricultura.

Em paralelo a caracterizacdo metabdlica dos fungos em relacéo a utilizacéo
de fontes de carbono, e a identificacdo dos isolados, foi realizado o teste de
compatibilidade via técnica de confrontamento, pelo qual foram obtidos dados da
capacidade de interagcdo entre os isolados testados. As categorias de
compatibilidade foram baseadas no trabalho de Aguiar (2017), com modificacdes e

estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Compatibilidade entre isolados fungicos e bacterianos.

Isolados Isolados Bacterianos
Fingicos 9 12 13a 42 52 59 77 150 151 153 203a 206l
Isolado

357 +  +++ o+ - + ++  ++  ++
Isolado

395 + +++  + + + 4+
Isolado

476 ++ +++ A+ e A e e AR e e e

+++ = Alta compatibilidade; ++ = Média compatibilidade; + = Baixa compatibilidade; - =

Incompativel.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/saprotrophic-fungi
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/saprotrophic-fungi
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/carbon-cycling
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/carbon-cycling
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Os isolados fungicos apresentaram interacdo (baixa, média ou alta) com
todos os isolados bacterianos testados, exceto o isolado fungico 357 e o isolado
bacteriano 42, que foram incompativeis. Dentre as interacdes destaca-se 0s
resultados obtidos para os confrontamentos entre os isolados fungicos 357, 395 e
476 com os isolados bacterianos 12, 77 e 203a, 0s quais apresentaram alta
compatibilidade. Desta forma, estes isolados foram selecionados para ensaios
posteriores de atividade microbiana e decomposicao de palha de cana-de-agucar

in vitro.

Interacdo, atividade microbiana e decomposicao de palha de cana-de-agucar
in vitro

A atividade microbiana sobre o meio de cultura suplementado com palha de
cana-de-acucar como fonte de carbono, avaliada por meio da hidrélise do FDA e
liberacdo de fluoresceina, se mostrou variavel ao longo do periodo de incubacao.
Esse comportamento foi observado tanto para fungos quanto para bactérias, como

observado na Figura 3.
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Figura 3. Liberagdo de Diacetato de Fluoresceina via hidrolise, como indicador da
atividade microbiana para fungos (a) e bactérias (b) ao longo do tempo (29 dias). Fungos
- F1: Isolado 357; F2: Isolado 395; F3: Isolado 476. Bactérias — B1: isolado 12; B2: isolado
77; B3: isolado 203a. As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Entre os trés isolados fangicos avaliados, o F1 (isolado 357) mostrou
estatisticamente maior atividade de decomposicdo em comparacéo ao F2 (isolado
395) e F3 (isolado 476) a partir do oitavo dia de incubacéo até o final da avaliacao
(Figura 3a). Para as bactérias, em funcdo de seu metabolismo mais rapido e
diverso, B1 (isolado 12) teve estatisticamente maior atividade em comparacgéo ao

B2 (isolado 77) e B3 (isolado 203a) a partir do décimo quinto dia de incubacéo até
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o final da avaliacdo, enquanto, B3 mostrou estabilidade com menor valor de
liberacdo de FDA em comparacdo ao demais isolados bacterianos (Figura 3b).
Entre as bactérias, B1 apresentou valor final mais elevado de 0,162 mg de FDA,
enquanto entre os isolados fungicos o valor mais elevado foi 0,146 mg de FDA
para F1 (Figura 3). Apesar de bactérias e fungos apresentaram potencial
saprofitico, as bactérias se destacam por sua consideravel versatilidade
metabdlica, enquanto os fungos se apresentam mais eficientes por sua maior
biomassa e maior potencial de mineralizac@o de residuos organicos (Vicente et al.,
2021).

Quando avaliado os efeitos combinados de fungos e bactérias na
decomposicdo da palha de cana-de-agucar, foram observadas variacfes ainda
mais expressivas, com resultados sinérgicos e antagdnicos constatados por meio

dos resultados até 29 dias, como apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Liberacdo de Diacetato de Fluoresceina via hidrélise, como indicador da atividade
microbiana ao longo do tempo. a) Interacdo 1: 357x12; Interacéo 2: 357x77; Interacéo 3:
357x203a; b) Interacao 4: 395x12; Interacao 5: 395x77; Interacdo 6: 395x203a; c) Interacdo
7: 476x12; Interacdo 8: 476x77; Interacdo 9: 476x203a. As médias seguidas por letras
distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Como observado nos graficos acima (Figura 4), algumas interacfes
apresentaram declinio em sua atividade microbiana. Essa diminuicdo se mostrou
mais expressivo na Interacdo 2 (Figura 4a) e Interagdo 6 (Figura 4c). Isso se
explica, pois, assim como em outros seres vivos, como plantas e animais, entre
microrganismos também existem complexas interacdes, com padrées especificos
de concorréncia positiva ou negativa em sua atividade e em suas funcionalidades,
como por exemplo na decomposicao da matéria organica (Menezes, Richardson e
Thall, 2017).

De forma contraria as demais, as interacdes 5 (Figura 4b) e 7 (Figura 4c),
principalmente, apresentaram maior atividade microbiana e melhor interacao entre
os isolados com consideravel liberacdo de FDA ao fim do periodo de avaliacéo,
sendo 0,213 mg de FDA para a INTERACAO 5 e 0,232 mg de FDA para a
INTERACAO 7. No contexto destas interacdes, algumas bactérias séo capazes de
aumentar a colonizacdo e o estabelecimento de fungos, sendo consideradas
auxiliares ao seu desenvolvimento (Barrio-Duque et al., 2020). Desta forma, estes
microrganismos potencializam suas atividades, também por meio de um
mecanismo chamado alimentac¢éo cruzada, no qual um microrganismo produz um
metabdlito em excesso e supre a demanda de outro que ndo o produz e isso
acontece nos dois sentidos (Hays et al., 2017), o que pode justificar os resultados
obtidos aqui.

Visando auxiliar este processo, neste trabalho, algumas modificagbes no
meio de cultura foram realizadas e avaliadas nas interacfes: a adicdo de nitrogénio
a fim de equilibrar a relacdo C/N no sitio de decomposicédo e a esterilizacdo da
palha a fim de reduzir interferéncia de outros microrganismos, neste caso,
representando interferéncia externa como contaminantes. Os resultados da agao
da atividade microbiana e decomposicdo da palha de cana-de-agucar sob efeitos

da adicdo de N e autoclavagem podem ser observados nas Figuras 5 e 6.
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Figurab. Liberacdo de Diacetato de Fluoresceina via hidrélise, como indicador da atividade
microbiana ao longo do tempo em diferentes combinag¢des microbianas (Bactéria x Fungo)
com ou sem adig&o de cloreto de aménio (NH4Cl) e com ou sem autoclavagem (A). As
médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste de
Skott-Knott.
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Figura 6. Porcentagem de palha de cana-de-aclcar decomposta por diferentes
combinagBes microbianas (Bactéria x Fungo) apés 29 dias de incubacdo com ou sem
adicao de cloreto de aménio (NH4Cl) e com ou sem autoclavagem (A). As médias seguidas
por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste de Skott-Knott.
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Para atividade microbiana avaliada via hidrélise de FDA, foi observado que
os tratamentos 77 + NH4CI (A), 395 + 77 (A), 395 x 77 + NH4ClI (A), 12 (A), 12 +
NH4Cl (A), 476 + 12 (A) e 476 x 12 + NHACI apresentaram os maiores valores
(Figura 5), indicando que o processo de autoclavagem da palha de cana-de-acucar
é o fator de maior influéncia, visto que esté relacionado a todos os tratamentos com
valores mais elevados para atividade microbiana. Sabe-se que o processo de
autoclavagem reduz a carga microbiana da palha, reduzindo também a competicédo
por recursos nutricionais, favorecendo o desenvolvimento das espécies inoculadas
(Gumerov et al., 2021).

Para o processo de decomposicdo, os melhores resultados também foram
observados em 395 x 77 (A) e 395 x 77 + NH4Cl (A) com 22,08% e 22,58% de palha
de cana-de-acUcar decomposta respectivamente, apds 29 dias de incubacédo
(Figura 6). De igual modo, o fator determinando se mostrou ser o processo de
autoclavagem da palha. Em relacéo a adicao de nitrogénio via NH4Cl, apesar deste
ser considerado um fator determinante no processo de decomposi¢céao de tecidos
vegetais, principalmente em estégios iniciais (Averill e Waring, 2017), sua adicao
no tratamento 395 x 77 + NH4Cl (A) ndo mostrou efeitos significativos, visto a
inexisténcia de diferenca significativa em relacéo ao tratamento 395 x 77 (A), sem
a adicdo de NH4Cl. Considerando a condi¢cdo de ndo autoclavagem, a atividade
microbiana se mostrou baixa para todos os isolados e interagcbes, enquanto para
decomposicdo sobre palha ndo autoclavada foram observados em 395 + NH4Cl,
476, 476 + NH4Cl, e nas interacfes 476 x 12 e 395 x 77 + NH4CI.

Os resultados obtidos se corroboram com o fato de que na natureza, o
processo de decomposicdo tende a ser lento, e 0 uso de microrganismos com
caracteristicas diversas pode acelerar consideravel o processo de decomposi¢cao
de residuos culturais (Kumar e Shweta, 2011). Os consorcios microbianos,
compostos por fungos e bactérias, por exemplo, podem produzir complexos
coquetéis enzimaticos, geralmente levando a um aumento na taxa de hidrolise de
compostos, quando comparado ao rendimento de hidrélise de cepas isoladas, por
meio da reducéo da carga metabdlica (Lopes et al., 2018).

Desta forma, a otimizagdo da atividade enzimatica da biota decompositora
em sistemas agricolas com vieses agroecolégicos corresponde a uma alternativa a

utilizacdo de insumos inorganicos para garantir a sustentabilidade agricola, visto
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sua relacdo com a funcionalidade do solo por meio de sua relacdo em processos
naturais vitais, como a decomposic¢ao, a dinamica nutricional e a fertilidade do solo
(Zhang et al., 2021).

Os resultados deste trabalho, podem servir de suporte cientifico para a
proposicao de consoércios microbianos formulados com fungos e bactérias visando
obter melhores resultados na otimizacado do processo de decomposicéao de palha
de cana-de-agucar em condi¢gBes naturais. Ainda se recomenda que os isolados
aqui testados sejam cultivados com outros meios de cultura e veiculos de aplicacao
assim como combinados com outras bactérias promotoras de crescimento vegetal

para melhores resultados sejam obtidos.

CONCLUSOES

A combinacdo de fungos e bactérias se mostrou capaz de aumentar a
atividade microbiana e aumentar as taxas de decomposicédo da palha de cana-de-
acucar in vitro.

