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RESUMO

FERREIRA, Maria Elizia Pacheco. Efeito da Vinhaca, Melaco, Xarope de Milho e
Macadamia sobre a proliferacdo de bactérias edaficas utilizadas na agricultura. 2024. 96
f. Tese (Doutorado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) —
Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios, Secretaria de

Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2024.

O Brasil apresenta crescimento de producdo e utilizacdo de bioinsumos
agrarios, sendo alternativa de diminuicdo dos desafios da agricultura moderna Os produtores
agrarios utilizam residuo vinhaca e subproduto melaco das usinas sucroalcooleiras como
fertilizantes de diversas culturas, devidos seus compostos organicos e nutrientes quimicos. E
0s substratos xarope de milho e macadamia também podem ser utilizados como fertilizantes,
por serem ricos em carboidratos e nutrientes quimicos. Tais substratos também podem ser
eficientes para proliferacdo de bactéria edéfica, algumas sendo utilizadas como bioinsumos
biofertilizadores e biocontroladores de pragas e patdgenos agrarios. O efeito dos substratos
vinhaga, melaco, xarope de milho e macadamia sobre a proliferagdo de bactérias edéficas e de
bioinsumos agrarios foi o destaque deste trabalho. Objetivos: (i) Avaliar o efeito da vinhaga,
do xarope de milho e do melaco na proliferacdo de bactérias edéaficas de solos superficiais e
solos inferiores (50cm); (i) Avaliar o efeito da vinhaga, xarope de milho, melaco e
macadamia sobre 15 espécies bacterianas (bioinsumos agrarios da colecdo de bactérias do
Controle Bioldgico/IB). (iii) Realizar a identificacdo biomolecular de isolados bacterianos
filamentosos proveniente de solos (isolados na Fase 1). (iv) Avaliar a eficiéncia do melaco
(2%) sobre a proliferacdo de bactérias edéficas (solos superficiais e inferiores com diferente
concentracdo de Oxigénio no procedimento metodoldgico). Metodologia- O presente trabalho
foi dividido em 4 fases: Fase 1 — Andlise quantitativa de UFC/g de solos superficiais e
inferiores (50cm), tratados com H20, vinhaca, melaco, xarope de milho (6 amostras).
Plagueamento em 2, 15 e 30 dias; as placas contendo in6culos de solos inferiores foram
colocadas dentro de potes com vela acesa (baixa concentracdo de O32). Fase 2 — Analise
quantitativa de UFC/ml de meio contendo bactérias (bioinsumos agrarios - 15 espécies),
inoculadas em meios puros, com vinhaca, melago, xarope de milho e macadamia (7%). Fase
3 —Sequenciamento biomolecular de 44 bactérias edéaficas filamentosas (isoladas na fase 1).
Fase 4 — Andlise quantitativa de UFC/mL de meios puros e com melago (2%) contendo
bactérias edéaficas (solos superiores e inferiores). Tubos contendo meio NB e bactérias de
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solos superficiais foram colocados em agitadores; tubos contendo meio MRS/Caldo e
bactérias de solos inferiores foram colocados dentro de potes de vidro contendo velas acesas.
Nos plagueamentos, as placas contendo inéculos de solos inferiores foram colocadas dentro
de potes com vela acesa (baixa concentracdo de O2). Resultados: Fase 1 — Nos solos
superficiais: maior proliferacdo bacteriana no Tratamento xarope de milho; vinhaca
apresentou media eficiéncia; melaco apresentou baixa eficiéncia. Nos solos inferiores:
Melaco, Vinhaca e Xarope de milho apresentaram maior eficiéncia do que o Tratamento
Controle. Fase 2 — Macadamia e vinhaga apresentaram eficiéncia para a proliferacdo da
maioria dos bioinsumos agrarios (sem diferenca significativa com o controle). Melaco e
xarope de milho apresentaram baixa eficiéncia. Fase 3 — 27 indculos - Actinobactérias dos
géneros Streptomyces, Nocardia, Promicromonospora, Brevibacterium e Dietzia. Fase 4 -
Melaco ndo apresentou eficiéncia na proliferacdo das bactérias de solos superiores em alta
concentragdo de Oxigénio. Conclusdo: Vinhaga, Xarope de Milho, Melaco e Macadémia sdo

proliferadores de algumas espécies bacterianas edéaficas e bioinsumos agrarios.

PALAVRAS-CHAVE: Actinobactéria. Biofertilizante. Bioinsumos. Subprodutos. Residuos.



ABSTRACT

FERREIRA, Maria Elizia Pacheco. Effect of Vinasse, Molasses, Corn Syrup and
Macadamia Nuts on the proliferation of soil bacteria used in agriculture. 2024. 96 f. Tese
(Doutorado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto
Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2024.

Brazil presents growth in production and use of agricultural bio-inputs,
providing an alternative to reducing the challenges of modern agriculture. Agricultural
producers use vinasse residue and molasses by-product from sugar and alcohol plants as
fertilizers for various crops, due to their organic compounds and chemical nutrients. And corn
syrup and macadamia substrates can also be used as fertilizers, as they are rich in
carbohydrates and chemical nutrients. Such substrates can also be efficient for the
proliferation of soil bacteria, some being used as bioinputs, biofertilizers and biocontrollers
for pests and agricultural pathogens. The effect of vinasse, molasses, corn syrup and
macadamia substrates on the proliferation of soil bacteria and agricultural bioinputs was the
highlight of this work. Objectives: (i) Evaluate the effect of vinasse, corn syrup and molasses
on the proliferation of soil bacteria in surface soils and lower soils (50cm); (ii) Evaluate the
effect of vinasse, corn syrup, molasses and macadamia nuts on 15 bacterial species (agrarian
bioinputs from the Biological Control/IB bacteria collection). (iii) Perform biomolecular
identification of filamentous bacterial isolates from soil (isolated in Phase 1). (iv) Evaluate the
efficiency of molasses (2%) on the proliferation of soil bacteria (surface and lower soils with
different concentrations of Oxygen in the methodological procedure). Methodology - The
present work was divided into 4 phases: Phase 1 — Quantitative analysis of CFU/g of surface
and lower soils (50cm), treated with H 2 O, vinasse, molasses, corn syrup (6 samples). Plating
in 2, 15 and 30 days; the plates containing inocula from inferior soils were placed inside pots
with a lit candle (low O2 concentration). Phase 2 — Quantitative analysis of CFU/ml of
medium containing bacteria (agrarian bio-inputs - 15 species), inoculated in pure media, with
vinasse, molasses, corn syrup and macadamia nuts (7%). Phase 3 — Biomolecular sequencing
of 44 filamentous soil bacteria (isolated in phase 1). Phase 4 — Quantitative analysis of
CFU/mL of pure media and with molasses (2%) containing soil bacteria (upper and lower
soils). Tubes containing NB medium and surface soil bacteria were placed on shakers; tubes

containing MRS/Broth medium and bacteria from lower soils were placed inside glass jars



containing lit candles. When plating, plates containing inocula from inferior soils were placed
inside pots with a lit candle (low O2 concentration). Results: Phase 1 — In surface soils: greater
bacterial proliferation in the corn syrup treatment; vinasse showed average efficiency;
molasses showed low efficiency. In the lower soils: Molasses, Vinasse and Corn Syrup
showed greater efficiency than the Control Treatment. Phase 2 — Macadamia and vinasse were
efficient for the proliferation of most agricultural bioinputs (without significant difference
with the control). Molasses and corn syrup showed low efficiency. Phase 3 — 27 inocula -
Actinobacteria of the genera Streptomyces, Nocardia, Promicromonospora, Brevibacterium
and Dietzia. Phase 4 - Molasses was not efficient in the proliferation of bacteria from higher
soils in high oxygen concentrations. Conclusion: Vinasse, Corn Syrup, Molasses and

Macadamia are proliferators of some soil bacterial species and agricultural bio-inputs.

KEYWORDS: Actinobacteria. Biofertilizer. Bioinputs. By-products. Waste.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Agronegocio é um dos principais setores da economia brasileira que integra
praticas urbanas e rurais. Historicamente o termo agronegécio é oriundo do vocabulo
Agribusiness, idealizado pelos americanos John Davis e Ray Goldberg, professores da
Universidade de Harvard no ano de 1957 (OLIVEIRA, 2011).

Alguns estudos apontaram que o Brasil é um pais que apresentou grande
producdo em vérias culturas agricolas no ano de 2021. As principais culturas agricolas
apontadas foram: soja, trigo, feijdo, frutas, algoddo, lenha em madeira em tora e milho. E
além destas culturas na producdo de café e cana-de-agucar, o Brasil foi o lider mundial
(EMBRAPA, 2022a):

Como aponta o terceiro levantamento da safra 2022/2023 realizado pela
CONAB, o Brasil € o maior produtor mundial da cana-de agucar, com uma produtividade de
578.768,1 toneladas na safra 2021/2022 (area cultivada 8.345,0 hectares) com estimativa de
598.345,4 toneladas na safra 2022/2023 (area cultivada 8.307,3 hectares). Entre os maiores
estados produtores sucroalcooleiros do Brasil estdo Sdo Paulo (308,1 milhdes de toneladas),
Goiads (71,1 milhGes de toneladas) e Minas Gerais (68,4 milhGes de toneladas) (CONAB,
2022).

Como ja apontado, a cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) é uma cultura
de grande relevancia na economia brasileira, sendo utilizada como alimento animal (forragem
in natura), matéria prima para fabricacdo de alimentos, bebidas, biocombustiveis (como o
etanol), bioplasticos, além de geracdo de energia produzida a partir do bagaco proveniente do
seu processamento. Além disso, o cultivo de cana-de-agucar € uma atividade de agronegocio
de grande importancia social, pois é responsavel por grande geracdo de empregos formais. O
complexo sucroalcooleiro foi responsavel por 712.182 empregos formais do agronegdcio
brasileiro onde a estrutura produtiva contou com 389 unidades e mais de 1000 municipios
com atividade vinculada a industria sucroenergética no pais (RAIS 2019; MAPA apud
SIAMIG, 2021)

A producdo do etanol gera alguns residuos como a vinhaca e torta de filtro e
alguns subprodutos como melago que podem ser utilizados na fertilizacdo do solo dos
canaviais e de outras culturas vegetais. E no presente trabalho, esta sendo analisado o efeito
da vinhaca e do melago sobre a proliferacdo bacteriana agréria.

Ao longo da historia do cultivo da cana-de-agUcar, a colheita realizada através

da queimada sempre trouxe grandes problemas ambientais, causados pela liberagéo de



17

substancias toxicas no ar, mortalidade de animais e microrganismos habitantes dos canaviais,
além de gerar problemas de salde aos trabalhadores e moradores da regido. Em virtude de tais
problemas, incluindo a escassez de mao-de-obra, a colheita de cana-de-acucar de forma
mecanizada iniciou em 1970, e foi promulgada pela da lei n® 11.241, em 19 de setembro de
2002, estipulou um cronograma gradativo de extincdo das queimadas dos canaviais, que
gradativamente iria introduzir a técnica da colheita mecanizada da cana-de-agUcar. No Estado
de Séo Paulo, a lei determinava que as queimadas fossem banidas até o ano de 2021 em areas
mecanizaveis, e até 2031 em é&reas ndo mecanizaveis. Contudo, em junho de 2007, foi
assinado um protocolo de cooperacdo entre o governo do Estado de Séo Paulo e a Unido da
Agroindustria de Sado Paulo — UNICA — denominado Protocolo Agroambiental, que visou a
antecipacdo da eliminacdo das queimadas, que seriam banidas até o ano de 2017. O protocolo
ndo tinha forca de lei ja que ndo substituia a Lei Estadual n® 11.241, mas teve grande
aceitacao por parte dos canavieiros. (SAO PAULO, 2002; JESUS e TORQUATO, 2014)

A mudanca da técnica de colheita da cana trouxe beneficios ambientais e a
saude publica, além de garantir o aumento de um insumo valioso para a geracdo de
eletricidade, j& que permite a utilizacdo das palhas e das pontas que anteriormente eram
gueimadas. Entretanto, o aumento expressivo da area cultivada, associado a monocultura da
cana-de-acucar e a proibicdo das queimadas dos canaviais tem gerado um aumento na
ocorréncia de ervas daninhas, fitopatdgenos e insetos-pragas, alguns deles com grande
potencial destrutivo e responsaveis pela diminuicdo da produtividade nos canaviais (V RIFIB,
2001).