O processo de autoclavagem da palha se mostrou mais determinante em
relacdo a adicdo de nitrogénio via NH4Cl e apesar dos resultados mais
proeminentes em palha autoclavada, ressalta-se que a autoclavagem cria uma
condicao diferente da encontrada em campo.

Os resultados deste trabalho, podem servir de suporte cientifico para o uso
de consércios microbianos a fim de se obter melhores resultados na otimizacéo do
processo de decomposicdo de palha de cana-de-acucar em condi¢cdes naturais.

Ainda se recomenda que os isolados aqui testados sejam cultivados com
outros meios de cultura e veiculos de aplicacdo assim como combinados com
outras bactérias promotoras de crescimento vegetal para melhores resultados

sejam obtidos.
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2.4. ATRIBUTOS QUIMICOS E BIOI:OGICOS EM UM AGROSSISTEMA DE
CANA-DE-ACUCAR E EM UMA AREA COM COBERTURA VEGETAL
EM REGENERACAO

RESUMO

A deposicao de residuos vegetais tem um papel vital na liberagédo de nutrientes e
matéria organica ao solo, influenciando os atributos quimicos e a atividade
microbiana do solo, responsavel pela execucdo de diversos processos biolégicos
essenciais solo. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo quantificar
parametros quimicos em um solo cultivado com cana-de-acucar e em um fragmento
de Mata Atlantica, quantificando ainda os atributos quimicos do material vegetal
depositado sobre esses solos (palha e serrapilheira) e a atividade microbiana nas
amostras. A palha de cana-de-agucar depositada sobre o solo foi de 13, 11 t ha't
(£1,36), enquanto sobre o piso florestal o depésito de serrapilheira foi estimado em
9,10 t ha! (#4,09). Esses residuos, juntamente com o manejo foram capazes de
influenciar diversas propriedades do solo. Contudo, a profundidade ndo se mostrou
um fator determinante. A atividade microbiana foi mais elevada na serrapilheira e
nas amostras de palha. No solo, a atividade foi mais baixa e n&o diferiu entre as
amostras da area de cana e da &rea de mata. Estes resultados evidenciam a
influéncia da cobertura vegetal e do manejo sobre as propriedades quimicas e
microbiolégicos do solo, favorecendo o entendimento do funcionamento de
sistemas agricolas e florestais, contribuindo para o desenvolvimento de técnicas
agroecologicas que contemplem a palha de cana-de-acucar a fim de favorecer a
atividade microbiana em processos bioldgicos vitais ao bom funcionamento e satde
do solo, resultando em ganhos de produtividade com potencial de redugéo de

impactos ambientais.

Palavras-chave: Palha de cana-de-aclcar; Propriedade quimicas; Atividade

microbiana; Microbiologia do solo.
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ABSTRACT

The deposition of plant residues plays a vital role in releasing nutrients and organic
matter to the sun, influencing the soil's chemical attributes and microbial activity,
and responsible for the execution of several essential biological processes in the
ground. In this context, the present study aimed to quantify chemical parameters in
a soil ground cultivated with sugarcane and in an Atlantic Forest fragment,
quantifying the chemical attributes of the plant material deposited on these soils
(straw and litter) and the microbial activity in the samples. The sugarcane straw
deposited on the ground was 13.11 t ha (x1.36), while on the forest ground, the
litter deposit was estimated at 9.10 t ha! (x4 .09). Together with the management,
these residues were able to influence several soil properties. However, depth was
not a determining factor. Microbial activity was higher in litter and straw samples. In
soil, activity was lower and did not differ between samples. These results show the
influence of vegetation cover and management on the chemical and microbiological
properties of the soil, favoring the understanding of the functioning of agricultural
and forestry systems, contributing to the development of agroecological techniques
that include sugarcane straw to select the microbial activity in biological processes
vital to the proper functioning and health of the soil, resulting in productivity gains

with the potential to reduce environmental damages.

Keywords: Sugarcane straw; Chemical properties; Microbial activity; Soill

microbiology.

INTRODUCAO

A cana-de-acucar € uma das maiores culturas agricolas do mundo, sendo
ainda a principal cultura agucareira, tornando-se desta forma, um pilar do
desenvolvimento econémico de diversas regiées do mundo (Niu et al., 2021). Para
sua expansao, ha relatos da pratica de desmatamento para possibilitar novas areas

de cultivo, modificando drasticamente a vegetacao e os solos (Tosi et al., 2016).
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Em relacédo as praticas empregadas no cultivo, a cana-de-acucar tem seu
manejo baseado na fertilizacdo inorganica, que apesar de se tratar de uma
estratégia difundida e com resultados positivos, no longo prazo, 0 uso extensivo
pode causar modificacdo expressivas ao solo, como esgotamento de nutrientes e
a demanda de maiores aplicacdes de insumos (Pang et al., 2019; Li et al., 2020).

Destaca-se ainda que a fertilizacdo e demais praticas de manejo resultam
em impactos na diversidade microbiana e demais propriedades do solo como os
teores e qualidade da matéria organica, considerada um indicador de fertilidade do
solo e diretamente relacionado a microbiota (Niu et al., 2021). Como o0s
microrganismos tém um papel fundamental no funcionamento do solo (Tosi et al.,
2016), as alteragbes no ambiente, especialmente as perturbacbes sazonais
comuns em agrossistemas, podem resultar em modificacdes na estrutura das
comunidades microbianas (Vuyyuru et al., 2018).

Ressalta-se também que o material vegetal, como exemplo a palha de cana-
de-acucar, a qual se acumula em grandes volumes sobre o solo e a serrapilheira
sobre os solos florestais, correspondem a um fator determinante sobre a
biodisponibilidade de nutrientes e sobre a atividade das comunidades microbianas
do solo (Grugiki et al., 2017; Tayyab et al., 2018). Por sua vez, a atividade dos
microrganismos pode refletir de forma eficientes as mudancas que ocorrem no solo,
como nas variacdes dos teores de nutrientes (Niu et al., 2021). Nesse sentido, uma
maior diversidade microbiana é capaz de melhorar a estabilidade e a resisténcia do
solo, garantindo o funcionamento normal desse ecossistema (Li et al., 2020).

Ha relatos de modificacbes nas propriedades quimicas e biolégicas dos
solos influenciado pelo seu manejo e historico de cultivo (Bigott et al., 2019) e
estudos sobre as influéncias da deposicao de residuos, cobertura vegetal, manejo
e propriedades do solo sobre a comunidade microbiana. Esses trabalhos, permitem
o entendimento da microbiota e sua relagdo com os parametros agricolas e
possibilitam o desenvolvimento de estratégias que contemplem os microrganismos
do solo, usufruindo de seus papéis ecofisioldgicos. Estes microrganismos, além de
atuarem em processos relacionado a dinadmica nutricional, auxiliam no equilibrio e
saude ecossistémica do solo (Pang et al., 2019: Zhang et al., 2017).

Devido a importancia das comunidades microbianas nos ecossistemas

terrestres, estudos com vieses agricolas e ecoldgicos sao uteis. Essa compreensao
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€ necessaria, pois estas populacdes respondem rapidamente as mudancas no uso
do solo e as alteracdes nos ciclos biogeoquimicos, principalmente relacionado a
deposicao e decomposicao de residuos (Navarrete et al., 2017; Zhou et al., 2017).

Neste contexto, objetivou-se com este estudo quantificar atributos quimicos
de duas areas, uma com o cultivo da monocultura da cana-de-agucar e outro sob
um fragmento de Mata Atlantica mantida pela empresa proprietaria. Ainda, foram
quantificados os atributos quimicos do material vegetal depositado sobre esses
solos (palha no solo cultivado com cana-de-agucar e serrapilheira no fragmento
florestal), além da atividade microbiana nas amostras de solo e material vegetal das

areas.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da area e coleta das amostras

Para desenvolvimento do estudo, foram coletadas amostras de solo e
material vegetal em um agrossistema de cana-de-agUcar pertencente a Linhares
Agroindustrial S.A. (LASA), industria sucroalcooleira privada localizada no
municipio de Linhares, regido norte do Espirito Santo, Brasil. A fisiografia da regido
€ conhecida como baixada do rio Doce e apresenta relevo de tabuleiro com
topografia de declive suave e 0s solos da area sédo originarios de sedimentos
intemperizados de tabuleiro costeiro do periodo terciario (Oliveira et al., 2017). A
vegetacao original da area € Mata Atlantica com temperatura média anual entre 22
e 24°C e o solo é de textura arenosa sobre Argissolo Amarelo (Lopes et al., 2017)

Para caracterizacdo quimica e microbiologica do agrossistema, foram
coletadas amostras de solo em duas profundidades (ST 0-5 cm e ST 5-10 cm) e
amostras de palha que foram subfracionada em palha fresca recém depositada
(L1), palha em estégio intermediario-avangado de decomposicéo (L2) e fracdo de
palha em estagio final de decomposicdo e mesclada junto ao solo (L3). As
amostras foram coletadas em transeptos verticais em 3 (trés) pontos equidistantes
dentro do talh&o: L1 — L2 — L3 — 0-5 cm — 5-10 cm. A area da coleta das amostras

do agrossistema da cana pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1. a) Visdo geral do talhdo de coleta de amostras do agrossistema de cana-de-
agucar; b) Coleta de amostras de palha de cana-de-agUcar utilizando um gabarito de
madeira.

Para fins de comparacgéao entre os efeitos da cobertura do solo e do manejo,
foram coletadas também amostras de solo com as mesmas profundidades (SR 0-5
cm e SR 5-10 cm) em uma area com vegetacdo em estagio de regeneracdo
localizada préxima ao talhdo no qual foram coletadas as amostras como acima
descritas. A area corresponde a uma APP (area de preservacdo permanente)
preservada pela industria LASA por meio do Programa de Recuperacéo de Area
Degradada. Nesta, foram coletadas também amostras de serrapilheira (SERRA), a
qgual se compdem do material vegetal depositado sobre o piso florestal em 3 (trés)
pontos equidistantes na area, formando também um transepto vertical: SERRA —
0-5 cm — 5-10 cm (Figura 2).
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Figura 2. a) Area de Preservacdo Permanente (APP) onde foram coletadas as amostras
de solo e serrapilheira; b) Coleta de amostras de serrapilheira depositada sobre o piso
florestal, utilizando um gabarito de madeira.

Tanto para coleta de palha de cana-de-acUcar quanto para serrapilheira, foi
utilizado o método de coleta com o auxilio de um gabarito de madeira a partir do
qual é possivel estimar os depdsitos de material vegetal sobre o solo. O gabarito
utilizado apresenta dimensdes conhecidas de 0,30 x 0,30 x 0,10 m, como proposto

por Scoriza et al. (2012).

Analise das propriedades quimicas das amostras de solo, palha de cana-de-
acucar e serrapilheira florestal.

Apbs a coleta, o material (solos, palha e serrapilheira) foi encaminhado ao
Nucleo de Desenvolvimento de Insumos Bioldgicos para a Agricultura/Nudiba-
UENF, onde foi realizado a secagem do material vegetal para obtencéo do peso de
massa seca e estimativa da biomassa vegetal e posterior moagem para realizacao
das analises quimicas. Para tanto, foi seguido as recomendagdes disponiveis no
manual “Métodos de analise de tecidos vegetais utilizados na Embrapa Solos
(EMBRAPA, 2000). Assim, o material foi primeiramente acondicionado em sacos
de papel com suas respectivas identificagbes de origem e colocados em estufa com
circulacao forcada de ar em temperatura ajustada para 65°C até atingir peso
constante (72h). Em seguida, o material foi moido em moinho de bola e peneirado
em malha de 1mm a fim de homogeneizar as amostras.

Apos preparo das amostras de solo e de material vegetal, estas foram
encaminhadas para o Laboratério Fullin (www.fullin.com.br) para analises

quimicas. Para as amostras de solo, foram seguidas as recomendacdes propostas
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no Manual de Métodos de Analise de Solo (EMBRAPA, 2017). Assim, as amostras
de solo foram acondicionadas sobre placas de petri e Para amostras de material
vegetal, estas foram colocadas em sacos de papel e levadas a estufa com
circulacdo forcada de ar em temperatura ajustada para 60°C até atingir peso
constante (72h). Em seguida foram moidas e encaminhadas para o laboratério para
analises seguindo a metodologia de Malavolta, Vitti e Oliveira (1997).

As amostras tanto de solos quanto de material vegetal foram analisadas em
a partir de trés repeticdes e os resultados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos foram comparadas com o software
R (Development Core team, 2018) em nivel de 5% de probabilidade, para o teste

de Tukey.

Avaliacado da atividade microbiana das amostras de solo, palha de cana-de-
acUcar e serrapilheira florestal.

Para avaliacdo da atividade microbiana foi utilizada a técnica via hidrélise do
diacetato de fluoresceina. Inicialmente, as amostras de solo, palha e serrapilheira
foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL juntamente com 4mL de tampé&o
fosfato 50 mM e de 80 L de FDA (solugéo estoque 1g/L). As amostras entdo foram
levadas homogeneizadas em shaker rotativo 180 rpm a 32°C por 1h em condicao
de protecdo da luz. Apés incubacéo, foi adicionado 4 mL de acetona (50%) a fim
de parar a reacdo e subamostras de 200 pL foram lidas em espectrofotdmetro com
comprimento de onda 492 nm, sendo obtidos dados de absorbancia.

Para obtencdo da concentracdo de fluoresceina liberada, foi utilizada a
equacao da reta gerada pela plotagem no grafico dos resultados obtidos com a
solugéao controle nas concentracdes 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 e 1.6. mg de
FDA.
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Figura 3. Expressdo gerada através do grafico para o calculo da concentragdo de
fluoresceina liberada.

Os resultados obtidos a partir da conversdo de absorbancia em
concentragdo, foram expressos em mg. FDA kg de solo, palha ou serrapilheira,
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos foram
comparadas com o software R (Development Core team, 2018) em nivel de 5% de

probabilidade, para o teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A palha de cana-de-acucar depositada sobre o solo foi estimada em 13, 11 t
hat (+1,36), enquanto o depdsito de serrapilheira sobre o piso florestal foi estimado
em 9,10 t ha' (x4,09). Apesar de maior deposicédo de residuos vegetais sobre o
solo cultivado com cana-de-acucar, a serrapilheira apresentou maior quantitativo
de carbono (C) e nitrogénio (N) em relacdo a palha, apresentando ainda menor
relacdo C/N (Tabela 1). A baixa relacdo C/N pode ser um indicador da caracteristica
de rapida decomposicéo destes residuos em relacdo a palha (Ramos et al., 2016).
Contudo, ndo houve diferenca significativa para os conteudos de C e N entre as
amostras de solos (Tabela 2), indicando que as variagdes nos depdsitos de material

vegetal e a relacdo C/N nao foram determinantes sobre estes nutrientes nos solos.
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Comumente, os teores de C tendem a ser maiores em solos cultivados com cana-
de-acucar, mas fatores como a renovacao dos canaviais com aragao podem reduzir
os estoques de carbono (Franco et al., 2016).

Ainda sobre a relacdo C/N, no solo com cobertura da serrapilheira, seus
valores se mostraram mais baixos, abaixo de 20:1, que é a relacdo geralmente
recomendada como ideal para o processo de decomposi¢cao e mineralizacdo dos
compostos organicos (Vigneswaran et al., 2016). Os atributos quimicos das
amostras de palha serrapilheira e solos podem ser observados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. Teores de nutrientes em amostras de palha de cana-de-acucar em diferentes estagios de decomposicéo e serrapilheira de uma floresta com
vegetacado em estagio de regeneracdo em uma area adjacente ao plantio de cana.

Amostra®  C N P K Mg Ca S Fe Zn Cu Mn B CIN
o/kg mg/kg

L1  442,33b 829b 106a 562a 1,22b 049 1,30b 853a 26,33a 8,5b 113,33b 13,33b 53,47a

L2  43500b 8,7lb 106a 4,69a 1,13b 037b 1,34b  994a 28,33a 10,0a 94,00b 13,00b 49,92a

Serra 520,00a 13,74a 0,40b 2,41b 2,37a 657a 1,58a 906a 26,66a 7,0c 153,33a 28,66a 38,38b
CV.(%) 299 12,87 414 969 263 7,15 269 3359 878 340 11,1 680 7,74

(DTipo de amostra: L1: palha fresca recém depositada; L2: Palha em estagio intermediario-avancado de decomposicéo; Serra: Serrapilheira da area com vegetacéo em
estagio de regeneragdo. As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas de amostras de solo em areas de cultivo com cana-de-aclcar sem gueima e area com vegetacdo em estagio de
regeneracao, sem influéncia da palha e do manejo da cultura.

Amostra®™ pH® M.Org. Ca Mg A H+A®sSB® T® ® kK Na S Fe zZn Cu P Mn B m” V® N C CIN
dag/dm?® cmol/dm? mg/dm?® % a/kg

L3 530a 6,90a 0,80a 0,80a 0,30b 4,70b 2,30a 7,00b 2,60a 240,0a 18,00a 22,00a 71,00a 3,20a 0,40a 108,00a 12,00a 1,26a 12,00b 32,80a 2,85a 53,00a 18,59a

STO-5 4,36b 3,10b 0,10b 0,10b 1,10a 8,36ab 0,50b 8,86ab 1,60b 109,66b 9,00a 16,66ab 64,00a 0,83b 1,36a 96,33ab 1,66a 0,69b 69,33a 5,90b 2,10a 15,53b 8,38a
ST 5-10 4,06b 3,13b 0,10b 0,10b 1,30a 10,56a 0,40b 10,96ab 1,70b 69,66b 7,33a 16,33ab 76,00a 0,53b 1,00a 81,33ab 1,00b 0,80b 77,00a 3,93b 2,00a 37,66ab 20,42a

SRO0O-5 4,03b 3,03b 0,13b 0,13b 1,63a 13,26a 0,43b 13,70a 2,06b 41,33b 11,00a 12,33b 88,33a 0,86b 0,10a 4,33b 1,00b 1,0lab 81,33a 2,96b 2,00a 31,70ab 15,88a
SR 5-10 4,30b 2,53c 0,10b 0,13b 1,40a 10,70a 0,43b 11,13ab 1,83b 71,00b 11,00a 15,00b 89,33a 0,83b 0,13a 18,00ab 1,33b 0,84b 75,00a 4,50b 1,23a 15,86b 12,65a
CV.(%) 4,30 34,11 20,9 22,79 24,77 20,72 11,88 20,89 13,4 27,31 39,36 1560 22,10 23,49 99,1 60,06 16,98 14,33 10,77 13,5 30,70 34,45 38,47

(@ Tipo de solo: L3: Fracéo de palha em estégio final de decomposicéo e mesclada junto ao solo; ST: solo cultivado com cana-de-actcar (0-5 cm e 5-10 cm); SR: Solo
de referéncia da area com vegetacdo em estagio de regeneracdo (0-5 cm e 5-10 cm); @PpH em agua; ®Acidez potencial; “SB: soma de bases; ®T: CTC a pH 7,0; ©x:
CTC efetiva; “m: saturacdo de aluminio (8) saturacdo por bases. As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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A palha de cana-de-agucar apresentou maiores teores de K, P e Cu enquanto a
Serrapilheira (Serra) apresentou maiores teores de Ca, Mg, S, Mn e B. Para Fe e Zn
nao foi observado diferenca estatistica entre os diferentes residuos vegetais (Tabela
1). Tais variagdes nos teores de nutrientes geralmente sao associadas ao tipo de solo,
seu uso e cobertura. Para os nutrientes K e P, € comum elevados valores em residuos
de palha de cana-de-aclcar com liberagdo ao solo que pode alcancar até 36,5 kg ha!
e 4,3 kg hal, respectivamente (Fortes et al., 2012). Para Ca e Mg, com maiores teores
na serrapilheira, & importante salientar que estes sdo componentes de baixa mobilidade
na planta e de dificil mineralizacdo e que seus teores variam entre as espécies que
compdem o fragmento florestal, ndo havendo um padréo estabelecido em seus teores
e liberacdo ao solo (Silva e Villela, 2015; Grugiki et al., 2017).

Nos solos, em relac@o aos conteludos de matéria organica (M.Org.), Ca, Mg, V
(saturacdo de bases) e SB (soma de bases), aquele cultivado com cana de acucar e
sob manejo apresentou os maiores conteudos/valores (Tabela 2), em concordéancia, é
conhecido que esses valores podem ser influenciados também pela fertirrigacdo com
vinhaga (Barros et al., 2010). Contudo, em relagdo ao solo cultivado, foi observado
diferenca nos conteldos destes parametros apenas nas amostras de L3, que
corresponde a fracdo de palha mais degradada e mesclada junto ao solo (Tabela 2) e
que recebe os subprodutos da decomposicdo da palha acima depositada. De igual
modo, os nutrientes K, Zn e B apresentaram maiores teores nas amostras de L3 em
comparagao com as demais amostras (Tabela 2). Para esses nutrientes, tem sido visto
qgue eles variam seus teores em funcdo da decomposicdo de residuos sobre o solo,
como a palha de cana-de-acucar (Cherubin et al., 2015).