Desde o final da Segunda Guerra Mundial, o controle de pragas na agricultura
e na pecuaria dependia principalmente da aplicacdo intensiva de inseticidas sintéticos. O
mercado global de pesticidas ainda apresentava crescimento em cerca de 3,6% ao ano e
avaliado em torno de US $47 bilhGes (BCC RESEARCH, 2010 apud RUIU; SATTA;
FLORIS, 2013). Apesar da utilizacdo dos pesticidas sintéticos ainda serem necessarios para
que os agricultores controlem as pragas e os fitopatdgenos agricolas, a utilizacdo de
bioinsumos como biocontroladores e biofertilizadores esta aumentando no Brasil e no mundo.

A producdo dos bioinsumos especificos ocorreu apos estudos cientificos que
geraram a descoberta e a possibilidade de utilizacdo progressiva de varias espécies
microbianas  entomopatogénicas, incluindo bactérias, virus, protozoarios, fungos,
microsporidios, nematoides (VEJA; KAYA, 2012 apud RUIU; SATTA; FLORIS, 2013).

Segundo a Embrapa, a demanda por insumos bioldgicos, conhecidos como

Bioinsumos, esta em crescimento no Brasil, seguindo a tendéncia mundial, o que esta gerando
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0 surgimento de empresas de pequeno, médio e grande porte. E a expansdo do mercado de
bioinsumos esté sendo estimulada pela implantacdo do Programa Nacional de Bioinsumos e
com isso nas propriedades agricolas esta acontecendo a producdo dos bioinsumos para uso
préprio, também conhecida como Producdo on farm. Esta producédo esta contribuindo para a
sustentabilidade e competitividade da agricultura brasileira, porque os bioinsumos produzidos
por produtores on farm apresentam custos menores quando comparados aos bioinsumos
comerciais. Entretanto, a maioria dos produtores desconhecem os protocolos adequados para
produzir microrganismos em larga escala. A producdo de bioinsumos on farm de ma
qualidade pode gerar problemas ao setor agricola, a saide humana e a contaminacdo
ambiental (EMBRAPA, 2021).

Por isso, as organizacdes que realizam estudos cientificos sobre
microrganismos utilizados como biofertilizadores e biocontroladores de pragas e
fitopatogenos (tais como Instituto Bioldgico, Instituto de Agricultura Bioldgica, Instituto
Agronémico, Embrapa, Universidades Publicas, entre outros) auxiliam a producdo on farm,
melhorando a qualidade dos bioinsumos, o que garante a diminuicdo dos prejuizos
econémicos na agricultura, os impactos ambientais causados pelos agrotoxicos e os problemas
de saude humana gerados por microrganismos patogénicos.

Dentre as bactérias biocontroladores de pragas e fitopatdgenos utilizadas por
produtores on farm, as mais importantes pertencem aos Géneros Bacillus e correlatos (géneros
que outrora faziam parte do género Bacillus).

De outro lado, insumos biofertilizantes da produgdo on farm sdo compostos por
Bactérias Promotoras de Crescimento de Planta (BPCP), que estimulam o crescimento vegetal
através de efeitos biofertilizantes e bioestimulantes, além de aumentar a resisténcia a doencas
e aos estresses.

O solo é o maior reservatério de microrganismos cultivaveis e ndo cultivaveis,
principalmente de bactérias, sendo que, menos de 1% sdo cultivados e caracterizados
(HANDELSMAN, 2005).

Entretanto, segundo Martins e Campos (2011), a vinhaca (residuo
sucroalcooleiro) estd sendo utilizada como fertilizante em culturas agricolas, permitindo o
aumento da comunidade bioldgica do solo (em funcdo das altas taxas de matéria organica),
que pode servir de bioindicadora para avaliacdo dos solos fertirrigados pela vinhaca, ja que
estes microrganismos sdo sensiveis as mudancas no ambiente.

Com o aumento gradativo da producéo de alcool, alguns de seus residuos como

a vinhaga também tem apresentado crescimento, o que tem gerado grande preocupacdo, j& que
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podem se transformar em contaminantes de solos e len¢ois freaticos, quando utilizados em
doses elevadas e de maneira incorreta.

A cada litro de etanol produzido observa-se a producdo de 10 a 15 litros de
vinhaga, que até a década de 70 era descartada em rios e ribeirdes proximos as usinas
(OLIVEIRA, etal., 2013; SILVA, etal., 2013).

O melago de cana (subproduto sucroalcooleiro) e xarope de milho também
estdo sendo utilizados como fertilizantes em solos agricolas, em funcdo das taxas de
nutrientes presentes. Por ser uma 6tima fonte de carboidratos, o Melago da Cana tem a funcgéo
de alimentar e estimular os microrganismos benéficos do solo, como as Bactérias Promotoras
de Crescimento de Plantas “BPCP” (DANTAS, 2020).

E como atualmente a vinhaca, o xarope de milho e 0 melago estdo sendo muito
utilizados como fertilizantes nos solos agricolas, é importante verificar através de estudos
académicos, quais os microrganismos edaficos ou rizosféricos sao compativeis a eles.

Os produtos de macadamia, utilizados para alimentagdo, cosméticos e farmacos
sdo ricos de diversos nutrientes, tais como acidos graxos, proteinas, carboidratos e varios
elementos quimicos. E os residuos gerados no processo de extracdo de oleo de Macadamia,
pode ser um futuro fertilizante organico para diversas culturas agrarias, além de se apresentar
muito importante para os microrganismos edaficos (LEMOS, 2023; FERREIRA, 2015).

Embora a agricultura convencional ja indique a necessidade de diminuir a
utilizacdo de substancias quimicas nas lavouras (aumentando o uso dos bioinsumos), novas
ideologias agricolas (citadas pela Nova Ordem Alimentar) estdo apontando que a agricultura
convencional vem produzindo grande quantidade de alimentos, porém de baixa qualidade
nutricional e baixa densidade. Por isso, esta nova filosofia sugere outras formas de fazer
producéo agricola, que enfatizam a importancia da analise do teor de Sélidos Sollveis Totais
(SST) dos produtos agréarios ou do solo (conhecida como Indice Refratométrico ou grau
BRIX), objetivando equilibrar os fatores bioticos e abiodticos do solo e gerar uma agricultura
sustentavel (GARCIA, 2022).

Diante destes fatos, o presente trabalho visou apontar a importancia de realizar
estudos cientificos para que se conheca o efeito da vinhaca, do xarope de milho, do melaco e
da macadamia sobre bactérias edéaficas e de bioinsumos agrarios biocontroladores e
biofertilizadores, além de identificar Actinobactérias isoladas das amostras de solos , visando
com isso, auxiliar a producdo agricola (incluindo a producdo On farm) a diminuir o uso de

agroquimicos maléficos socioambientais, valorizando a agricultura sustentavel.
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2. OBJETIVOS

Geral:

> Avaliar o efeito da Vinhaca, do Xarope de Milho, do Melago de Cana e da
Macad&mia sobre a comunidade de bactérias edaficas, algumas delas utilizadas pela
producdo agricola, como bioinsumos biocontroladores (de pragas e fitopatdgenos),
biofertilizadores e decompositores de matéria organica.

> ldentificar algumas linhagens bacterianas filamentosas (Filo Actinobacteria),
isoladas das amostras de solos coletadas, no intuito de se encontrar novos bioinsumos
que podem ser utilizados na producéo agricola (incluindo a producdo On farm).

Especificos:

» Analisar quantitativamente a eficiéncia dos substratos Vinhaca, Xarope de Milho e
Melago de Cana como substancias proliferadoras de bactérias edaficas, de solos
superficiais e inferiores (50cm).

> Analisar quantitativamente o efeito dos substratos Vinhaca, Melago, Xarope de
Milho e Macadamia (7%) sobre 15 linhagens (oriundas da cole¢do de bactérias
André Tosello, Campinas/ SP) pertencentes a cole¢do do Laboratério de Controle
Bioldgico/IB, utilizadas como bioinsumos agréarios.

> Identificar, por métodos moleculares, bactérias filamentosas pertencentes ao Filo
Actinobacteria, isoladas das amostras de solos (bactérias muito utilizadas na
decomposicao de matéria organica)

> Auvaliar a eficiéncia do melago de cana sobre a proliferacdo de bactérias de solos
superficiais (utilizando metodologia de alta concentracdo de Oxigénio) e em solos
inferiores - 50cm (utilizando metodologia de menor concentragdo de Oxigénio).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.  Producéo de Bioinsumos On farm

On farm é uma técnica de producdo de bioinsumos (producdo de insumos
microbioldgicos) que é realizada dentro da propria fazenda e que utilizam laboratorios
exclusivos e especificos para cada produtor, de acordo com seu objetivo ou tipo de cultura. O
termo On farm € oriundo da lingua inglesa que significa: On — dentro; Farm — Fazenda. Esta
técnica substitui agrotoxicos por bioinsumos, diminuindo desvantagens tais como, perigos
para saide humana, contaminacdo ambiental, geracdo de insetos resistentes, entre outras. Mas
Sédo Paulo é um estado que ja apresenta producdo on farm.

A demanda de bioinsumos no Brasil estd crescendo, sobretudo nas
propriedades produtoras de graos da regido centro-oeste e em Minas Gerais. No sul do Brasil,
0 Parana é o estado que apresenta maior demanda de bioinsumos, sendo também solicitados
em Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E no nordeste os bioinsumos sdo utilizados em
pomares de frutas da regido de Petrolina/Juazeiro (Pernambuco e Bahia) e MATOPIBA:
estados Maranhdo, Tocantins, Piaui, Bahia (EMBRAPA, 2021).

Os produtores on farm fabricam e utilizam nas suas fazendas microrganismos
biofertilizantes e biocontroladores de pragas e patdgenos vegetais. Como 0s bioinsumos
produzidos pelas empresas disponiveis no mercado apresentam alto custo, a producédo on farm
vem crescendo, j& que apresenta menor custo.

Embora a producdo On farm seja muito importante para a agricultura e que tem
potencial para contribuir para a sustentabilidade e competitividade da agricultura brasileira,
algumas vezes a producdo se apresenta precaria e ineficiente, resultando em produtos sem
concentragdes adequadas, baixa qualidade e ocorrendo proliferagdo de contaminantes que
resulta em produtos com baixa ou nenhuma eficiéncia, inclusive com risco de patogenicidade
a humanos, animais e plantas (EMBRAPA, 2021). E por isso, segue abaixo 3 indicagdes da
Embrapa para realizacdo da producdo On farm quali-quantitativamente adequada:

= Permitir a multiplicacdo apenas de microrganismos que constam das listas oficiais do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (Mapa), ou com especificacdo de
referéncia, e que sejam adquiridos em bancos de germoplasma reconhecidos como
oficiais pelo Ministério

= Necessidade de cadastro de estabelecimento produtor de bioinsumos junto ao Mapa

= Necessidade de um responsavel técnico habilitado para a producdo de bioinsumos nas

fazendas
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Os produtores on farm tém produzido muitos bioinsumos contendo bactérias do
género Bacillus e Correlatos (géneros que outrora faziam parte do género Bacillus), géneros

de bactérias Diazotroficas e Actinobactérias (bactérias filamentosas).

3.2. Bactérias Biocontroladoras e Biofertilizadoras utilizadas na Agricultura
A atual tendéncia de reduzir o consumo de agrotéoxicos e fertilizantes quimicos

responsaveis por causar danos ao meio ambiente, as comunidades macro e microbioldgicas e
ao proprio ser humano tem aumentado o interesse dos produtores rurais a utilizarem
estratégias de controle biolégico de pragas e doencas, além da utilizagdo de microrganismos
com capacidade de produzir metabdlitos secundérios promotores de crescimento vegetal e
decompositores de matéria organica.

Bactérias do género Bacillus spp. e dos géneros correlatos sdo muito utilizadas
no controle de pragas e fitopatogenos (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). Ja as
bactérias Diazotroficas e Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP) sdo utilizadas como
biofertilizadoras (MOREIRA, et al., 2010). Além disso, as bactérias do grupo Actinobacteria
tém sido muito utilizadas como decompositoras de matéria organica, produtoras de himus,
biorremediadoras de contaminantes quimicos e produtoras de antibiéticos (OLIVEIRA, 2003)

Os géneros de bactérias antagonistas de maior prevaléncia sdo as Pseudomonas
do grupo fluorescentes (P. putida e P. fluorescens), Bacillus spp., Streptomyces spp. e
representantes da familia Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVA et al., 2008 apud LANNA
FILHO; FERRO; PINHO, 2010)

3.2.1. Bacillus spp. e géneros correlatos como agentes de controle biolégico de pragas e
patdgenos

Bactérias do género Bacillus sdo muito utilizadas como agentes de controle
bioldgico.