Para o pH, os solos apresentaram caracteristica acida, enquanto o valor mais
elevado foi visto nas amostras de L3, sem diferenca entre as demais amostras. A esse
resultado pode se atribuir a calagem a aa adubagéao inerente ao manejo empregado na
area, comum em culturas de cana-de-acucar. Os resultados obtidos se diferem aos
relatados por Novak et al. (2017), no qual o solo sob vegetacdo em estagio de
regeneracao apresentou maior pH em relacdo a area com cana-de-agucar. Em tempo,
os depdésitos de residuos (serrapilheira em SR e palha em ST) e a M.Org. representam

fatores que justificam a inexisténcia de diferenca significativa para o pH entre os solos,
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visto o efeito tampao de residuos vegetais no controle da acidificacdo (Lepsch, 2011,
Novak et al., 2017). Desta forma, explica-se também os valores de pH obtidos em L3,
uma vez que os maiores valores para M.Org. foram encontrados nessas amostras,
controlando assim o pH. Ainda é importante ressaltar que as varia¢cdes no pH podem
ser transitorias, principalmente em agrossistemas com perturbagfes sazonais (Rodella
et al.,1983). Por fim, em relacdo ao pH, os valores obtidos indicam a presenca de
aluminio trocavel predominantemente insolubilizado (Sobral et al., 2015). Os valores de
Al e H+Al e m (saturacdo de aluminio) nao diferiram significativamente entre SR e ST,
apenas para L3, mais uma vez, influenciados pelo estagio de decomposicdo dos
residuos desta porcéo do solo (Tabela 2).

Em relacdo a CTC a pH 7,0 e a CTC efetiva (t), estas se comportaram de forma
diferente entre as amostras. Para CTC a pH 7,0 (T), os maiores valores foram obtidos
em ST e SR, diferindo apenas em relagdo ao L3, com valores menores. De modo
contrario, a CTC efetiva (t) foi maior em L3 enquanto em ST e SR os valores obtidos se
mostraram estatisticamente iguais (Tabela 2). Os resultados obtidos podem ser
justificados pelo grande depésito de palha e matéria organica nessa porc¢éo do solo (L3)
cultivado com cana-de-aclcar em comparacdo com as demais amostras, como ja
sugerido por Barros et al. (2010). Os valores dos micronutrientes Na, Fe e Cu néo
diferiram entre os tipos de solos e profundidades. Ja o Mn foi mais elevado, com
diferenca para as demais amostras, em L3 e na camada 05-cm de ST, camada logo
abaixo do L3. Resultado similar foi observado com S, o qual foi maior em L3, com
valores préoximos em ST (Tabela 2).

Para o P, o valor mais elevado foi obtido em L3. Em ST, foi observado
caracteristica de reducdo nos teores em funcdo da profundidade (Tabela 2). Esse
resultado esta de acordo com o relatado em outros estudos que comparam teores de
P e outros atributos quimicos de solo cultivados (Ramalho e Sobrinho, 2001; Signor et
al., 2016; Rosa et al., 2020). Em SR, foi observado o contrario, com aumento dos teores
de P em funcao da profundidade. Em ambos os casos, os teores obtidos se enquadram
como medianos e adequados, de acordo com os valores precedidos pela rede Embrapa
de Laboratorios (Sobral et al., 2015).
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Desta forma, para ambos os residuos vegetais, foi possivel observar o potencial
de contribuicdo para o estado nutricional do solo, visto que residuos de agrossistemas
e ecossistemas correspondem a consideraveis fontes de matéria organica e nutrientes
(Tayyab et al., 2018). Ainda, a serapilheira se destaca com seu potencial de
fornecimento de nutrientes de forma mais rapida, visto sua menor relacdo C/N e
consequente decomposi¢cao mais acelerada em relacédo a palha, também influenciada
pela maior atividade da comunidade de detritivoros invertebrados comum em
ambientes naturais (Ferreira et al., 2014). A serrapilheira nos ecossistemas terrestres,
corresponde a uma das principais vias de entrada e ciclagem e nutrientes nesses
ecossistemas (Krishna e Mohan, 2017). No solo manejado, em especial os cultivados
com cana-de-acucar, a deposicdo de residuos corresponde a uma alternativa
complementar na nutricdo da cultura, visto seu potencial nutricional (Oliveira et al.,
2020).

Os residuos organicos, o manejo empregado, assim como, as espécies vegetais,
se relacionam intimamente a diversos processos fisicos, quimicos e biolégicos do solo,
tento grande efeitos sobre a microbiota do solo (Cunha Neto, 2018). Desta forma, foi
avaliada a influéncia do tipo do solo sobre a atividade microbiana nos diferentes

tratamentos. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4. ST: solo cultivado com cana-de-acgucar (0-5 cm e 5-10 cm); SR: Solo de referéncia O-
5 cm e 5-10 cm); L1: palha fresca recém depositada; L2: Palha em estagio intermediario-
avancado de decomposicao; L3: L3: Fracao de palha em estagio final de decomposicdo e
mesclada junto ao solo; Serra: Serrapilheira da &rea com vegetacdo em estagio de
regeneracdo. As médias seguidas por letras distintas diferem entre si em 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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A atividade microbiana foi mais alta nas amostras de material vegetal,
principalmente na serrapilheira (Serra), seguida das amostras de L3, L2 e L1,
respectivamente, sem diferenca significativa entre os tratamentos de solos (Figura 4),
resultado similar ao obtido por Melo et al. (2020), o qual n&o observou diferengas na
hidrélise do FDA de solos sob vegetacdo em estagio de regeneracéo e solos cultivados.
Destaca-se ainda que a serrapilheira da mata possivelmente apresenta uma maior
diversidade de matéria organica, favorecendo assim a diversidade microbiana. Quanto
ao material vegetal, os maiores valores de atividade microbiana podem ser atribuidos
ao potencial nutricional desses residuos, principalmente C e N (De Troyer et al., 2011,
Tenelli et al., 2019), estando de acordo com o0 observado nos dados anteriormente
apresentados neste trabalho. A este resultado atribui-se também a intensa atividade
microbiana que ocorre nesse material, principalmente durante o processo de
decomposicao, essencialmente biologico (Pimentel et al., 2019; Paungfoo-Lonhienne
et al., 2015). Destaca-se também a caracteristica acida dos solos aqui amostrados, a
qual desfavorece o aumento da diversidade e a atividade microbiana (Liu et al., 2019).

Os processos ecologicos desempenhados pela microbiota, além da
decomposicao, se estendem a ciclagem de nutrientes como o carbono, nitrogénio, e
fésforo e sdo diretamente afetados por mudancas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo,
bem como as condi¢cdes ambientais (Yadav et al., 2019). Ainda, devido a sensibilidade
as modificacbes ambientais e do solo, a atividade microbiana pode inclusive ser
utilizada como bioindicadora de qualidade em agro e ecossistemas (Mendes et al.,
2019). Nesse sentido, 0 manejo, representado, dentre outras praticas, pela adubacéo,
nao se mostrou capaz de favorecer a atividade microbiana ao contrario da serrapilheira,
0 que pode indicar os efeitos positivos da presenca de diversas fontes de nutrientes
sobre a atividade da microbiota do solo (Melo et al., 2020).

Por fim, a avaliagdo da atividade microbiana por vias enzimaticas como por meio
do método do FDA (fluorescein diacetate dehydrogenase) esta associada a biomassa
microbiana do solo, as transformacdes de carbono e ciclagem de nutrientes e séo
afetadas pelo uso do solo, sob vegetacdo em estagio de regeneracdo ou terras
agricolas (Schnirer e Rosswall, 1982; Burns et al. 2015; Bobul'ska et at., 2021). Estes

estudos sdo de grande relevancia pois permitem avaliar a resposta microbianas as


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186420315704?casa_token=eyEq9TpLbxwAAAAA:KsSZvudaRdjRmH_3HXPCwiZV9tbYTFyoRPjiVliVqfPw-zJzOqT_vbZYoedmrtjONPh-w-ygbbwv#b28
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186420315704?casa_token=eyEq9TpLbxwAAAAA:KsSZvudaRdjRmH_3HXPCwiZV9tbYTFyoRPjiVliVqfPw-zJzOqT_vbZYoedmrtjONPh-w-ygbbwv#b28
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perturba¢des ambientais, indicando a eficiéncia destes na exploracao dos recursos do
solo, principalmente em camadas superficiais, onde o metabolismo microbiano é mais
intenso e eficiente (Bobul'ska et at., 2021).

Nossos resultados evidenciam a influéncia da cobertura vegetal e do manejo
sobre os atributos quimicos e microbiolégicos do solo, onde diversos nutrientes se
mostraram alterados em funcédo do tipo do solo, enquanto a profundidade néo se
mostrou determinante sobre os conteudos nutricionais. No material vegetal,
principalmente a serrapilheira, a relagdo C/N mais baixa indica que esse material possui
maior propensdo em fornecer nutrientes mais rapidamente ao solo, principalmente o
carbono.

Desta forma, este estudo pode contribuir com o entendimento do funcionamento
de ecossistemas agricolas e florestais preservados, oferecendo embasamento
cientifico para novos estudos e para a gestdo agricola e ambiental destas areas. Para
agrossistemas de cana-de-acucar, considerando a necessidade de adocéo de praticas
gque aumentem a produtividade sem o aumento de insumos e com reducdo dos
impactos ambientais, este estudo fornece informacgdes relevantes para a manutencao
da palha de cana-de-acucar sobre o solo e utilizacdo como componente do manejo com
potencial de aumentar os contetdos de C e N do solo, favorecendo assim a atividade
microbiana e sua respectiva contribuicAo em processos bioldgicos vitais ao bom

funcionamento e salde do solo.

CONCLUSAO

Estes resultados evidenciam a influéncia da cobertura vegetal e do manejo sobre
os atributos quimicos e microbiolégicos do solo. Diversos nutrientes se mostraram
alterados em funcédo do tipo do solo, enquanto a profundidade ndo se mostrou
determinante sobre os conteddos nutricionais.

Na serrapilheira, principalmente, a relagdo C/N mais baixa indica que esse
material possui maior propensdo em fornecer nutrientes mais rapidamente ao solo,

principalmente o carbono.
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Desta forma, este estudo pode contribuir com o entendimento do funcionamento
de ecossistemas agricolas e florestais preservados, oferecendo embasamento
cientifico para novos estudos e para a gestdo agricola e ambiental destas areas. Para
agrossistemas de cana-de-agucar, este estudo fornece informacg@es relevantes para a
manutencdo da palha de cana-de-acUcar sobre o solo e utilizagdo como componente
do manejo com potencial de aumentar os conteudos de C e N do solo, favorecendo
assim a atividade microbiana e sua respectiva contribuicdo em processos biologicos

vitais ao bom funcionamento e satde do solo.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, foram apresentados pontos relevantes sobre os consorcios
microbianos, métodos para formulacédo, mecanismos envolvidos na interacao e estudos
em diversas areas que evidenciam o potencial sua aplicabilidade na agricultura,
resultando, além de eficiéncia na producao, reducédo de impactos ambientais.

Nos estudos desenvolvidos, foi observada a influéncia da palha e do manejo do
solo sobre a diversidade e abundancia de géneros bacterianos e os contetdos de Ca,
Mg, P, C, N-total e a relacdo C/N se mostraram influentes sobre as comunidades
bacterianas do solo.

Quanto a decomposicédo de palha de cana-de-agucar in vitro, foi observado
efeito sinérgico de fungos e bactérias no processo de decomposicdo e na atividade
microbiana. A atividade microbiana e o processo de decomposi¢do ainda foram
favorecidos pela reducdo da carga microbiana via autoclavagem.

Referente a quantificacdo das propriedades quimicas e atividade microbiana no
agrossistema de cana-de-acucar e no fragmento florestal, as propriedades quimicas e
a atividade microbiana do solo formam influenciadas pelo manejo e pela deposicao de
residuos e a ordem de magnitude da atividade microbiana foi serrapilheira> palha>
solos.

Por fim, os resultados obtidos indicam os efeitos do manejo, da cobertura do solo
e da deposicdo de residuos sobre as propriedades quimicas e sobre a estrutura e
atividade das comunidades microbianas do solo. Desta forma, este estudo contribui
com embasamento cientifico para o desenvolvimento de técnicas que além de
considerar e estimular a microbiota do solo e consequentemente 0S pProcessos
biol6gicos envolvidos, explore o seu potencial biotecnolégico a fim de se estabelecer
um manejo agroecoldgico da cana-de-acuUcar que atenda as demandas agricolas de

produtividade e reducéo de custos e que seja ambientalmente sustentavel.
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Tabela suplementar 1. Distribuicdo de leituras e cobertura por amostra de solo.

Amostras Leituras Leituras Cobertura ap0s
totais rarefeitas rarefacao
SR 0-5cm 33867 28580 0.9999650
ST 5-10 cm 58474 28580 0.9992302
ST 5-10 cm 36381 28580 0.9998950
ST 5-10 cm 29517 28580 0.9998950
SR 0-5cm 31411 28580 0.9999650
SR 0-5cm 28585 28580 0.9999300
SR 5-10 cm 30992 28580 0.9998950
SR 5-10 cm 68707 28580 0.9996151
SR 5-10 cm 33221 28580 0.9999650
ST 0-5cm 39902 28580 0.9998251
ST 0-5cm 34793 28580 0.9998600
ST 0-5cm 72641 28580 0.9985654

ST = Solo sob palhada de cana-de-acucar; SR = Solo de referéncia; Profundidades analisadas: 0-5 cm e 5-10 cm.

Tabela suplementar 2. Anédlise de Variancia Multivariada Permutacional (Permanova) mostrando as diferencas entre as

comunidades bacterianas do solo.

2Soma dos 3Média dos
4F
1GL Quadrados Quadrados  modelo SR? 5pr> F
Tratamento 3 1,516580 0,5055267 1,15528 0,3022757 0,001
Residuos 8 3,500627 0,4375784 NA 0,6977243 NA
Total 11 5,017208 NA Na 1 NA

1Graus de liberdade; 2Soma de quadrados; *Média dos quadrados; “Modelo estatistico; °R? parcial; ®Valores de P.
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Figura complementar 1. Box plots organizados de acordo com o tratamento e faceta por filo
microbiano usando a transformacdo da razdo logaritmica centrada das contagens de sequéncias
brutas rarefeitas. As caixas denotam o intervalo interquartil; a linha horizontal dentro das caixas
representa a mediana. Tratamentos: solo sob palhada de cana (ST) e solo de referéncia (SR) em
duas profundidades de analise (0-5 cm e 5-10 cm).



W | Parmoer Racans oo | | Parospea o |

4 3
B H = -
= - = q -l 2 . -q 2 2 = B =] 2 qﬂ :
n Iﬁ @ T ’ ! ? B o o "
-1
? 4. & : ’ o . B 2 : |
MBS $ ot e Y N e s NS o SO g B RS N N BRSPS
FEL S AL F A LS FSF S o A R o o o & o
va“:@p' P S e P & & P ;‘;}e@ét’ & ;;\i?_«" P ’-“c.rg-"' & ,;a“é;; ks g‘:?'—,"“f &% ,pf}a' B
Amyeolstopsis | Aqicel | Aqusphacra Bactius Baciemides | Bausa Bocliontro Bastoocaus | Bryobacter Ja-Cabanierona-Fara
. 2 i & = . X | & 2 | se y
. X $ ) . ! 0 =] . =}
o v . Iﬁﬁ 1 N o | 40 == 325 40
. ’ é . ' 2 i |2 o 2
1 o 1oy T e e el T el
-4 13 R h a7 ! R R
osf“f *‘“:f -ff&f’\tﬁ G &&f:.f h‘f‘f‘f“‘sf S a’“ f-fvf" AL A »ﬁ“e’“ FIFE S A f‘fcf
g 4 ,34;) B Eaa) # ,;~ P S g7 e T ‘9,.9-"‘ PN g & LK Ca ;~ & gl g ,g‘;_ra 4 P
i e i ! e Coers |
4

ﬁa

i —
v o N{l}
4
1
I
e
1
il
e u =
-
[+
1
PEPEPE,
t
—|:IL
% .
—
—1
m{lk_:_
il
I:H
hlls
T_ﬂ_m
ﬂ:l—
bl
4 o
w1
-
— T
—ED-

S £ 6‘ & F 6‘“ & &
‘?o‘L{,P} S :r{s”; o ::"’inﬂ’ A:f"’: "’ QQ gt "’i“j‘ Em ‘;“* 52" o n«“{,«“‘ é\w’*,’»‘" ‘!'i\ °’§ "f o "@ «‘{"? &\ " 4«‘{“? x{,@‘ o ” ,,»“f < @’ x’f
G 8y & g & &g & aQe‘,« . &g & g & & 4 G g E 4 & gh &g &
| | oo bt | [ oy | [ Epmtonan Erteratmier C e T Forain Fea |
2
"es 1 = s - . 1 = 2
Ta T el R = ‘ : T I |
5 - ﬁ o o - o 2 . - 0
2 a ! 1 - o -2 -1
. - 2 2 = 2 & B é -z
ﬁ—: Ue Udee 3 78 TP Bl L) z.... 15 5T -
& £ & & & & £ & & & S & .o & £ & & 7
LA G FaiS FLIS LG FESS LG FESG SESG LG FhESE SASS
#‘ge‘;\ Ea & 4‘).,»\ Fof &g Pl LB é“%mA eé@ e?‘ge‘;\ & & F a8 &g
G| [ | |G | | [ oo Voo | I (=0 ] oo |
4 - 35 : 2 I [=] 2 =}
2 5
A =Pa 1 T $¢ PPl 7oy | . ; |
. . v Iﬁ . 25469 $ N | = oo -1 |
g 2 2 ﬁ S = 70 ’ Q e $ 25 { m— -2 |
E a N i P | 5 = L= |
o AP & P & & & 5 & & PP IS o 5 PP S PP PP & p
I FAAG FAid Fidd FAAd FiA GEAG GipG GAiE GAAG FAAE i
E P & $g Fo¥ &g Fof &g P PLBLE Tl &g F e g g g% o4 Fgt 94
i ] Witreria | Logoncia [— [ I e
£
3

FPFRPIPY,

Lo
all

—] T

Iy

5 t 52

%y, ] 1

W’«‘.,”‘ﬂ

%

3 |N )
% %]

alls

n
=
|
!
—
o
1
10
-D]-
o
s
-I]
L=
o
"=
0
o
C—
g,
1
I

ET)
- e =‘,, I IR el S | J
gf‘(f ~§5" B,-J—‘“S.h‘\;rﬁ“‘\@f" Kv}“‘\“‘“&y&@‘.\df »é° - ab df -f‘\ S »59 K d-" ;“ »5 @“ x«é’\“cmw & 'f‘ & ~§5‘ &
ot S S EVCE IR O R 4;; P S \f

Figura complementar 2. Box plots organlzados de acordo com 0 tratamento e faceta por género microbiano usando a transformacgéo da razéao
logaritmica centrada das contagens de sequéncia bruta rarefeita. Os taxa ndo vistos mais de 3 vezes em pelo menos 20% das amostras foram
removidos para proteger contra uma OTU com C.V médio pequeno e trivialmente grande. As caixas denotam o intervalo interquartil; a linha horizontal
dentro das caixas representa a mediana. Tratamentos: solo sob palhada de cana (ST) e solo de referéncia (SR) em duas profundidades de analise
(0-5cm e 5-10 cm).



Tabela complementar 3. Lista de géneros compartilhados entre os tratamentos ST e SR em 0-5 cm e 5-10 cm.

SR SR ST ST
Filo Classe Ordem Familia Género 0-5cm 5-10cm 0-5cm 5-10 cm

Actinobacteriota Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces 705 296 2956 485
Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae Conexibacter 16811 8286 7793 2977
Actinobacteriota Thermoleophilia Gaiellales NA NA 10723 6155 9730 7171
Actinobacteriota Actinobacteria Corynebacteriales Mycobacteriaceae Mycobacterium 3115 1820 2456 1656
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae Rhodoplanes 1623 1609 1588 1801
Acidobacteriota Acidobacteriae Acidobacteriales NA NA 1251 3166 864 3420
Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales 67-14 NA 146 0 4188 671
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae Bradyrhizobium 1043 1195 1329 1404
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 5208 3506 1425 1515
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 1240 122 116 780
Chloroflexi TK10 NA NA NA 761 2239 1732 1183
Actinobacteriota Actinobacteria Frankiales Frankiaceae Jatrophihabitans 3050 1786 3580 905
Acidobacteriota Acidobacteriae Solibacterales Solibacteraceae Candidatus Solibacter 198 460 382 864
Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae NA 1511 2144 428 1628
Planctomycetota Planctomycetes Gemmatales Gemmataceae NA 404 1441 217 1234
Proteobacteria Gammaproteobacteria Gan?;réiﬁ)tr:éeggggeria Unknown Family Acidibacter 1114 2035 623 2379
Proteobacteria Alphaproteobacteria Elsterales NA NA 1166 2431 408 1635
Acidobacteriota Acidobacteriae Acidobacteriales Aczcéziz(it()edzﬁae Occallatibacter 0 155 0 220
Chloroflexi AD3 NA NA NA 582 2861 18 1474

Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae Solirubrobacter 325 8 1565 0
Actinobacteriota Actinobacteria Propionibacteriales Nocardioidaceae Nocardioides 661 104 4120 419

Burkholderia-
Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Caballeronia- 434 557 1037 2872
Paraburkholderia

Chloroflexi Ktedonobacteria Ktedonobacterales Ktedonobacteraceae HSB OF53-F07 1225 1592 549 1390
Actinobacteriota Acidimicrobiia NA NA NA 149 1244 105 825
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Mesorhizobium 0 0 308 143