As bactérias eram classificadas como pertencentes ao género Bacillus quando
produziam endosporos e apresentavam duas fases principais durante o seu ciclo de vida: Fase
de Crescimento vegetativo (onde a bactéria se multiplica através de biparticdo); Fase de
esporulacdo, onde ocorria a diferenciacdo da bactéria em esporos, estrutura capaz de resistir a
condicdes desfavordveis de sobrevivéncia, germinando e iniciando seu ciclo vegetativo
quando colocada em meio dotado de nutrientes necessarios (MONNERAT; PRACA, 2006).

Entretanto na década de 1990 surgiram na literatura novos géneros originarios

de estudos filogenéticos intraespecificos a partir de espécies que integravam 0 género
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Bacillus. Estes estudos que se basearam na comparacdo da sequéncia do RNA ribossomal 16S
propuseram novos géneros e familias bacterianas bacilares e produtores de enddsporos que
passaram a ser conhecidos como Géneros Correlatos, tais como Brevibacillus spp.,
Paenibacillus spp., Alicylobacillus spp., Halobacillus spp., Aneurinibacillus spp.,
Virgibacillus spp., Gracilibacillus spp., Salibacillus spp., Amphibacillus spp. e Lysinibacillus
spp., (RABINOVITCH; OLIVEIRA, 2015).

Nesta época, a semelhanca das bactérias do género Bacillus e dos Correlatos
era vista como a capacidade de produzir end6sporos na presenca de oxigénio.

Entretanto, novos estudos biomoleculares de Gupta et al. (2020), realizados
em mais de 300 espécies de bactérias da familia Bacillaceae, apontaram novas identificagcdes
bacterianas baseadas nos CSls (Indels de assinatura conservados) em sequéncias de proteinas.
Os polimorfismos Indels (CSls) em sequéncias de proteinas apontaram as variacdes de
comprimento geradas por insercdo ou dele¢do de um ou mais nucleotideos em uma sequéncia
de DNA. E tais estudos propuseram que muitas bactérias do género Bacillus deveriam ser
excluidas deste género e fariam parte de 17 novos géneros pertencentes a familia Bacillaceae
(Alteribacter;  Ectobacillus; Evansella; Ferdinandcohnia; Gottfriedia; Heyndrickxia;
Lederbergia; Litchfieldia; Margalitia; Niallia; Priestia; Robertmurraya; Rossellomorea;
Schinkia; Siminovitchia; Sutcliffiella; Weizmannia). E com base nos resultados deste estudo,
mais de 100 espécies de Bacillus foram reclassificadas como pertencentes a outros seis
géneros ja existentes e pertencentes a familia Bacillaceae (Alkalihalobacillus, Cytobacillus,
Metabacillus, Mesobacillus, Neobacillus e Peribacillus).

E os critérios usados no passado que atribuiam a todas as espécies dos Géneros
Bacillus e dos Correlatos a caracteristica aerobiética, além da capacidade de formar
endodsporos deixaram de ser caracteristicas obrigatdrias destes géneros.

Segue abaixo algumas bactérias antes pertencentes ao género Bacillus que
foram reclassificadas para novos géneros.

Tabela 1 — Géneros bacterianos da familia Bacillaceae - Reclassificacdo dos Bacillus (B.)

Géneros Espécies bacterianas Reclassificagdo
Familia Bacillaceae identificadas bacteriana
Alteribacter (Al.) B. aurantiacus Al. aurantiacus
B. natronophilus Al. natronophilus
B. populi Al. populi
Ectobacillus (Ec.) B. funiculus Ec. funiculus
B. panaciterrae Ec. panaciterrae
B. antri Ec. antri
Evansella (Ev.) B. cellulosilyticus Ev. cellulosilyticus
B. caseinilyticus Ev. caseinilyticus
B. polygoni Ev. polygoni




Ferdinandcohnia (F.) . humi F. humi
. aciditolerans F. aciditolerans
. onubensis F. onubensis
Gottfriedia (G.) . luciferensis G. luciferensis
. acidiceler G. acidiceler
. solisilvae G. solisilvae
Heyndrickxia (H.) . oleronius H. oleronius
. sporothermodurans H. sporothermodurans

Lederbergia (Le.)

. galactosidilyticus

Le. galactosidilyticus

lentus Le. lentus
Litchfieldia (Li.) . alkalitelluris Li. alkalitelluris
salsus Li. salsus
Margalitia (M.) . shackletonii M. shackletonii
. camelliae M. camelliae
Niallia (N.) . circulans N. circulans
. endozanthoxylicus N. endozanthoxylicus
. nealsonii N. nealsonii
taxi N. taxi
Priestia (P.) . megaterium P. megaterium
. abyssalis P. abyssalis
. aryabhattai P. aryabhattai

. endophyticus
. filamentosus

P. endophyticus
P. filamentosus

flexus P. flexus
. koreensis P. koreensis
Robertmurraya (Rob.) siralis Rob. siralis
. korlensis Rob. korlensis

. kyonggiensis
. massilionegalensis

Rob. kyonggiensis
Rob. massilionegalensis

Rossellomorea (Ros.) . aquimaris Ros. aquimaris
. enclensis Ros. enclensis
. marisflavi Ros. marisflavi
. vietnamensis Ros. vietnamensis
Schinkia (Sc.) . azotoformans Sc. azotoformans
. oryziterrae Sc. oryziterrae
Siminovitchia (Si.) . fordii Si. fordii
. fortis Si. fortis
terrae Si.terrae
Sutcliffiella (Su.) . cohnii Su. cohnii
. halmapalus Su. halmapalus
. horikoshii Su. horikoshii
Weizmannia (W.) . coagulans W. coagulans

. acidiproducens
. gingsengihumi

W. acidiproducens
W. gingsengihumi

Alkalicoccus (A.)

. chagannorensis

A. chagannorensis

. daliensis A. daliensis
. urumgiensis A. urumgiensis
Salibacterium (Sa.) . aidingensis S. aidingensis
. salarius S.salarius
Caldalkalibacillus (C.) . mannanilyticus C. mannanilyticus
Caldibacillus (Ca.) . hisashii Ca. hisashii
. thermoamylovorans Ca. thermoamylovorans
Salisediminibacterium . beveridgei S. beveridgei

)

. selenitireducens

S. selenitireducens
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Fonte: Gupta et al., 2020

Bacillus megaterium e Bacillus aryabhattai sdo bactérias muito utilizadas pelos
produtores on farm e que deixaram de fazer parte do género Bacillus e passaram a fazer parte
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do novo género Priestia. Por isso, elas também sdo consideradas bactérias de género
Correlato.

Muitas formulacbes a base de isolados de Bacillus spp. e seus correlatos tém
sido utilizadas como biopesticidas, agentes promotores de crescimento vegetal além de
antagonistas de fitopatdogenos (embora os indculos contendo Bacillus thuringiensis ainda
sejam os mais utilizados). O antagonismo direto exercido contra fitopatdgenos ocorre devido
aos mecanismos de antibiose, como a sintese de substancias antimicrobianas, a competicdo
por espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis. (LANNA FILHO; FERRO;
PINHO, 2010).

Algumas espécies como o Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens e
Bacillus licheniformis sdo utilizadas como agentes de controle biolégico de fitopatdgenos e
fitonematoides, produzindo metabdlitos que promovem a antibiose (PHAE; SHODA, 1991;
ZHAO; ZHOU; HAN, 2017).

Segundo Phae e Shoda (1991), mais de 60 tipos de antibi6ticos sao sintetizados
por B. subtilis, incluindo a Bacitracina (também produzida pelo B. licheniformis). Por isso,
Bacillus subtilis € uma espécie muito utilizada como agente antimicrobiano, devido a sua
capacidade de produzir substancias antibiéticas denominadas Lipopeptideos, que representam
uma classe de surfactantes microbianos que promovem antagonismo contra diversos
fitopatogenos. Além do B. subtilis, outras espécies bacterianas também sdo capazes de
produzir os lipopeptideos, como o Bacillus thuringiensis e o Bacillus licheniformis e o
Brevibacillus brevis. (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004; ZHAO; ZHOU; HAN, 2017).

Varios trabalhos relataram a acdo nematicida de diferentes espécies de Bacillus
e seus correlatos, tais como Bacillus thuringiensis, Brevibacillus laterosporus, Bacillus
circulans (atualmente identificado como Niallia circulans), Bacillus. subtilis, Bacillus.
pumilus, Bacillus cereus, Lysinibacillus sphaericus e Bacillus licheniformes. E por isso,
muitas delas estdo sendo utilizadas como agentes de controle de diferentes espécies de
nematoides (CARNEIRO et al., 1998; JONATHAN et al., 2000; KEMPSTER et al., 2001).

A producdo de esporos pelas bactérias do género Bacillus e alguns géneros
Correlatos promove o0 aumento da resisténcia aos fatores adversos e s@o interessantes para a
formulacdo de inoculantes comerciais, atualmente muito utilizados por produtores On farm,
visto que estes microrganismos podem ser armazenados por um longo periodo e podem

permanecer mais tempo no solo, além de produzir antibiéticos que inibem fitopatdgenos
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3.2.2. Bactérias Diazotroficas e Promotoras de Crescimento de Plantas (PGPR) - aerdbicas e
microaerofilicas

Diazotrdficas sdo bactérias capazes de fixar nitrogénio atmosférico (N2), ou
seja, elas sdo capazes de transformar o nitrogénio de uma forma néo disponivel (N2) em uma
forma disponivel (amonio, ou seja, NH4*). As bactérias Diazotroficas podem ser de vida livre,
estar associadas a espécies vegetais ou estabelecer simbiose com leguminosas. (MOREIRA et
al., 2010).

As bactérias denominadas Rizdbios sdo bactérias rizosféricas do solo que
possuem habilidade para induzir a formacdo de nodulos nas raizes e, em alguns casos no
caule, de plantas leguminosas, onde convertem o nitrogénio atmosférico em formas utilizaveis
pela planta hospedeira. Por isso, sdo consideradas simbioticas facultativas com plantas
leguminosas. Fazem parte deste grupo os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium
e Azorhizobium (MOREIRA et al., 2010; NEVES; RUMJANEK in MELO; AZEVEDO,
1998).

Ja as bactérias diazotroficas de plantas ndo leguminosas podem ser agrupadas
em trés categorias: organismos rizosféricos, endofiticos facultativos e endofiticos
obrigatérios. Na primeira categoria estdo todas as espécies que colonizam as raizes
superficialmente. Os microrganismos endofiticos facultativos sdo aqueles capazes de
colonizar raizes interna e externamente e o terceiro grupo, tido como de maior importancia, 0s
que colonizam o interior de raizes e também a parte aérea das plantas ndo leguminosas
(SALA; SILVEIRA; CARDOSO in SILVEIRA; FREITAS, 2007)

No Brasil, estudos acerca da importancia das bactérias diazotréficas como
fixadoras de Nitrogénio, iniciaram em 1953, pela pesquisadora Johanna Dobereiner, com
bactérias do género Azotobacter em solos &cidos. A partir dai diversas bactérias diazotroficas
foram descobertas, tais como: Azotobacter chroococcum, Beijerinkia fluminensis;
Azotobacter paspali, Derxia spp.; Paenibacillus azotofixans (Diazotroficas de vida livre);
Azospirillum spp. e Burkholderia spp. (Diazotréficas associativas); Herbaspirillum spp. e
Burkholderia spp. (Diazotréficas endofiticas) (MOREIRA et al., 2010).

Segundo Moreira et al. (2010) bactérias diazotroficas associativas,
consideradas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), assumem papel
importante na interacdo com raizes de plantas e ciclagens de nutrientes, entre outros. Os
principais géneros destes microrganismos sdo: Azotobacter spp., Beijerinckia spp., Derxia

spp., Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Burkholderia spp., Gluconacetobacter spp.,
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Azoarcus spp. Todos estes géneros eram pertencentes ao Filo Proteobacteria, mas atualmente
foram reclassificados como Filo Pseudomonadota, exceto Azotobacter e Burkholderia).

Moreira et al. (2010) também aponta que algumas bactérias de formato bacilar
Gram+ também sdo fixadoras de nitrogénio (consideradas como promotoras de crescimento
vegetal), muito utilizadas como indculos bacterianos na Producdo On farm: géneros
Paenibacillus e Bacillus (Filo Firmicutes) tais como B. megaterium (atual Priestia
megaterium), B. cereus, B. licheniformis, B. pumilus, B. circulans (atual Niallia circulans), B.
brevis (atual Brevibacillus brevis), B. firmus, B. subtilis, B. marisflavi e B.
alkalidiazotrophicus.

Diversos géneros de bactérias bacilares Gram-, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (Filo Proteobacteria) também sdo diazotréficos associativos, tais como:
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Pantoea (reclassificada Filo Pseudomonadota) e
Serrati. Algumas espécies destes géneros apresentam grande interesse na area médica
(MOREIRA, et al., 2010).

O uso de bactérias benéficas de vida livre como um importante insumo agricola
requer a selecdo de rizobactérias competentes com propriedades promotoras do crescimento
das plantas. Os géneros Bacillus (Filo Firmicutes) Pseudomonas (Filo Proteobacteria),
Enterobacter (Filo Proteobacteria), Acinetobacter (Filo Proteobacteria), Burkholderia (Filo
Proteobacteria), Arthrobacter (Filo Actinomycetota) e Paenibacillus (Filo Firmicutes
reclassificado em 2021 como Filo Bacilota) sdo 0s géneros bacterianos mais comuns
presentes na rizosfera e que tém sido usados como rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas- PGPR (SHANG & LI1U,2020/ WANG et al., 2019a/ ZI et al., 2020 apud WANG
et al., 2021).

Como aponta o livro “Bacterial Practices in Agriculture” (CIG et al., 2021), os
microrganismos associados as plantas, auxiliadores do equilibrio do solo e promotores da
salde e nutricdo das plantas (auxiliando os ciclos de carbono e demais nutrientes) estdo sendo
muito importantes para permitir a sustentabilidade agricola.

As bactérias benéficas, de vida livre, rizosfera e colonizadoras de raizes que
estimulam o crescimento das plantas, aumentando o rendimento e reduzindo o estresse sao
consideradas rizobactérias promotoras de crescimento das plantas (PGPR). Tais bactérias
agem de forma direta e indireta. Realizam a fixacdo biol6gica de Nitrogénio, solubilizacdo e
mineralizacdo de Fdsforo orgéanico/inorganico, Potéssio, Zinco e Ferro. Além disso, as PGPR
apresentam capacidade de produzir metabdlitos como sidoforo, amonia, acido salicilico e

fitohormbnios como é&cido indolacético, citoquininas, giberelinas. Ja as bactérias
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biocontroladoras agem por mecanismos de producdo de glucanases, quitinases, antibioticos,
pigmentos fluorescentes/cianetos, e inducao sistémica. (CIG et al., 2021).

Outros estudos apontam que as bactérias PGPR atuam como promotoras de
crescimento da planta, mas também restringe e inibe o crescimento de patdgenos, protegendo
a planta através da producdo de antibidticos, produtos quimicos antifingicos e inseticidas
(DENNIS et al., 2010/GARCIA-SALAMANCA et al.,2012 apud WANG et al., 2021).

Do ponto de vista de aproveitamento de oxigénio livre, 0s microrganismos
podem ser classificados como aerdbios, anaerdbios, microaerofilicos ou facultativos. Séo
aerobios quando necessitam de oxigénio; anaerdbios quando se desenvolvem na auséncia de
oxigénio e facultativo quando podem viver em condicfes aerébias ou anaerdbias. Os
microaerofilicos sdo 0s microrganismos cujo crescimento € melhor numa pressdo reduzida de
oxigénio (1% a 15%). Esta tolerancia bastante limitada ocorre provavelmente devido a sua
sensibilidade aos radicais superoxidos ou peroxidos, que sdo produzidos em concentracdes
letais quando em condicdes de altas concentracGes de oxigénio. As bactérias aerdbias, por
produzirem maior quantidade de ATP, se multiplicam mais rapidamente que as anaerdbias
(CARVALHO, 2010)

Segundo a Dra. Elaine Ingham (microbiologista norte-americana responsavel
pelo Compost Tea), os microrganismos aerobicos sdo sinénimo de bom e os anaerobicos sao
sinbnimos de ruim”. Entretanto, estas informagdes necessitam de fundamento cientifico, visto
que muitas bactérias que fazem parte do grupo E.M. (Microrganismos Eficazes do solo), tais
como PSB (Bactérias Parpuras Sulfurosas solubilizadoras de Fosfato) ou PNSB (Bactérias
Parpuras ndo solubilizadoras de Fosfato) e Bactérias Fotossintéticas Roxas (Purpuras
fotossintéticas), muito eficientes, benéficas e Uteis na producgdo agricola podem ser aerobicas,
anaerobicas ou microaerofilicas (GARCIA, 2019)

. Segue abaixo alguns géneros bacterianos que contém espécies diazotréficas
aerobicas ou microaerofilicas: Azotobacter spp.; Azospirillum spp.; Aquaspirillum spp.;
Azotococcus spp.; Azomonas spp.; Beijerinckia spp.; Campylobacter spp.; Derxia spp.;
Methylococcus spp.; Methylomonas spp.; Pseudomonas spp.; Burkholderia spp. (MOREIRA
et al., 2010; NEVES; RUMJANEK in MELO; AZEVEDO, 1998).

3.2.3. Bactérias Actinomicetos (Actinobactérias)
Bactérias Actinomicetos (também conhecidas como Actinobactérias) sdo

bactérias filamentosas Gram+, a maioria aerobicas, porém algumas microaerofilicas ou

anaerobicas. Sao pertencentes ao Filo Actinomycetota (também denominado Filo
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Actinobacteria), formadoras de esporos e micélios, cujas pseudohifas sdo de pequeno
diametro (0,5 a 1,0 um). A principio, a formacdo de estruturas filamentosas (pseudohifas e
esporos) acarretou a classificacao inicial como fungos. Entretanto, a partir da década de 1950,
ocorreram estudos que geraram conhecimentos acerca de suas estruturas genéticas,
citomorfolégicas e composicdes quimicas celulares, retirando-as do reino Fungi e
transportando-as ao Reino Monera (atualmente denominado Reino Bactéria do Dominio
Bactéria), devido a presenca de estruturas procarioticas. Na parede celular de suas células
existe a presenga de Peptidioglicanos, que explica a vulnerabilidade aos antibioticos.
(WOSTEN; WILLEY, 2000)

Segundo YADAV et al. (2018), de acordo com a mais recente atualizacdo, o
filo passou a contar com 6 classes (Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia,
Nitriliruptoria, Rubrobacteria e Thermoleophilia), 29 ordens, 67 familias, 391 géneros e 3.900

espécies.

Tabela 2 — Classes, Ordens e Familias pertencentes ao Filo Actinomycetota, também denominado
Actinobactéria (YADAV et al., 2018

CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIE

Acidimicrobiales Acidimicrobiaceae
Acidimicrobiia lamiaceae
Microthrixaceae

Acidothermales Acidothermaceae

Actinomycetales Actinomycetaceae
Actinopolysporales Actinopolysporaceae

Mzabimycetaceae

Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae

Actinobacteria Catenulisporaies Actinospicaceae
Catenulisporaceae
Corynebacteriaceae
Dietziaceae
Gordoniaceae
Corynebacteriales Mycobacteriaceae

Nocardiaceae
Segniliparaceae
Tsukamurellaceae
Williamsiaceae
Corynebacteriales
Cryptosporangiaceae

Frankiales Frankiaceae
Motilibacteraceae
Sporichthyaceae
Geodermatophilales Geodermatophilaceae
Glycomycetales Glycomycetaceae
Jiangellales Jiangellaceae
Kineosporiales Kineosporiaceae

Beutenbergiaceae
Bogoriellaceae
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Coriobacteriales
Coriobacteriia

Brevibacteriaceae 3 41
Micrococcales Cellulomonadaceae 7 40
Demequinaceae 2 20
Dermabacteraceae 4 26
Dermacoccaceae 10 22 |
Dermatophilaceae 6 8
Intrasporangiaceae 21 75
Jonesiaceae 1 3
Microbacteriaceae 58 332
Micrococcaceae 22 202
Promicromonosporaceae 8 36
Rarobacteraceae 1 2
Ruaniaceae 2 2
Sanguibacteraceae 1 7
Timonella 1 1
Micromonosporales Micromonosporaceae 31 263
Nakamurellales Nakamurellaceae 1 5
Propionibacteriales Nocardioidaceae 14 172
Propionibacteriaceae 18 53
Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae 34 308
Streptomycetales Streptomycetaceae 5 1006
Nocardiopsaceae 11 73
Streptosporangiales Streptosporangiaceae 15 131

Thermomonosporaceae 5 97
Atopobiaceae

o1

Coriobacteriaceae

Eggerthellales

Egibacterales

o

Eggerthellaceae

Egibaceraceae

Nitriliruptoria Egicoccales

Egicoccaceae

Euzebyales

Euzebyaceae

Nitriliruptorales

Rubrobacteria Gaiellales

Nitriliruptoraceae

B R

Gaiellaceae

Rubrobacterales

Solirubrobacterales
Thermoleophilia

[E

Rubrobacteraceae
Conexibacteraceae

Parviterribacteraceae

Patulibacteraceae

Solirubrobacteraceae

Thermoleophilales

6 CLASSES 29 ORDENS

Actinobacteria
90.0%

NOTTOTENINEoO (i -

L

Thermoleophilaceae

67 FAMILIAS 391
GENEROS

3.900
ESPECIES

Coriobacteriia
4.6%

_— Nitriliruptoria
7 1.0%

Rubrobacteria
0.5%
NG Thermoleophilia
1.3%

Acidimicrobiia
2.6%

Figura 1 - Distribuigdo percentual de diferentes classes de Filo Actinomycetota
(YADAV etal., 2018)
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Como indicado na Tabela 2 e Figura 1, a maior porcentagem das bactérias
filamentosas do filo Actinomycetota fazem parte da Classe Actinobactéria (90%). E de todas
as familias desta classe, a Streptomycetaceae é a que apresenta a maior quantidade de espécies
(5 géneros e 1006 especies), sendo que o Género Streptomyces faz parte deste grupo de
actinobactérias.

As Actinobactérias sdo bactérias cosmopolitas, encontradas em varios habitats,
tais como: agua, pedra, produtos alimenticios, tecidos animais e tecidos vegetais. Porém, o
principal hébitat é o solo (KUMAR; JADEJA, 2016).

Segundo YADAV et al. (2018) as actinobactérias rizosféricas estdo entre os
filos mais dominantes na natureza e sdo de grande importancia econémica para 0S Seres
humanos devido as suas contribuicdes significativas para os sistemas do solo. VVarios géneros
pertencentes ao filo Actinomycetota (também denominado Actinobacteria) sdo apontados
como importantes microrganismos do bioma edéafico, tais como Acidimicrobium,
Actinomyces, Arthrobacter, Bifidobacterium, Cellulomonas, Clavibacter, Corynebacterium,
Frankia, Microbacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Nocardia, Propionibacterium,
Pseudonocardia, Rhodococcus, Sanguibacter e Streptomyces.

As actinobactérias sdo grandes produtoras de antibiéticos (cerca de 50% dos
antibidticos conhecidos) e outros metabdlitos bioativos e apresenta ampla diversidade
morfologica, com alto teor de Guanina + Citosina (G+C) em seus genomas (KUMAR;
JADEJA, 2016).

A maioria dos antibioticos produzidos por Actinobactérias sdo oriundos do
género Streptomyces. Segue abaixo alguns dos antibidticos produzidos por Actinobactérias

(OLIVEIRA, 2018):

Tabela 3 — Antibidticos produzidos por Actinobactérias

Bactéria Antibidtico Bactéria Antibidtico
Streptomyces griseus Estreptomicina Verrucosispora sp. Abissomicina
Streptomyces venezuelae Cloranfenicol Streptomyces orientalis Vancomicina
Streptomyces fradiae Neomicina Streptomyces kanamyceticus Canamicina
Streptomyces noursei Nistatina Streptomyces fradiae Fosfomicina
Streptomyces aureofaciens Tetraciclina Streptomyces ribosidificus Ribostamicina
Streptomyces vinaceus e Viomicina Streptomyces roseosporus Daptomicina
Streptomyces capreolus
Streptomyces erythreus Eritromicina Streptomyces platensis Platensimicina
Streptomyces lincolnensis Licomicina Amycolatopsis rifamicina Rifamicina
Streptomyces nodosus Anfotericina B Micrononospora purpurea Gentamicina
Streptomyces niveus Novobiocina | s e
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Como ja apontado, tais bactérias filamentosas sdo componentes importantes da
microbiota do solo, especialmente em condigdes de pH elevado, temperatura elevada ou
estresse hidrico. As Actinobactérias sdo 0s Unicos microrganismos capazes de utilizar quitina,
celulose e hemicelulose (classe de diversos polissacarideos que, em parte, estdo ligados por
pontes de hidrogénio a celulose), presentes no solo (NICOLAU, 2016).