Actinobacteriota Actinobacteria Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae Actinomycetospora 428 56 621 0
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Myxococcota
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NA
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IMCC26256
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NA
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NA
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NA
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Streptomycetaceae
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NA
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NA
Gaiella
NA
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Crossiella
NA
NA
Pseudolabrys
NA

Candidatus
Xiphinematobacter

NA
Pseudonocardia
Pajaroellobacter

NA

Modestobacter
Intrasporangium
Kitasatospora
Kutzneria
Roseiarcus
Staphylococcus
Candidatus Udaeobacter
NA
Ramlibacter
NA
Singulisphaera
Acidicaldus
Rugosimonospora
Aquisphaera
NA
NA

1648
308

1232
745
196

2589

465

34

507
297
387
85
353

76
519
86
290
85
76
186

133

917

769
186

1202
123
62
463

1147
2426
226
221

238

2205
134
760
122
136

843

756

637
40

354
180
194
44
25
313
192

1376
886
909

1412

1273

22
271
270

583
1105
398
229
121
321

330
361

631
621
141
461
492
271
131
582
705
506

1605
167
1101
861
374
1381
1208
667

262

688
551
545
254

488

308
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398
1896
1036
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213
120
48
31
701
328
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Proteobacteria
Acidobacteriota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Planctomycetota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Chloroflexi
Planctomycetota
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Alphaproteobacteria
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Actinobacteria
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Propionibacteriales
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Burkholderiales
Myxococcales
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Streptomycetales
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Nocardioidaceae
Micrococcaceae
Pseudonocardiaceae
Enterobacteriaceae
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(Subgroup 1)
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NA
A21b
Myxococcaceae
WD2101 soil group
Enterobacteriaceae
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Thermomonosporaceae
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Hyphomicrobiaceae
NA
Rhodanobacteraceae
Nakamurellaceae
Ktedonobacteraceae
Isosphaeraceae
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Micromonosporaceae
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Thermomonosporaceae
NA

Streptomycetaceae

Candidatus Koribacter
Kribbella
Sinomonas
NA
Escherichia-Shigella
NA
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NA
NA
NA
NA
Enterobacter
Bryobacter
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Reyranella
Pedomicrobium
NA
Rudaea
Nakamurella
NA
NA
Phenylobacterium
Luedemannella
Tumebacillus
Actinomadura
NA
Streptacidiphilus
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254

112

231

15

7

139
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26

37
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316

33

205
117
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239
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42
24
47
94
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375
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113

395
71
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148
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507
83
126
53
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217
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69
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81
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330
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495
180
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524
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419
622
354
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306
77
132
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273
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Bacteroidota

Proteobacteria

Gammaproteobacteria
NA
Actinobacteria

Actinobacteria
Acidobacteriae

Gammaproteobacteria
Gitt-GS-136
Gammaproteobacteria
Actinobacteria
Bacilli
Nitrososphaeria
Actinobacteria

Planctomycetes
Negativicutes

Ktedonobacteria
Polyangia
Actinobacteria
Ktedonobacteria

Alphaproteobacteria
Acidobacteriae

Alphaproteobacteria
NA
Acidimicrobiia
Vicinamibacteria

Alphaproteobacteria
Acidobacteriae

Gammaproteobacteria
Bacteroidia

Alphaproteobacteria

Xanthomonadales
NA
Micromonosporales

Frankiales
Acidobacteriales

Burkholderiales
NA
Xanthomonadales
Catenulisporales
Paenibacillales
Nitrososphaerales
NA
Pirellulales

Veillonellales-
Selenomonadales

Ktedonobacterales
Haliangiales
Propionibacteriales
B12-WMSP1

Rhizobiales
Acidobacteriales

Azospirillales
NA
Microtrichales
Vicinamibacterales

Sphingomonadales
Acidobacteriales

Burkholderiales
Chitinophagales

Azospirillales

Rhodanobacteraceae
NA
Micromonosporaceae
Geodermatophilaceae

Acidobacteriaceae
(Subgroup 1)

Comamonadaceae
NA
Rhodanobacteraceae
Actinospicaceae
Paenibacillaceae
Nitrososphaeraceae
NA

Pirellulaceae
Veillonellaceae

Ktedonobacteraceae
Haliangiaceae
Nocardioidaceae
NA
Devosiaceae

Acidobacteriaceae
(Subgroup 1)

Azospirillaceae
NA
NA
Vicinamibacteraceae
Sphingomonadaceae

Acidobacteriaceae
(Subgroup 1)

Comamonadaceae
Chitinophagaceae

Azospirillaceae

Dokdonella
NA
Micromonospora

Geodermatophilus
Terracidiphilus

NA
NA
Dyella
Actinospica

Paenibacillus

Candidatus Nitrocosmicus

NA
NA

Veillonella

Ktedonobacter
Haliangium
NA
NA

Devosia
Edaphobacter

Azospirillum
NA
NA
Luteitalea

Porphyrobacter
Telmatobacter

Piscinibacter
Heliimonas

NA

299

153

340

69

243
97
155
232
241
140

30

58
232

383

1032
207
41

40

30
36
155
211

354
260

55

69
185

239

62
352

117

201
246

93

149

44
67
183
364
173
249

14

1205
83
83

131

116

200
13
123
120
62

114
73

898

201
166
243
33
28
46
988

199

40
661

208

315
185



Myxococcota
Firmicutes
GAL15
Bacteroidota
Latescibacterota
Proteobacteria
Patescibacteria
Chloroflexi
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Chloroflexi
Planctomycetota

Proteobacteria
Firmicutes

Proteobacteria
Bacteroidota
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteriota
Acidobacteriota

Acidobacteriota
Cyanobacteria
Chloroflexi
Bacteroidota
Bacteroidota
Actinobacteriota

Proteobacteria

Polyangia
Bacilli
NA
Bacteroidia
NA
Alphaproteobacteria
Saccharimonadia
Anaerolineae
Gammaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Gammaproteobacteria
NA
Planctomycetes

Gammaproteobacteria
Clostridia

Alphaproteobacteria
Bacteroidia
Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Actinobacteria
Acidobacteriae

Blastocatellia
Vampirivibrionia
Ktedonobacteria

Bacteroidia
Bacteroidia
Actinobacteria

Alphaproteobacteria

Polyangiales
Paenibacillales
NA
Chitinophagales
NA
Caulobacterales
Saccharimonadales
Anaerolineales
Diplorickettsiales
NA
Pseudonocardiales
Micrococcales
Xanthomonadales
NA
Isosphaerales

Burkholderiales
Clostridiales

Rhizobiales
Chitinophagales
Azospirillales
Xanthomonadales

Frankiales
Acidobacteriales

Blastocatellales
Vampirovibrionales
C0119
Chitinophagales
Chitinophagales
Pseudonocardiales

Sphingomonadales

Phaselicystidaceae
Paenibacillaceae
NA
Chitinophagaceae
NA
Caulobacteraceae
LWQ8
Anaerolineaceae
Diplorickettsiaceae
NA
Pseudonocardiaceae
Cellulomonadaceae
Rhodanobacteraceae
NA
Isosphaeraceae

Burkholderiaceae
Clostridiaceae

Hyphomicrobiaceae
Chitinophagaceae
Azospirillaceae
Xanthomonadaceae
Geodermatophilaceae

Acidobacteriaceae
(Subgroup 1)

Blastocatellaceae
Vampirovibrionaceae
NA
Chitinophagaceae
Chitinophagaceae
Pseudonocardiaceae

Sphingomonadaceae

Phaselicystis
Ammoniphilus
NA
Flavisolibacter
NA
NA
NA
NA
Aquicella
NA
Amycolatopsis
Cellulomonas
Luteibacter
NA
Paludisphaera

Cupriavidus

Clostridium sensu stricto

12
Hyphomicrobium
Terrimonas
Skermanella
NA

Blastococcus
Granulicella

NA
Vampirovibrio
NA
NA
Puia
Longimycelium

Ellin6055

21
24

57
186
258
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217
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76
373

10

80
263
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98

56
38

283

84
99

44
92
94
98
59
35
88

18

202
84

32

107
190
81

82

185

67
116

83

58
14
50
124
240



Actinobacteriota Acidimicrobiia

Acidobacteriota Blastocatellia
Firmicutes Bacilli
Proteobacteria Gammaproteobacteria
Actinobacteriota Actinobacteria
Proteobacteria Alphaproteobacteria
Gemmatimonadota Gemmatimonadetes
Proteobacteria Gammaproteobacteria
Firmicutes Clostridia
Actinobacteriota Actinobacteria

Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae

Firmicutes Clostridia
Proteobacteria Alphaproteobacteria
Chloroflexi Dehalococcoidia

Myxococcota Polyangia

Actinobacteriota Actinobacteria

Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae
Bacteroidota Bacteroidia
Proteobacteria Gammaproteobacteria

Actinobacteriota Thermoleophilia

Firmicutes Clostridia
Proteobacteria Alphaproteobacteria
Proteobacteria Gammaproteobacteria
Proteobacteria Alphaproteobacteria

Actinobacteriota Actinobacteria

Proteobacteria Alphaproteobacteria
Proteobacteria Alphaproteobacteria
Chloroflexi JG30-KF-CM66

Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae

Proteobacteria Alphaproteobacteria

Microtrichales
Blastocatellales
Alicyclobacillales
Xanthomonadales
Corynebacteriales
Rhizobiales
Gemmatimonadales
Enterobacterales
Clostridiales
Pseudonocardiales
Pedosphaerales
Clostridiales
Rhizobiales
S085
Polyangiales
Micrococcales
Chthoniobacterales
Chitinophagales
Burkholderiales
Solirubrobacterales

Peptostreptococcales-
Tissierellales

Rhizobiales
Enterobacterales
Rhizobiales
Catenulisporales
Rhizobiales
Acetobacterales
NA
Pedosphaerales

Rhizobiales

lamiaceae
Blastocatellaceae
Alicyclobacillaceae
Rhodanobacteraceae
Nocardiaceae
Beijerinckiaceae
Gemmatimonadaceae
NA
Clostridiaceae
Pseudonocardiaceae
Pedosphaeraceae
Clostridiaceae
Labraceae
NA
Blrii41
Microbacteriaceae
Chthoniobacteraceae
Chitinophagaceae
Oxalobacteraceae

Solirubrobacteraceae
Peptostreptococcaceae

KF-JG30-B3
Erwiniaceae
Methyloligellaceae
Catenulisporaceae
Rhizobiales Incertae Sedis
Acetobacteraceae
NA
Pedosphaeraceae