E segundo Omori (2014) as Actinobactérias fazem parte do terceiro filo
bacteriano de maior concentracdo nos solos de canaviais fertirrigados por Vinhaca (cerca de
6% das bactérias observadas). Por isso, pode-se constatar que tais bactérias sdo beneficiadas
pela utilizacdo da Vinhaca como biofertilizante.

O género Streptomyces é um dos grupos bacterianos dominantes em solos de
superficie: Actinomicetos Gram-positivos, heterotréficos, aerdbios, sendo 5 a 20% das
bactérias cultivaveis do solo. Atuando frequentemente na biodegradacdo de substancias e na
decomposicdo de matéria orgénica do solo, sdo bactérias que tém a funcdo de agir sobre 0s
ciclos de nutrientes. Tais bactérias sdo produtoras de Geosmina, responsavel pelo odor da
terra. Também sdo produtoras de antibiéticos (SHARMA, 2005 apud NICOLAU, 2016).

Além de ser o principal produtor de antibidticos, o género Streptomyces
produzem compostos antitumorais (actinomicina; mitomicina; antraciclina; bleomicina;
pentostatina; resistomicina, utilizados em tratamento de cancer) (AFTAB; ZECHEL; SAJID,
2015). Também sdo produtores de enzimas de uso industrial, sendo que algumas enzimas
apresentam capacidade de degradar compostos celuloliticos do solo, tornando tais bactérias
importantes degradadoras de matéria organica e formadoras de himus (PADILHA, 1998 apud
OLIVEIRA, 2003).

Segundo Goth et al. (1999 apud OLIVEIRA, 2003), os géneros Nocardia e
Rhodococcus sdo importantes bactérias edaficas, também degradadoras de matéria organica e
capazes de decompor compostos quimicos ambientalmente prejudiciais.

Segundo Sharma (2005 apud NICOLAU, 2016) Frankia é outro género
bacteriano (Gram + e aer6bico), pertencente ao grupo Actinobactéria, que realiza a fixacdo de
Nitrogénio em simbiose com plantas ndo-leguminosas (bactéria Diazotrofica), sendo
importante em solos superficiais.

As Actinobactérias fazem parte dos E.M. (Microrganismos Eficientes),
presentes no solo, os quais controlam fungos e bactérias patogénicas e também aumentam a
resisténcia das plantas (ANDRADE, 2020).

Segundo Schrijver & Mot (1999 apud OLIVEIRA, 2003), muitas destas

bactérias filamentosas sdo importantes degradadoras de pesticidas, sendo pertencentes aos



33

seguintes géneros: Arthrobacter, Brevibacterium, Clavibacter; Corynebacterium, Nocardia,
Rhodococcus; Micromonospora; Nocardioides; Streptomyces.

Para promover a identificacdo das Actinobactérias, deve-se realizar analises
das caracteristicas morfoldgicas das col6nias, do formato microscopico das bactérias, além
das suas caracteristicas quimicas e moleculares. Segue abaixo alguns critérios utilizados:

» Ramificagdo do micélio sobre o substrato
» Formacéo de micélio aéreo
» Fragmentacdo do micélio ou producao de esporos
» Tipos e nimeros de esporos e seus arranjos:
= Esporos Unicos (Ex. Género Micromonospora)
= Pares longitudinais (Ex. Género Microbispora)
= Cadeia de esporos (Ex. Género Streptomyces - longa cadeia)
= Esporos contidos dentro de esporangios (Ex. Géneros Actinoplanes)
= Esporos com arranjo simples
= Esporos com arranjo verticilado

E a coloracdo da massa bacteriana (esporos, micélios) e do substrato devido a
producdo de pigmentos em diferentes meios de cultura sdo caracteristicas culturais e coloniais
de grande valor na taxonomia. Além disso, o0s testes bioquimicos, analise de degradacao de
substratos, producdo de antibioticos, testes fisiolégicos e composicdo da parede celular
(acucar e lipideo) sdo itens utilizados para a identificacdo dos géneros e espécies das
Actinobactérias (WILLIAN et al., 1989 apud SILVA, 2010).

Figura 2 — Tipo, nimero de esporos e seus arranjos (SILVA, 2010): A- Esporo Unico; B- Pares
longitudinais; C- Cadeia longa de esporos; D- Esporos contidos dentro de esporangios;
E- Esporos com arranjos simples; F- Esporos com arranjo verticilado.
Fontes: Imagem A- http://www.nih.go.jp/saj/DigitalAtlas/section_4/section_4.htm;
Imagem B- https://www.nature.com/articles/s41429-021-00470-x;
Imagem C- https://simple.wikipedia.org/wiki/Streptomyces;
Imagens D/E/F- https://www.intechopen.com/chapters/49873
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3.3. Produtos utilizados em biofertirrigacéo de solo agrario — Vinhaca/ Melago/ Xarope
de milho

O solo é o maior reservatorio de microrganismos cultivaveis e nao cultivaveis,
principalmente de bactérias, sendo que menos de 1% sdo cultivados e caracterizados
(HANDELSMAN, 2005).

Muitas bactérias edéficas de vida livre, associadas as raizes dos vegetais
(rizosféricas) ou colonizadoras de tecidos vegetais (endofiticas) possuem habilidade de
promover crescimento vegetal, auxiliando a producdo agricola. Muitos produtos utilizados na
agricultura, tais como fertilizantes quimicos e agrotdxicos podem gerar maleficios ao meio
ambiente e ao microbioma edafico, além de apresentar alto custo. Por isso, a busca pelo
desenvolvimento de produtos que possam substituir tais substancias quimicas agrarias podem
auxiliar a agricultura sustentavel (inclusive dos produtores On farm). As bactérias do
microbioma edafico podem utilizar residuos e subprodutos agroindustriais renovaveis, de
baixo custo e ricos de nutrientes quimicos tais como a vinhaca e 0 melago de cana-de-agucar
(DALSASSO, 2019)

Além da vinhaca e do melaco de cana, outros produtos, ricos em nutrientes,
podem ser utilizados na producdo agraria, tais como o xarope de milho e o extrato de
macadamia, embora ainda existam poucos estudos acerca destes produtos na producao
agricola. Por isso, sera importante a realizacdo de tais experimentos cientificos, no intuito de

testar a eficiéncia do xarope de milho e o extrato de macadamia para a producao agricola.

3.3.1. Vinhaca

As usinas de acgucar e alcool sdo responsaveis pelo beneficiamento da cana-de-
acucar.  No territorio brasileiro existem aproximadamente 428 usinas beneficiadoras,
distribuidas em 23 Estados brasileiros. O Estado de Sdo Paulo possui cerca de 172 unidades, o
que equivale a 40,1% do total nacional (NOVACANA, 2023).

A producdo do etanol, considerado um biocombustivel favoravel ao meio
ambiente, iniciou-se na década de 70 com a criacdo do Proalcool, cujo objetivo era garantir a
oferta de combustivel renovavel, reduzindo assim a dependéncia da importacdo do petréleo
pelo pais (MOURA et al., 2004). Sua producéo tem se expandido desde entdo, atingindo 26,5
bilhdes de litros produzidos durante a safra 2022/2023 (CONAB, 2022).

O Complexo Agroindustrial da Cana-de-agUcar gera diversos residuos e

subprodutos, como mostra a Figura 3.
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Fonte: https://www.ilos.com .br/web/tag/cana-de-acucar/
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Figura 3 — Complexo Agroindustrial da Cana

Como no Brasil, a producdo de etanol, realizada pelas usinas de
beneficiamento da cana-de-aglcar tem aumentado, a preocupacdo ambiental pelo uso
incorreto da vinhaca (residuo deste beneficiamento) vem aumentando, visto que para cada
litro de etanol produzido, sdo gerados 10 a 15 litros de vinhaca. Até a década de 70 a vinhaca
era descartada em rios e ribeirdes proximos as usinas. Atualmente, é muito utilizada como
fertilizante nos solos de diversas culturas, sobretudo em canaviais (OLIVEIRA et al., 2013;
SILVA etal., 2013).

O Etanol da cana-de-agUcar pode ser produzido a partir da calda da cana,
denominado Etanol 12 Geracéo, ou a partir do bagaco da cana, denominado Etanol 22 Geragéo,
como mostra a Figura 4. A utilizacdo do bagaco da cana é uma nova estratégia das usinas
sucroalcooleiras que, além de promover o aumento da produtividade e do lucro, garante a
diminuicdo da geracdo dos residuos da cana-de-agUcar, 0 que minimiza 0s problemas
ambientais (NOVO, 2016)
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Figura 4 - Cadeias de Producéo do Etanol de 1% e 22 Geragdo (Fonte: NOVO, 2016)
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A vinhaca, quando descartada de maneira incorreta, pode contaminar o solo e o
lencol fredtico. Porém, quando utilizada e descartada adequadamente, pode ser empregada
como fertilizante, pois € rica em nutrientes organicos e inorganicos, além de ser promotora de
crescimento vegetal e proliferadora microbiana. Além da vinhaca, a torta de filtro (outro
residuo da producdo de etanol) também pode ser utilizada na fertilizacdo do solo dos
canaviais e de outras culturas vegetais.

A vinhaca, atualmente utilizada frequentemente como fertilizante no
agronegocio, € produzida na ordem de 300 bilhdes de litros por ano no Brasil (USP, 2018
apud DALSASSO, 2019).

A matéria organica, K, N, Ca e Mg sdo 0s principais componentes quimicos da
vinhaca, sendo o K o elemento mineral mais importante para o aproveitamento agricola do
residuo. Portanto, a vinhaga é fonte de nutrientes, matéria organica e dgua e seu uso pode
contribuir para o aumento da produtividade agricola, com efeitos nos atributos quimicos,
fisicos e bioldgicos do solo (PRADO; CAIONE; CAMPQOS, 2013). A vinhaca possui pH entre
3,5 e b5, alta carga orgénica e apresenta coloragdo marrom escura devido a presenca de
melanoidinas (compostos quimicos que sdo formados quando aglUcar e aminoacidos se
combinam a temperatura em torno de 100°C), aléem de um odor caracteristico. Sua
composicdo € bastante variavel, e em geral se encontram nutrientes como 0 nitrogénio,
fosforo e potassio (HOARAU et al., 2018 apud DALSASSO, 2019).

O e-book Cana-de-acucar e seus impactos (FONTANETTI; BUENO, 2017)
aponta visdo académica e importantes informacOes sobre os produtos do Setor
Sucroalcooleiro e seus residuos (como a vinhaga), 0s quais interferem positiva e
negativamente sobre as caracteristicas do solo, das aguas superficiais dos lencois freaticos
bem como sobre a fauna, a flora e os microrganismos. Segue abaixo algumas importantes
informacdes acerca da vinhaga apontadas por tal e-book.

A vinhaga é um residuo que pode contaminar corpos d’agua. O descarte no
solo é uma alternativa menos poluente, mas ndo existem impactos danosos, quando as
aplicagdes séo inferiores a 300m3/ha. A fertirrigagcdo por vinhaga no estado de S&o Paulo
atende a norma técnica P4.231/2006 (Vinhaca — Critérios e procedimentos para aplicacdo no
solo agricola) da CETESB (Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo). As normas
exigem que se mantenha a concentracdo de Potassio pré-estipulada (5% da capacidade de
troca cationica) em funcdo do solo e producdo agréria; além disso, os tanques de
armazenamento e drenos devem ser impermeabilizados para impedir a contaminacéo de solos
e dgua (MORINI etal. in FONTANETTI; BUENO, 2017).
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A utilizacdo da vinhaca auxilia a producéo agraria, aumentando a lucratividade,
reduzindo os custos dos adubos quimicos, evitando seu deposito inapropriado no ambiente,
evitando contaminacdo de solo e &gua. E possivel que tal utilizagdo da vinhaca auxilia
também na reducdo de mudanca climética, acidificacdo do solo e impactos de toxicidade aos
humanos e aos animais. E em 2011 a SCBS (Sugar Cane Business Case Sustainability)
desenvolveu e patenteou a vinhaca em po, produto que gera menor contaminacéo de solo e
agua. Estudos apontaram que a aplicacdo da Vinhaca na dose de 30 mé/ha concentrada na
linha da cana promoveu aumento nas concentracdes de Cl-, NOz-, Ca*?, Mg*? e S04 (e as
solucBes foram coletadas pelos extratores a 0,80 m de profundidade), além de aumento no pH,
aumento na fertilidade do solo e na produtividade (CHRISTOFOLETTI et al. in
FONTANETTI; BUENO, 2017).

As principais substancias quimicas presentes na vinhaca sdo: a matéria
organica na forma de acidos organicos; os ions potassio, calcio e magnésio (de maiores
concentracdes); os sais de sulfato, cloreto, fosfato, fésforo e nitrato (de média concentracéo)
além dos nutrientes metalicos Cu, Cr, Zn, Ni (em menor concentragdo e com potencial toxico
para organismos aquaticos). A vinhaca apresenta pH &cido (3,5 a 4,5); condutividade elétrica
elevada, teores de matéria organica (DBO e DQO) altos. Por isso, a adequada utilizacdo pode
aumentar a fertilidade do solo, enquanto que a inadequada utilizacdo pode causar
desequilibrio i6nico. O emprego da vinhaga aumenta as populagdes microbianas do solo, e
embora o pH da vinhaca seja &cido, ela neutraliza a acidez do solo gracas a atividade
microbioldgica sobre a decomposi¢do da matéria organica. Entretanto, aplicacdo de vinhaca
em niveis elevados saliniza o solo, gracas ao Potassio e outras bases trocaveis (Ca, Na e Mg),
provocando lixiviacdo para camadas inferiores, além de prejudicar a absor¢cdo pelas plantas
(SOTO; BASSO; KIANG in FONTANETTI; BUENO, 2017).

Os metais presentes na composicdo da Vinhaga (Cu, Cr, Ni, Zn) apresentam
toxicidade para organismos aquaticos. E estudos realizados com alguns invertebrados como as
minhocas (Eisenia andrei), colémbolos (Folsomia candida), enquitreideos (Enchytraeus
crypticus) e acaros (Hypoaspis aculeifer) apontaram que a taxa de reprodugdo de alguns
organismos invertebrados foi diminuida quando expostos a vinhaca (SOUZA et al. in
FONTANETTI; BUENO, 2017).

As informagOes acerca da Vinhaca, apontadas pelo e-book, deixou claro que a
Vinhacga, produzida a partir da Cadeia de Produgdo Agroindustrial do Etanol e que faz parte
do Complexo Sucroalcooleiro, pode apresentar grandes beneficios ao ser utilizada como

fertirrigadora de solos (quando utilizada de forma responsavel e em doses adequadas),
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aumentando a produtividade e a lucratividade dos canaviais e de outras culturas. Entretanto,
guando utilizada de forma inadequada, em altas doses ou armazenada e descartada de forma
irresponsavel, pode se tornar um grande contaminante ambiental, com possibilidade de
promover mortalidade de seres vivos, tornar lengois freaticos e aguas superficiais inadequadas
para consumo humano.

Dependendo da quantidade de vinhaga aplicada ela pode atuar como poluente
ou como condicionador benéfico do solo, sendo consenso entre os autores, que a aplicacao
adequada da vinhaca deve considerar as caracteristicas quimicas e fisicas do solo, além de
aspectos como o historico de aplicacdo dos residuos, a intensidade do cultivo na area agricola
e a proximidade de nascentes de agua. (PRADO; CAIONE; CAMPOS, 2013)

E com relacdo ao bioma do solo, segundo o estudo realizado por Omori (2014),
em solos de canaviais fertirrigados por vinhaga, foram observados 11 filos bacterianos
diferentes, sendo que os trés filos de maior representacdo foram Proteobacteria atual
Pseudomonadota (31%), Acidobacteria (28%) e Actinobacteria (6%), sendo que outros filos
menos frequentes também foram caracterizados, tal como o Firmicutes (3%), no qual sdo
encontradas bactérias dos géneros Bacillus e correlatos (como Brevibacillus, Paenibacillus e
Lysinibacillus), muito utilizadas como agentes de controle biolégico de pragas, promotoras de
crescimento de vegetais e antagonistas de fitopatogenos.

Um estudo realizado por Martins et al. (2016) apontou que a vinhacga pode ser
utilizada como meio de cultura para proliferacdo de bactérias diazotroficas do género
Azospirillum. Durante a proliferagdo do género Azospirillum em meios contendo vinhaga
houve alteracdo do pH da vinhaca. A multiplicacdo de tais bactérias em meio contendo
Vinhaga proporcionou um aumento dos valores de pH destes meios, que passaram de um pH
acido, proximo a 5,0, para valores de pH basicos. E como um dos problemas da aplicacdo da
vinhaca em solos agricolas é a acidificacdo destes solos, devido a acidez da vinhaca, desta
forma a multiplicacdo de bactérias diazotroficas neste residuo poderia amenizar este

problema, j& que as mesmas proporcionam um aumento dos valores de pH da vinhaca.

3.3.2. Melago

O melaco, € um produto organico, subproduto industrial da producéo do etanol
da cana-de-agucar (produzido a partir da cristalizacdo do acgucar), possui alta concentracéo de
carbono fermentavel, além de alta disponibilidade e baixo custo. Cada tonelada de cana
processada pela industria sucroalcooleira no Brasil gera cerca de 40 a 60 kg de melaco
(BRASILEIROS, 2017 apud DALSASSO, 2019).
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Cerca de 18 milhdes de toneladas de melago de cana-de-agucar sao produzidos
por ano no Brasil pelo setor sucroalcooleiro. Por seu baixo custo, alta disponibilidade e alto
teor de acucares fermentaveis, esta matéria-prima vem sendo empregada como substrato para
diferentes tipos de fermentacdo (OLIVEIRA et al., 2009/SAHU, 2018 apud DALSASSO,
2019).

O melagco é utilizado como fertilizante agricola, além de auxiliar na
proliferacdo de bactérias (através do aclcar), multiplicando os nutrientes do solo e
proporcionando maior qualidade e quantidade na agricultura. Seu uso no agroneg6cio pode
diminuir a utilizacao de fertilizantes quimicos, o que pode auxiliar na protecdo das plantas, do
microbioma e do meio ambiente. Na Fruticultura, o melaco € aplicado para tornar os frutos
maiores, mais saborosos e com maior qualidade. Para o controle de pragas, 0 melaco atrai
pragas e mariposas pelo acUcar e, apoOs elas ingerirem essa mistura, acabam morrendo.
(MELACO DE CANA, 2023)

No inicio o melago era o nutriente preferido de quem fazia “Compost Tea”,
porém ap6s algum tempo houve exclusdo do uso do melaco no Compost Tea, j& que tal
produto seria responsavel pela proliferacdo de bactérias indesejaveis (patogénicas), além de
agir contra fungos agrarios. Porém, ndo existem estudos cientificos que comprovem tal
informacdo (GARCIA, 2019)

O Melago contém os seguintes ingredientes: Agua; Lipidios; Carboidratos
(sacarose, glicose, frutose); Célcio; Ferro; Magnésio; Fosforo; Potassio; Sodio; Zinco; Cobre;
Manganés; Selénio; Tiamina (Vitamina B1); Riboflavina (Vitamina B2); Niacina (Vitamina
B3); Acido Pantoténico (Vitamina B5); Vitamina B6; Colina (Vitamina B8); Acidos Graxos
(USDA, 2019a).

A atividade de agua (Aa) € um parametro muito importante para o
desenvolvimento dos microrganismos denominados osmofilicos. Sdo tolerantes ao agucar e
necessitam de ambiente com baixa Aa, como produtos com teores significativos de agucar,
para se desenvolver. Certos microrganismos osmofilicos podem estar presentes no mel, nos
corpos das abelhas, no néctar, nas areas de extracdo e armazenamento do mel, além do solo
(WHITE JUNIOR, 1978). Por isso, algumas bactérias osmofilicas presentes no solo podem se
adaptar ao melaco de cana-de-acUcar.

Segundo Delgado (1975 apud FELTRIN et al., 2000), o Melago de cana-de-
acucar é um substrato rico em acucares fermentesciveis e muitos minerais que faz com que

seja considerado um bom substrato para o cultivo de bactérias acido lacticas pertencentes a
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familia Lactobacillaceae (tais como Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc)
algumas utilizadas na producéo vegetal.

Algumas bactérias dos géneros Lactobacillus e Pediococcus sdo regenerativas
e fazem parte do grupo de bactérias E.M. (Microrganismos Eficientes), que produzem &cido
latico que controla alguns microrganismos nocivos como o Fusarium, além de produzirem
substancias organicas, hormonios e vitaminas, além de liberar nutrientes Uteis as plantas. Tais
substancias melhoram as propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo (ANDRADE,
2020).

3.3.3. Xarope de Milho

Xarope de Milho, também conhecido como isoglucose ou HFCS (High
Fructose Corn Syrup) é um liquido doce e pegajoso, aditivo alimentar usado amplamente na
industria para adocar diversos tipos de alimentos. Também denominado Xarope de Alta
Frutose e Xarope de Glicose, € um produto feito a partir de amido de milho, e é composto
principalmente de glicose. A frutose é um acgucar natural, presente nas frutas, no mel e em
alguns vegetais. Ja o xarope de alta frutose (xarope de milho ou xarope de glicose) é um
acucar artificial, obtido através da sintese de amido de milho, e que contém uma grande
quantidade de maltose (dissacarideo). (MARCELINO, 2021).

Os nutrientes presentes em Xarope de Milho sdo: Sodio; Potéssio;
Carboidratos; Acucar; Calcio; Ferro; Magnésio; Fosforo; Zinco; Cobre; Manganés; Selénio;
Tiamina (Vitamina B1); Riboflavina (Vitamina B2); Niacina (Vitamina B3); Acido
Pantoténico (Vitamina B5); Vitamina B-6; Colina (Vitamina B8) (USDA, 2019b).

Segundo PELCZAR et al. (1996 apud PORTO, 2000) o alimento pode se
tornar um substrato para microrganismos, se apresentar condicGes favoraveis, e devido suas
caracteristicas de composicdo e processamento, o xarope de milho pode ser contaminado
principalmente por microrganismos osmofilicos (mesmo que ndo patogénicos). Experimentos
microbiolégicos em ambientes de producdo e armazenamento de Xarope de Milho
apresentaram contaminacdo microbiana osmofilica (PORTO, 2000).

Embora o Xarope de Milho ainda ndo seja considerado como biofertilizante,
suas caracteristicas quimicas podem auxiliar na producdo agréaria, visto que algumas bactérias
osmofilicas edaficas podem se adaptar ao Xarope de Milho. E por este motivo, o presente

estudo pode apontar um novo substrato agrario.
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3.3.4. Extrato de Macadamia

Macadamia (também conhecida como noz-macadamia ou noz-de-Queensland)
é um fruto extraido de uma arvore originaria da Australia, da familia Proteaceae, a qual
apresenta quatro espécies, com destaque para Macadamia integrifolia e Macadamia
tetraphylla. No Brasil, os principais estados produtores sdo: Sdo Paulo, Espirito Santo, Rio de
Janeiro e Bahia, mas grande parte de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, sul de Minas
Gerais, leste do Mato Grosso do Sul e oeste do Parana apresentam disponibilidade climatica
favoravel ao cultivo da Macaddmia (SCHNEIDER et al., 2012).

Figura 5 - Arvore daT\Ic;I\}chémia
(KAUCOFFEEMILL, 2015 apud FERREIRA, 2015)

A noz-de-Macadamia é utilizada para alimentacgdo, além de ser usada para fins
paisagisticos, producdo de 0Oleo, cosméticos e farmacos (DIERBERGER; MARINO NETTO,
1985/DIERBERGER et al., 1986/ PIMENTEL, 2007 apud SCHNEIDER et al., 2012).

Os frutos da Macadamia sdo muito ricos em Acidos Graxos (gorduras
saudaveis); Proteinas; Carboidratos (Sacarose, frutose, glicose, lactose, maltose e amido);
varios nutrientes (Ferro, Potéssio, Sédio, Zinco, Cobre, .fésforo, Calcio e Magnésio,
Manganés, Selénio); vérias vitaminas tais como: Vitaminas C (Acido Ascorbico), Vitamina
B1 (Tiamina), Vitamina B2 (Riboflavina), Vitamina B3 (Niacina), Vitamina B5 (Acido
Pantoténico), Vitamina B6, Vitamina B9 (Folato), Vitamina E (alfa-tocoferol); Fitoesterdis
(Campesterol, Beta-sitosterol); varios Aminoacidos (Triptofano, Treonina, Isoleucina,
Leucina, Lisina, Metionina, Cisteina, Fenilalanina, Tirosina, Valina, Arginina, Histidina,
Alanina, Acido Aspartico, Acido Glutdmico, Glicina, Prolina, Serina (LEMOS, 2023;

USDA, 2019c).