Rhizobiaceae

lamia
JGI 0001001-HO3
Alicyclobacillus
Rhodanobacter
Rhodococcus
Rhodoblastus
Gemmatimonas
NA
Hathewaya
Kibdelosporangium
ADurb.Bin063-1
Clostridium sensu stricto 1
Labrys
NA
NA
Gryllotalpicola
Chthoniobacter
Parafilimonas
Massilia

JCM 18997
Clostridioides

NA
NA
NA
Catenulispora
Bauldia
Asaia
NA
NA
NA

75
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168

58
65

62

93

64
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34

156
58
16

57
80

46
119

161
7
26
88
59
32

69

81

88

63
128

51
145

85

115
54

76

174

40
93
75

174
49



Nitrospirota
Chloroflexi
Actinobacteriota
Firmicutes
Planctomycetota
Cyanobacteria
Proteobacteria
Gemmatimonadota
Dependentiae
Chloroflexi
Bacteroidota
Proteobacteria
Planctomycetota
Gemmatimonadota
Bdellovibrionota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
RCP2-54
Actinobacteriota

Armatimonadota
Proteobacteria

Methylomirabilota
Myxococcota
Firmicutes
Myxococcota
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Chloroflexi

Cyanobacteria

Nitrospiria
Ktedonobacteria
Thermoleophilia

Bacilli
Planctomycetes
Cyanobacteriia

Alphaproteobacteria
Longimicrobia
Babeliae
Ktedonobacteria
Bacteroidia
Gammaproteobacteria
Planctomycetes
Gemmatimonadetes
Oligoflexia
Acidimicrobiia
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
NA
Acidimicrobiia
Chthonomonadetes

Alphaproteobacteria

Methylomirabilia
Polyangia
Bacilli
Myxococcia
Thermoleophilia
Actinobacteria
Chloroflexia

Vampirivibrionia

Nitrospirales
Ktedonobacterales
NA
Paenibacillales
Isosphaerales
Chloroplast
Rhizobiales
Longimicrobiales
Babeliales
Ktedonobacterales
Sphingobacteriales
Xanthomonadales
Gemmatales
Gemmatimonadales
0319-6G20
Acidimicrobiales
Rhizobiales
Rhizobiales
NA
Microtrichales

Chthonomonadales
Rhizobiales

Rokubacteriales
mlel-27
Bacillales
Myxococcales
Solirubrobacterales
Streptosporangiales
Thermomicrobiales

Obscuribacterales

Nitrospiraceae
JG30-KF-AS9
NA
Paenibacillaceae
Isosphaeraceae
NA
A0839
Longimicrobiaceae
NA
Ktedonobacteraceae
Sphingobacteriaceae
Xanthomonadaceae
Gemmataceae
Gemmatimonadaceae
NA
Acidimicrobiaceae
Beijerinckiaceae
Beijerinckiaceae
NA
Microtrichaceae

Chthonomonadaceae
Beijerinckiaceae

NA
NA
NA
Anaeromyxobacteraceae
NA
Nocardiopsaceae
JG30-KF-CM45

Obscuribacteraceae

Nitrospira
NA
NA
Oxalophagus
Tundrisphaera
NA
NA
YC-ZSS-LKJ147
NA
Thermosporothrix
Mucilaginibacter
Stenotrophomonas
Gemmata
NA
NA
NA
Microvirga
Methylovirgula
NA
NA
Chthonomonas

Methylobacterium-
Methylorubrum

NA
NA
NA
Anaeromyxobacter
NA
Nocardiopsis
NA
NA

12
54
25
69

53

57

11

22

20

48

39

48

75

100
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37
201
50
29
60
56

30

21

27
23

151

21

21

28

26
21

7

63
40
156
32

51
22
24
18
141

24
37

128

26
21
45
32
149
60
19

39
89
64
11
91

158
81

33
132

37

13

35

17

38

26
132



Actinobacteriota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Myxococcota
Proteobacteria

Verrucomicrobiota

Firmicutes

Acidobacteriota

Planctomycetota
Armatimonadota
Crenarchaeota
Acidobacteriota
Proteobacteria
Chloroflexi
Dependentiae
Chloroflexi
Dependentiae
Bacteroidota
Armatimonadota
Firmicutes
Patescibacteria
Proteobacteria
Chloroflexi
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria

Bdellovibrionota

Actinobacteria
Actinobacteria
Phycisphaerae
Polyangia
Alphaproteobacteria

Verrucomicrobiae

Clostridia

Acidobacteriae

Planctomycetes
NA
Nitrososphaeria
Blastocatellia
Gammaproteobacteria
Ktedonobacteria
Babeliae
Ktedonobacteria
Babeliae
Bacteroidia
Chthonomonadetes
Bacilli
Saccharimonadia
Alphaproteobacteria
Anaerolineae
Alphaproteobacteria
NA
Clostridia
Acidimicrobiia
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Bdellovibrionia

Micrococcales
Streptosporangiales
Tepidisphaerales
Polyangiales
Holosporales
Pedosphaerales

Peptostreptococcales-
Tissierellales

Acidobacteriales

Pirellulales
NA
Group 1.1c
Pyrinomonadales
WD260
Ktedonobacterales
Babeliales
Ktedonobacterales
Babeliales
Bacteroidales
Chthonomonadales
Lactobacillales
Saccharimonadales
Rhizobiales
SBR1031
Rhizobiales
NA
Lachnospirales
Microtrichales
CCD24
Steroidobacterales

Bdellovibrionales

Microbacteriaceae
Streptosporangiaceae
CPla-3 termite group
Polyangiaceae
Holosporaceae

Pedosphaeraceae
Peptostreptococcaceae

Acidobacteriaceae
(Subgroup 1)

Pirellulaceae
NA
NA
Pyrinomonadaceae
NA
Ktedonobacteraceae
Babeliaceae
Ktedonobacteraceae
Vermiphilaceae
Bacteroidaceae
NA
Streptococcaceae
WWH38
Methyloligellaceae
Adb
NA
NA
Lachnospiraceae
llumatobacteraceae
NA
Steroidobacteraceae

Bdellovibrionaceae

Leifsonia
Streptosporangium
NA
NA
NA

Pedosphaera

Paraclostridium

NA

Pirellula
NA
NA
RB41
NA
FCPS473
NA
1921-2
NA
Bacteroides
NA
Streptococcus
NA
Methyloceanibacter
NA
NA
NA
Lachnoclostridium
NA
NA
Steroidobacter

Bdellovibrio

15

36

16

23

13

11

109
37

51
21
95
18

10

14
29
45

48

57
90

14

111
47
36
57
49
55

106

155

176
35
41
54

35
31

19

73



Proteobacteria
Proteobacteria
Chloroflexi
Myxococcota
Verrucomicrobiota

Planctomycetota
Verrucomicrobiota

Proteobacteria
Cyanobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Proteobacteria
Proteobacteria
Myxococcota
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteriota
Bacteroidota
Armatimonadota
Proteobacteria
Bacteroidota
Actinobacteriota
Planctomycetota
Proteobacteria
Actinobacteriota
Actinobacteriota
Verrucomicrobiota
Actinobacteriota

Patescibacteria

Firmicutes

Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Anaerolineae
Polyangia
Verrucomicrobiae

BD7-11
Chlamydiae

Gammaproteobacteria
Sericytochromatia
Alphaproteobacteria
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
Gammaproteobacteria
bacteriap25
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Actinobacteria
Bacteroidia
Fimbriimonadia
Gammaproteobacteria
Bacteroidia
Actinobacteria
Planctomycetes
Alphaproteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Verrucomicrobiae
MB-A2-108

Saccharimonadia

Bacilli

Rhizobiales
Burkholderiales
NA
Polyangiales
Pedosphaerales
NA
Chlamydiales
KF-JG30-C25
NA
Rhizobiales
Propionibacteriales
Dongiales
Legionellales
NA
Xanthomonadales
Diplorickettsiales
Streptosporangiales
Cytophagales
Fimbriimonadales
Coxiellales
Chitinophagales
Corynebacteriales
Isosphaerales
Rhizobiales
Micromonosporales
Corynebacteriales
Opitutales
NA

Saccharimonadales

Thermoactinomycetales

Rhizobiales Incertae Sedis
Sutterellaceae
NA
Sandaracinaceae
Pedosphaeraceae
NA
Parachlamydiaceae
NA
NA
Beijerinckiaceae
Nocardioidaceae
Dongiaceae
Legionellaceae
NA
Rhodanobacteraceae
Diplorickettsiaceae
Thermomonosporaceae
Microscillaceae
Fimbriimonadaceae
Coxiellaceae
Chitinophagaceae
NA
Isosphaeraceae
Devosiaceae
Micromonosporaceae
Nocardiaceae
Opitutaceae
NA

Saccharimonadaceae

Thermoactinomycetaceae

Nordella
NA
NA
NA

Ellin517

NA

Candidatus
Protochlamydia

NA
NA
NA
Marmoricola
Dongia
Legionella
NA
NA
NA
NA
NA
NA
Coxiella
Edaphobaculum
NA
Candidatus Nostocoida
NA
Actinoplanes
Nocardia
Opitutus
NA
TM7a

Risungbinella
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24

18

10
13

23

18

99
14
17

19
22

24

24

41
59

51
81

44

33
97
36

18
25

12
10
16



MBNT15
Elusimicrobiota
Actinobacteriota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Chloroflexi
Acidobacteriota
Proteobacteria
Crenarchaeota
Acidobacteriota
Actinobacteriota

Myxococcota
Proteobacteria

Myxococcota
Myxococcota

Proteobacteria
Firmicutes

Dependentiae
Proteobacteria

Actinobacteriota
Firmicutes

Desulfobacterota
Myxococcota
Bacteroidota

Cyanobacteria
Myxococcota
Myxococcota

Acidobacteriota

Proteobacteria

NA
Lineage lla
Actinobacteria
Gammaproteobacteria
Verrucomicrobiae
Ktedonobacteria
Acidobacteriae
Alphaproteobacteria
Nitrososphaeria
Blastocatellia
NA

Myxococcia
Gammaproteobacteria

Myxococcia
Polyangia

Gammaproteobacteria
Clostridia

Babeliae
Alphaproteobacteria

Actinobacteria
Clostridia

Desulfuromonadia
Myxococcia
Bacteroidia

Vampirivibrionia
Polyangia
Polyangia

Acidobacteriae

Alphaproteobacteria

NA
NA
Streptosporangiales
Diplorickettsiales
Chthoniobacterales
Ktedonobacterales
NA
Rhizobiales
Nitrosotaleales
nov/24
NA
Myxococcales

Gammaproteobacteria
Incertae Sedis

Myxococcales
MSB-4B10

Pseudomonadales
Clostridiales

Babeliales
Caulobacterales
Micrococcales

Peptostreptococcales-
Tissierellales

Geobacterales
Myxococcales
Sphingobacteriales
Vampirovibrionales
Polyangiales
NA
Subgroup 13