FIGURA 6 - Carpelo, casca e améndoa da noz macadamia
(INTERMAC, 2010 apud FERREIRA, 2015)
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Muitas industrias realizam o processo de extracdo de Oleo vegetal e
comercializam, mas como a maioria das atividades industriais ha geracdo de residuos. Assim,
o residuo tem sido descartado pelas inddstrias a céu aberto ou, raramente, em aterros
sanitarios, e, com isso, grande quantidade de nutrientes, que poderiam ser reciclados, ndo sdo
aproveitados. O residuo gerado no processo de extracdo do 6leo de Macadamia, denominado
de biomassa da macadamia, pode ser aplicado como fertilizante organico para diversas
culturas agrarias, além de se apresentar muito importante para os microrganismos edéaficos
(FERREIRA, 2015).

3.4. Fatores que geram o equilibrio ou desequilibrio do solo

Como j& apontado, o solo é a maior fonte bacteriana, muitas delas denominadas
“Microrganismos Regenerativos”, produtoras de substancias organicas Uteis as plantas,
podendo produzir hormdnios e vitaminas, melhorando as propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo. Tais bactérias fazem parte do grupo E.M. (Microrganismos Eficientes),
encontradas naturalmente em solos férteis e em plantas. Os Actinomicetos (bactérias
filamentosas), os Lactobacillus e Pediococcus (produtoras de &cido latico) e as Bactérias
Fotossintéticas sdo as bactérias E.M. que auxiliam o equilibrio do bioma edafico
(ANDRADE, 2020):

v" Actinomicetos: controlam fungos e bactérias patogénicas e também aumentam a
resisténcia das plantas.

v’ Bactérias produtoras de acido latico (Lactobacillus e Pediococcus): produzem &cido
latico que controla alguns microrganismos nocivos como o Fusarium. Pela
fermentacdo da matéria organica ndo curtida liberam nutrientes as plantas.

v’ Bactérias fotossintéticas: utilizam a energia solar em forma de luz e calor. Também
utilizam substancias excretadas pelas raizes das plantas na sintese de vitaminas e
nutrientes, aminoacidos, acidos nucléicos, substancias bioativas e acucares, que
favorecem o crescimento das plantas. Aumentam as populacGes de outros
microrganismos eficazes, como os fixadores de nitrogénio, os Actinomicetos e 0s
fungos micorrizicos.

A composi¢cdo, abundancia e estruturas das comunidades microbianas no
ecossistema do solo sdo afetadas por fatores ambientais como pH, temperatura, umidade e
disponibilidade de nutrientes do solo, bem como préaticas de gerenciamento agricola como

lavoura, rotacdo de culturas, fertilizacdo e aplicagdo de pesticidas (CHEN et al., 2021).
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Residuos de pesticidas podem provocar desequilibrio da diversidade
microbiana do solo, além do uso prolongado de fertilizantes quimicos em sistemas agricolas
convencionais que podem gerar efeitos adversos substanciais na qualidade do solo, causando
reducdo nas atividades bioldgicas do solo, perda de matéria organica do solo e deterioracdo da
estrutura do solo e reciclagem de nutrientes (FANG et al. 2018/ GARCIA-DELGADO et al.,
2019/ BRONICK & LAL, 2005/ ZHAO et al.,2016 apud CHEN et al., 2021)

Estudos apontaram que as atividades enzimaticas também estdo associadas as
condicdes de equilibrio e desequilibrio do solo, algumas hidrolases foram avaliadas como
indices de ciclos de determinados nutrientes: Fosfatase/ciclo de Fésforo (P); Sulfatase/ciclo de
Enxofre (S), B-glicosidase/ciclo de Carbono (C), Urease/ciclo de Nitrogénio. Por isso, essas
enzimas catalisam diferentes substratos, liberando formas inorganicas disponiveis de fosfatos,
sulfatos, amonia e carboidratos que servem como fontes de energia essenciais para as plantas
e organismos do solo. Devido a sua resposta as mudancas nas condi¢@es do solo, as enzimas
do solo funcionam como indicadores de qualidade do solo e podem ser usadas para monitorar
a saude do solo em sistemas de manejo agricola (DAI et al., 2018 e XIAN et al., 2015 apud
CHEN etal., 2021).

As raizes das plantas liberam diferentes metabdlitos como &cidos organicos,
aminoacidos, sacarideos, fendlicos, flavonoides e terpenoides na rizosfera, o que leva a
multiplicacdo de microrganismos ao redor da zona radical. E estas substancias liberadas pela
planta influenciam toda a microbiota ao redor do solo préximo, o que influencia na variacao
da diversidade bacteriana no solo da rizosfera de diferentes plantas (CAKMAKCI in CIG et
al., 2021).

Experimentos realizados por Wang et al. (2021) apontaram que 0s nutrientes
com maior influéncia na diversidade bacteriana do solo sdo: Nitrogénio, Carbono orgéanico e
Potéssio. Eles sdo os maiores indicadores de qualidade do solo e do cultivo sustentavel. Os
experimentos apontaram também que o Nitrogénio € um nutriente com maior efeito sobre a
diversidade bacteriana em nivel de género. J4 o Carbono, Potéssio, 4gua e pH foram
positivamente correlacionados com o0s géneros Pedobacter (género de bactérias Gram- em
forma de bastonete e anteriormente conhecida como Flavobacterium) e Mucilaginibacter
(género de bactérias Gram - imodveis, em forma de bastonete, produtoras de
exopolissacarideos que apresenta potencial de biorremediacdo). Ambos 0s géneros sdo
pertencentes ao Filo Bacteroidota.

Outros experimentos realizados também apontaram que 0S géneros

Burkholderia, Bradyrhizobium e Methylosinus (Géneros bacterianos pertencentes ao Filo
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Proteobacteria e reclassificados em 2021 como Filo Pseudomonadota) e também se
associaram significativamente com o teor de nitrogénio no solo (IKEDA et al., 2014 apud
WANG etal., 2021).

Estudos apontaram também que a condutividade elétrica, o pH e o teor de agua
no solo exibiram correlacdo forte com bactérias pertencentes aos filos Actinobacteria e
Proteobacteria, (O'BRIEN et al., 2019 apud WANG et al., 2021). Lembrando que muitos
géneros bacterianos pertencentes ao Filo Proteobacteria foram reclassificados como Filo
Pseudomonadota.

Solos é&cidos apresentam menores taxas de concentracdo de Nitrogénio,
Fdsforo, Potéssio, Célcio e Magnésio e apresentam aumento da concentracdo de Ferro,
Niquel, Cobre, Zinco, Manganés e Aluminio, podendo aumentar sua solubilidade e causar
toxicidade (NATH, 2014 apud CAKMAKCI in CIG et al., 2021).

Assim foi constatado que a diversidade bacteriana rizosférica esta relacionada
com elementos ambientais, condutividade elétrica. E os elementos do solo na rizosfera da
planta também podem ser ajustados através da mudanca da diversidade de rizobactérias além
da fertilizagdo quimica.

O enriquecimento do solo com matéria orgénica, Potéassio e Fosforo
apresentaram correlagdo positiva com alguns géneros bacterianos, tais como: Myxococcota,
Latescibacterota, Bacteroidota, Chloroflexi, Deinococcota, Bdellovibrionota, Patescibacteria
(WU et al., 2021 apud CAKMAKCI in CIG etal., 2021)

Firmicutes,  Actinobacteria, Proteobacteria  (atual Pseudomonadota),
Bacteroidetes sdo os filos dominantes em todos os sistemas de consércio que apresentaram
relacdo positiva com Nitrogénio, matéria organica do solo e Fésforo total disponivel. Ja para
as bactérias fixadoras de Nitrogénio os fatores mais importantes que afetam a abundancia e a
diversidade sdo: Matéria organica do solo, NH4, Nitrogénio e Fosforo (CAKMAKCI in CIG
et al., 2021).

Estudos apontaram correlagBes positivas entre algumas bactérias, por exemplo
Nitrosomonas e Nitrobacter, ambas pertencentes ao atual Filo Pseudomonadota
(GAFUR&SULTANA, 2013 apud CAKMAKCI in CIG etal., 2021).

Estudo liderado pela Embrapa (2022b), em parceria com a empresa Revbio
(Paulinia, SP), demonstrou que é possivel alterar a microbiologia da rizosfera e da porcdo
aérea de plantas cultivadas em solos agricolas degradados por meio da transferéncia de
microrganismos das plantas de uma area biologicamente mais equilibrada para outras areas

desequilibradas, técnica denominada “Transplante Biologico”.
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Tal estudo, coordenado pelo pesquisador da Embrapa André May, realizou a
coleta de microrganismos endofiticos e rizosféricos de culturas agricolas com grande
equilibrio biotico e que apresentavam grande produtividade de variadas culturas comerciais,
onde plantas e genomas microbianos apresentavam interagcdes perfeitas de acordo com a
gestdo ambiental. Em seguida os microrganismos foram transplantados para areas agricolas
desequilibradas, o que gerou aumento de produtividade entre 10% e 30% em condicdes reais
de cultivo, incluindo uma melhoria no desempenho da resisténcia a pragas e doencas em
algumas das areas de cultivo, com reducdo do uso de pesticidas em algumas situacdes
(EMBRAPA, 2022b).

Os microrganismos extraidos das plantas doadoras (utilizando substratos
especialmente preparados) foram estabilizados como po6s sollveis e  aplicados de duas
formas: tratamento de sementes e pulverizagéo foliar, dependendo da cultura.

O estudo da Embrapa acima citado concluiu que a planta tratada apresenta um
comportamento metabdlico totalmente diferente, o vigor da planta aumenta, as folhas ficam

mais verdes, a area foliar aumenta, o que se reflete na produtividade.

3.4.1. Compost Tea e Extrato de Composto - Receitas equilibradoras do solo

Compost Tea é um extrato liquido de compostagem que contém todos 0s
nutrientes sollUveis, organicos e inorganicos, e uma grande porcdo de organismos, como
bactérias, fungos, protozoarios e nematdides, que estdo presentes na compostagem
(INGHAM, 1999 apud INGHAM, 2005).

Compost Tea (Cha de compostagem - “Extrato de &gua fermentado de
compostagem™) é um processo de “fermenta¢do a frio”, que permite o crescimento dos
organismos extraidos do composto. Tal tecnica utilizada pela Agricultura Biologica, foi
desenvolvida e divulgada pela Dra. Elaine Ingham, pesquisadora da Oregon State University,
sendo que tal doutora continua realizando cursos acerca desta técnica agricola. Segundo ela, o
cha de compostagem apresenta uma antiga historia, tendo sido produzido desde o Império
Romano, por produtores que faziam cha composto, cha de esterco e chas de plantas de varias
maneiras, atualmente tendo modificagdes nos processos de producdo. Mas, na producdo do
cha, a aerobiose ja& era um item necessario para evitar o crescimento de microrganismos
patogénicos, 0s quais poderiam trazer prejuizos agricolas, problemas ambientais e perigos a

satde animal e humana. Uma das principais ideias acerca desta metodologia agricola € que a
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maioria das flores e vegetais crescem melhor em solos com biomassa bacteriana e fungica
aerébica balanceada (protegendo as plantas das doengas presentes nos ecossistemas
degradados por pesticidas e fertilizantes). E segundo ela, o produto final da decomposicéao
anaerdbica também pode conter alcool, fendis, acidos organicos e proteinas que sdo toxicos
para os tecidos vegetais, e por este motivo a autora aponta a importancia da aerobiose.
(INGHAM, 2005)

No Manual escrito por Ingham (2005) a autora aponta que esta técnica de
producdo de Compost Tea sempre teve a funcdo de agregar microrganismos e micronutrientes
nos solos agrarios, permitindo maior eficiéncia da agricultura sustentavel, melhorando as
culturas agrarias e aumentando a sanidade das plantas contra doengas e pragas. Ela comenta
que o cha é um liquido fermentado que concentra bactérias, fungos, protozoarios e nematoides
em uma forma liquida facilmente absorvida. E quando é aplicado nas folhagens, aumenta a
atividade biolégica na camada superficial da folha, aumentando o tempo de abertura dos
estdmatos da planta, proporcionando maior absorcdo de nutrientes.