Sphingomonadales

NA
NA
Streptosporangiaceae
Diplorickettsiaceae
Chthoniobacteraceae
Ktedonobacteraceae
NA
Beijerinckiaceae
Nitrosotaleaceae
NA
NA

Myxococcaceae
Unknown Family

Myxococcaceae
NA

Pseudomonadaceae
Clostridiaceae

Babeliaceae
Hyphomonadaceae

Microbacteriaceae
Peptostreptococcaceae

Geobacteraceae
Vulgatibacteraceae
env.OPS 17
Vampirovibrionaceae
Polyangiaceae
NA
NA

Sphingomonadaceae

NA
NA
Microbispora
Rickettsiella
LD29
1921-3
NA
alphal cluster
NA
NA
NA
KD3-10

Candidatus Berkiella

Pyxidicoccus
NA

Pseudomonas

Clostridium sensu stricto

11
Candidatus Babela
Hirschia
NA

Romboutsia

Geotalea
Vulgatibacter
NA
NA
Aetherobacter
NA
NA
Altererythrobacter

105
14
17
13

23

50
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34

29
36

14
10
27

37

11
17

18

22
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Gemmatimonadota
Acidobacteriota
Acidobacteriota

Bacteroidota
Bacteroidota
Verrucomicrobiota
Verrucomicrobiota

Proteobacteria
Firmicutes

Proteobacteria
Proteobacteria
Armatimonadota
Proteobacteria
Myxococcota
Proteobacteria
Firmicutes
Actinobacteriota
Proteobacteria
Verrucomicrobiota
Verrucomicrobiota
Chloroflexi
Actinobacteriota

Myxococcota
Firmicutes

Myxococcota
Patescibacteria
Planctomycetota
Proteobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria

Gemmatimonadetes
NA
Blastocatellia
NA
Bacteroidia
Verrucomicrobiae
Chlamydiae

Alphaproteobacteria
Bacilli

Gammaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Armatimonadia
Gammaproteobacteria
Myxococcia
Alphaproteobacteria
Negativicutes
Thermoleophilia
Gammaproteobacteria
Verrucomicrobiae
Verrucomicrobiae
Ktedonobacteria
Actinobacteria

Myxococcia
Clostridia

Polyangia
Saccharimonadia
Planctomycetes
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Gemmatimonadales
NA
Blastocatellales
NA
Sphingobacteriales
Chthoniobacterales
Chlamydiales

Azospirillales
Thermoactinomycetales

Burkholderiales
Rickettsiales
Armatimonadales
Pseudomonadales
Myxococcales
Rhizobiales
Acidaminococcales
Solirubrobacterales
NA
Chthoniobacterales
Verrucomicrobiales
Ktedonobacterales
Streptosporangiales
Myxococcales

Peptostreptococcales-
Tissierellales

Polyangiales
Saccharimonadales
Planctomycetales
Rhodospirillales
Rhodospirillales

Sphingomonadales

Gemmatimonadaceae
NA
Blastocatellaceae
NA
AKYH767
Chthoniobacteraceae
Parachlamydiaceae

Inquilinaceae

Thermoactinomycetaceae

Alcaligenaceae
Mitochondria
NA
Moraxellaceae
Myxococcaceae
Rhodomicrobiaceae
Acidaminococcaceae
Solirubrobacteraceae
NA
NA
Verrucomicrobiaceae
Ktedonobacteraceae
Streptosporangiaceae

NA

Peptostreptococcaceae

NA
NA
Rubinisphaeraceae
Rhodospirillaceae
Magnetospiraceae

Sphingomonadaceae

Roseisolibacter
NA
Stenotrophobacter
NA
NA
NA
Neochlamydia

Inquilinus
Thermoactinomyces

Bordetella
NA
NA
Acinetobacter
P30B-42
Rhodomicrobium
Phascolarctobacterium
Parviterribacter
NA
NA
NA
1959-1
NA
NA

Asaccharospora

NA
NA
SH-PL14
NA
NA
NA
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Firmicutes

Verrucomicrobiota
Firmicutes
Proteobacteria
Bacteroidota
Firmicutes
Firmicutes
Bacteroidota
Bacteroidota
Proteobacteria
Planctomycetota

Crenarchaeota

Firmicutes

Proteobacteria

Acidobacteriota

Verrucomicrobiota
Chloroflexi
Proteobacteria

Actinobacteriota
Firmicutes

Firmicutes
Firmicutes
Actinobacteriota

Bacteroidota

Proteobacteria

Proteobacteria

Dependentiae

Clostridia

Chlamydiae
Clostridia
Gammaproteobacteria
Kapabacteria
Clostridia
Clostridia
Bacteroidia
Bacteroidia
Alphaproteobacteria
Planctomycetes
Nitrososphaeria

NA

Gammaproteobacteria

Thermoanaerobaculia

Verrucomicrobiae
Anaerolineae
Alphaproteobacteria

Actinobacteria
Bacilli

Bacilli
Bacilli
Actinobacteria

Bacteroidia

Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria

Babeliae

Peptostreptococcales-
Tissierellales

Chlamydiales
Lachnospirales
JG36-TzT-191

Kapabacteriales
Clostridiales
Gracilibacteraceae
Flavobacteriales
Cytophagales
Caulobacterales
Planctomycetales
Nitrososphaerales

NA

Gammaproteobacteria
Incertae Sedis

Thermoanaerobaculales
S-BQ2-57 soil group
SBR1031

Rickettsiales
Elev-16S-976

Thermoactinomycetales

Bacillales
NA
Streptosporangiales

Chitinophagales

Rhizobiales

Rhodospirillales

Babeliales

Peptostreptococcaceae

Parachlamydiaceae
Lachnospiraceae
NA
NA
Oxobacteraceae
Lutispora
Flavobacteriaceae
Microscillaceae
Hyphomonadaceae
Gimesiaceae
Nitrososphaeraceae

NA

Unknown Family

Thermoanaerobaculaceae

NA
NA
SM2D12
NA

Thermoactinomycetaceae

Planococcaceae
NA
NA

Saprospiraceae

Rhizobiaceae

NA
UBA12411

NA

NA
Anaerocolumna
NA
NA
Oxobacter
NA
Flavobacterium
Ohtaekwangia
SWB02

NA

Candidatus
Nitrososphaera

NA

Candidatus Ovatusbacter

Subgroup 10

NA
NA
NA
NA

NA

Domibacillus
NA
NA
Phaeodactylibacter

Allorhizobium-
Neorhizobium-
Pararhizobium-Rhizobium

NA
NA
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Actinobacteriota
Firmicutes
Proteobacteria
Myxococcota
Proteobacteria
Planctomycetota
Bdellovibrionota
Chloroflexi
Firmicutes
Planctomycetota
Proteobacteria
Acidobacteriota
Firmicutes
Gemmatimonadota
Planctomycetota
Chloroflexi
Acidobacteriota
Cyanobacteria
Chloroflexi
Proteobacteria
Firmicutes

Bacteroidota
Firmicutes

Planctomycetota
Proteobacteria
Planctomycetota
Bdellovibrionota

Verrucomicrobiota
Firmicutes

Proteobacteria

Acidimicrobiia
Clostridia
Gammaproteobacteria
Polyangia
Alphaproteobacteria
Phycisphaerae
Oligoflexia
Ktedonobacteria
Clostridia
Phycisphaerae
Gammaproteobacteria
Blastocatellia

Clostridia

S0134 terrestrial
group
Pla4 lineage

Chloroflexia
Vicinamibacteria
Vampirivibrionia
Ktedonobacteria

Gammaproteobacteria
Bacilli

Bacteroidia
Clostridia

OM190
Gammaproteobacteria
Planctomycetes
Bdellovibrionia

Verrucomicrobiae
Clostridia

Gammaproteobacteria

Acidimicrobiales
Lachnospirales
Burkholderiales

BIfdi19
Tistrellales
Phycisphaerales
Oligoflexales
Ktedonobacterales
Clostridiales
Tepidisphaerales
Pseudomonadales
Elev-16S-573
Monoglobales

NA
NA

Chloroflexales
Vicinamibacterales
NA
Ktedonobacterales
Pseudomonadales
Erysipelotrichales
NA

Peptostreptococcales-
Tissierellales

NA
Burkholderiales
NA
Bdellovibrionales
Chthoniobacterales

Peptostreptococcales-
Tissierellales

Burkholderiales

NA
Lachnospiraceae
Nitrosomonadaceae
NA
Geminicoccaceae
Phycisphaeraceae
NA
Ktedonobacteraceae
Clostridiaceae
NA
Moraxellaceae
NA
Monoglobaceae
NA
NA
Roseiflexaceae
Vicinamibacteraceae
NA
NA
Moraxellaceae
Erysipelotrichaceae
NA

Fenollaria

NA
Neisseriaceae
NA
Bdellovibrionaceae
Terrimicrobiaceae

Sedimentibacteraceae

Nitrosomonadaceae

NA
Blautia
Nitrosomonas

NA

Candidatus Alysiosphaera

SM1A02
NA
G12-WMSP1
NA
NA
Moraxella
NA
Monoglobus
NA
NA
NA
Vicinamibacter
NA
NA
Enhydrobacter
ZOR0006
NA

NA

NA

NA

NA
OM27 clade

Terrimicrobium
Sedimentibacter

MND1
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Actinobacteriota
Bacteroidota
Bacteroidota

Dependentiae

Bacteroidota
Firmicutes

Proteobacteria
Chloroflexi
Fibrobacterota
Verrucomicrobiota
Proteobacteria
Proteobacteria

Verrucomicrobiota
Proteobacteria

Verrucomicrobiota

Firmicutes

Actinobacteria
Bacteroidia
Bacteroidia

Babeliae

Bacteroidia
Bacilli

Alphaproteobacteria
Chloroflexia
Fibrobacteria
Chlamydiae
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Verrucomicrobiae
Alphaproteobacteria

Verrucomicrobiae

Negativicutes

Micrococcales
Chitinophagales
Bacteroidales
Babeliales

Sphingobacteriales
Thermoactinomycetales

Micavibrionales
Thermomicrobiales
Fibrobacterales
Chlamydiales
Burkholderiales
Burkholderiales

Opitutales
Paracaedibacterales

Verrucomicrobiales

Veillonellales-
Selenomonadales

Brevibacteriaceae
NA
Prevotellaceae
UBA12409
NS11-12 marine group

Thermoactinomycetaceae

Micavibrionaceae
NA
Fibrobacteraceae
Chlamydiaceae
Alcaligenaceae
NA

Opitutaceae
Paracaedibacteraceae

Verrucomicrobiaceae

NA

Brevibacterium
NA
Paraprevotella
NA
NA

Shimazuella

NA

NA

NA

NA
Achromobacter

NA

NA

Candidatus
Paracaedibacter

Roseimicrobium

NA
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