Outros comentarios da autora indicam que ACT (Aerated Compost Tea) é um
extrato aquoso de composto aerificado, fabricado sem uso de calor, que permite que
organismos benéficos crescam em numeros elevados. E por isso, o produtor deve se certificar
gue 0 composto contém 0s organismos extremamente importantes, além dos nutrientes que
serdo utilizados pelos microrganismos como alimentos. E para obter todos os beneficios
possiveis do chd composto, o processo de fermentacdo deve ser aerdbico, porque em
condicdes anaerdbicas, os nutrientes sdo perdidos por volatilizagdo, onde os principais
nutrientes sao convertidos em formas gasosas com condi¢des de oxigénio reduzido. Por isso,
segundo a autora, 0 mal cheiro pode ser o resultado da anaerobiose: “...quando vocé sente 0
cheiro de aménia, ovo podre, vinagre, putrido ou azedo, o pH esta caindo, o alcool esta sendo
produzido e N, S e P sdo perdidos como gases”. Ela também aponta no manual escrito que
para realizar a aplicacdo do Compost Tea, existem duas maneiras diferentes: como irrigacao
no solo ou como pulverizagdo foliar INGHAM, 2005).

Segue abaixo a metodologia utilizada para a producdo do Compost Tea
(VELAZCO, 2020)

a) Recolher uma amostra de solo (de até 5 cm de profundidade) ou matéria organica
retirada de composteira e/ou humus (podendo ser também adicionado Bokashi,
produto que contém microrganismos E.M)

b) Colocar a amostra em uma sacola permeavel (1 galéo)
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c) Pegar um recipiente que comporta cerca de 5 galGes de agua e enché-lo com 3/4 de
agua purificada (de preferéncia tratada com acido himico antes de ser utilizada na
producdo Compost Tea)

d) Colocar 1 colher de Melago (alimento para bactérias) dentro da agua e mistura-lo
(embora atualmente a Dra. Ingham nédo aconselhe a coloca¢do do melaco)

e) Colocar a sacola com a amostra de solo/himus dentro do recipiente contendo &gua e
melaco

f) Colocar um equipamento aerificador dentro do recipiente contendo a agua e a sacola
de solo/himus, no intuito de oxigenar o liquido e retirar os microrganismos benéficos
da sacola (deixando por 24 a 36 horas para proliferacdo bacteriana)

g) Apobs 24/36 horas, colocar o liquido contendo as bactérias ja proliferadas dentro de
tanque contendo agua purificada (cerca de 300 galGes), espalhando-a no solo e/ou

nas culturas agricolas (folhas e raizes).

Mas, segundo Garcia (2019), tal Cha de Composto Ativamente Aerado
(AACT) é contra indicado para o crescimento de fungos, porque as condi¢des que favorecem
o crescimento de fungos em meio artificial aquoso ndo favorecem o crescimento de bactérias
e vice versa, ndo podendo colocar fungos e bactérias em um mesmo fermentador: bactérias
aceitam cardapios mais simples, com bastante agitacdo e muita aeracdo; fungos necessitam de
cardapios mais complexos, com pouca agitacdo e pouca aeracao.

O Dr. Garcia (2019) aponta alguns conceitos indicados pela Dra. Elaine
Ingham, mas que para ele sdo conceitos equivocados, tais como: “...0s microrganismos
aerdbicos sdo sinbnimo de bom e 0s anaerdbicos sdo sindnimos de ruim”. Entretanto, ele
comenta que muitas bactérias que fazem parte do grupo E.M. (Microrganismos Eficazes do
solo), tais como PSB (Bactérias Purpuras Sulfurosas solubilizadoras de Fosfato) ou PNSB
(Bactérias Pdrpuras ndo solubilizadoras de Fosfato) e Bactérias Fotossintéticas Roxas
(Parpuras fotossintéticas), que sdo muito eficientes, benéficas e Uteis na producdo agricola,
podem ser aerdbicas, anaerébicas ou microaerofilicas. Embora a maioria das bactérias
utilizadas na agricultura sejam aerdbicas, algumas bactérias promotoras de crescimento
vegetativo sdo microaerofilicas (necessitando de baixa concentracdo de Oxigénio).

E além da questdo da aerobiose/anaerobiose, acima citada, o Dr. Garcia (2019)
também aponta outro conceito, para ele, equivocado: ele comenta que no inicio o melago era o
nutriente preferido de quem fazia “Compost Tea”, e que apds algum tempo a Dra. Elaine

passou a desaconselhar o uso do melago, apontando que n&o seria bom colocar 0 melago no
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Compost Tea, pois tal produto seria responsavel pela proliferacdo de bactérias indesejaveis
(patogénicas), além de agir contra fungos agrarios. Entretanto, o Dr. Garcia comenta que 0
melaco € um bom substrato para o cultivo de algumas bactérias benéficas, presentes no solo.
E para confirmar o comentario do Dr. Garcia sobre a importancia do Melaco,
Andrade (2020) aponta que bactérias acido lacticas pertencentes a familia Lactobacillaceae
(tais como Lactobacillus e Pediococcus), sdo consideradas regenerativas e que fazem parte do
grupo de bactérias E.M. (Microrganismos Eficientes), as quais produzem &cido latico que
controla alguns microrganismos nocivos como o Fusarium, além de produzirem substancias
organicas, horménios e vitaminas liberando também nutrientes Gteis as plantas. Tais
substancias melhoram as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (ANDRADE,
2020).
Por tudo isso, Dr. Garcia sugere algumas alteragdes de substancias presentes no
Compost Tea, além de modificacBes na metodologia de producdo do composto a ser utilizado
na Agricultura Sustentavel (denominado Extrato de Composto):
» Substancias a serem acrescentadas no Compost Tea — Melaco - 1 a 2%); fertilizante
organico Hidrolisado de peixe - 2mL/L; Humatos (Acidos HGmicos) Sollveis 1 g/L;
Extrato de Kelp 1g/L
» Producdo de fungos — cardapios mais complexos, com pouca agitacdo e pouca
aeracédo
» Producdo de Bactérias microaerofilicas (Promotoras de Crescimento Vegetal) —
cardapios simples, pouca agitagdo e pouca aeragdo
» Producdo de Bactérias aerdbicas agrarias — cardapios simples, com muita agitacéo e
muita aeracéo
Para Garcia (2019), o Extrato de Composto € infinitamente superior ao
chamado AACT (Compost Tea Aerado e Ativado).
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4. MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi distribuido em quatro etapas.

1. Avaliacdo do efeito dos residuos e subprodutos industriais Vinhaca, Xarope de Milho
e Melaco de Cana, avaliados na proliferagdo de bactérias em solos da superficie e
inferiores (50cm), de um campo de cana-de-agucar;

2. Avaliacdo do efeito dos substratos Vinhaca, Melago, Xarope de Milho e Macadamia
(7%) sobre 15 isolados de bactérias;

3. ldentificagdo por métodos moleculares de bactérias filamentosas pertencentes ao Filo
Actinobacteria, isoladas das amostras de solos (bactérias muito utilizadas na
decomposicdo de matéria organica);

4. Awvaliacdo da eficiéncia do melaco de cana sobre a proliferacdo de bactérias de solos
superficiais (utilizando metodologia de alta concentracdo de Oxigénio) e de solos
inferiores - 50cm (utilizando metodologia de menor concentragdo de Oxigénio).

Os experimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Controle
Biolégico do Instituto Biologico, localizado no Centro Avangado de Pesquisa e
Desenvolvimento em Sanidade Agropecuaria (CAPSA), e 0 sequenciamento na Unidade
Laboratorial de Referéncia em Biologia Molecular Aplicada - ULRBMA (IB/SP).

4.1. Residuos e subprodutos industriais na proliferacédo de bactérias do solo

Na Fase 1, os residuos industriais Vinhaca, Xarope de Milho e Melaco de Cana
foram avaliados na proliferacdo de bactérias em solos da superficie e inferiores (50cm), de um
campo de cana-de-acucar. Para esse estudo, foram realizados dois tipos diferentes de
experimentos com amostras de solos superficiais e de solos inferiores (50 cm). Para cada tipo
de experimento, foram considerados 4 tratamentos representados por trés diferentes residuos e
subprodutos industriais Vinhaca, Xarope de Milho e Melago, e pela Agua (Controle).

Para cada tratamento foram estabelecidas seis repeticdes representadas por seis
pontos em uma area de cana de agUcar pertencente a Usina do grupo Abengoa, Sao Jodo da
Boa Vista, SP., sendo cada repeticdo representada por duas amostras de solo coletadas na
camada superficial e inferior, respectivamente, de uma area de cana-de-agUcar, distanciada em
1.000 metros uma da outra, pertencente a usina do grupo Abengoa, em S&o Jodo da Boa Vista,
SP.
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Figura 7 — Locais de coleta de amostras de solo do canavial proximo a Usina Abengoa

De cada ponto de amostragem (repeticdo), foram coletadas duas amostras de
solo em duas profundidades diferentes, superficial e inferior (50 cm abaixo da superficie), no
intuito de isolar bactérias edéficas. As amostras coletadas, contendo 1000 gramas cada, foram
levadas para o laboratorio de Controle Bioldgico onde foram distribuidas em 4 potes de vidro.
(e em cada pote foi colocado um dos substratos, e em um deles foi colocado somente &gua).

Cada amostra de solo que foi distribuida em quatro potes de vidro foi
umedecida com 25 mL de uma solugdo contendo dgua mais 70% de cada um dos substratos
(17,5 ml) vinhaca, xarope de milho e melago, sendo usado agua para controle. Os potes foram
incubados em BOD a 26°C por 30 dias. Para o experimento com solos superficiais, 0s potes
foram mantidos semi-abertos, contendo tela, enquanto que para os solos inferiores, 0s potes
formam mantidos fechados com tampas de rosca, no intuito de gerar baixa concentracéo de
0Xigénio no seu interior.

As avaliagdes foram realizadas apés 2, 15 e 30 dias (Tabela 4 e Tabela 5), com
base no plagueamento e contagem das coldnias das bactérias.

Para 0 plagueamento das bacterias, foram utilizad os dois diferentes meios de
cultura: para os solos superficiais 0 meio de cultura utilizado foi o Agar Nutriente — NA
(AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1917), encubado sob alta concentracéo
de oxigénio; enquanto que dos solos inferiores 0 meio de cultura utilizado foi MRS (DE
MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960; formula em anexo 8.4), encubado sob baixa concentracao
de oxigénio. Por isso, algumas bactérias isoladas sdo aerobicas, enquanto outras podem ser
aerobicas facultativas ou microaerofilicas (dependentes de baixa concentracdo de oxigénio -
de 1% a 15%). Assim, o experimento com solos superficiais visou isolar bactérias aerofilicas
enguanto que o experimento com solos inferiores visou isolar bactérias aerdbicas facultativas

ou microaerofilicas.
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= Amostras coletadas de solo superficial

Para cada tempo de avaliacdo (2, 15 e 30 dias), 10 gramas de solo de cada
tratamento foi colocado em um recipiente contendo 90 mL de &gua autoclavada, e submetido
a diluicéo seriada até 10-1°. Para cada diluicdo, uma aliquota de 100uL foi semeada em placa
de Petri contendo meio de cultura NA. As placas foram entdo seladas com parafilme ou filme
de PVC e incubadas a 26°C por aproximadamente 72 horas, em BOD. Em seguida foi
realizada a contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) por grama de solo (Figura
8).

Tabela 4 — Tratamentos das amostras de solos superficiais para isolamento de bactérias edaficas (alta
concentracdo de oxigénio

Plagueamento das Amostras

Solos superficiais la-2a-3a-4a-5a-6a
2 dias (NI) | 15 dias (N2) | 30 dias (N3)

Tratamento 1 (T1)
Solo + H2.0
250 g de solo

+
25 mL de H20 (Controle)
Tratamento 2 (T2)
Solo + Vinhaga
250 g de solo

+
17,5 mL de Vinhaga / 7,5 mL de H20
Tratamento 3 (T3)
Solo + Melago
250 g de solo

+
17,5 mL de Melago/7,5 mL de H20
Tratamento 4 (T4)
Solo + Xarope de Milho
250 g de solo

+
17,5 mL de Xarope de Milho/ 7,5 mL
de H20

-

= 100 107 :iw 104 10° w 107 m~3 10° 10¢

10g solo

Plaqueamento de todas
as diluicoes - Meio NA

2/15/30 dias

Figura 8 — Diluicdo seriada e plagueamento das seis amostras de solos superficiais dos tratamentos
controle, vinhaca, melaco e xarope de milho (2 dias, 15 dias e 30 dias ap0s a coleta)
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= Amostras coletadas de solo inferior a 50 cm de profundidade
A metodologia usada para contagem das bactérias das amostras de solo inferior
foi a mesma ja descrita acima, porém a diluicdo obtida foi plaqueada em placas de Petri
contendo meio de cultura MRS (100pL). As placas ndo foram seladas com filme PVC e foram
colocadas dentro de um recipiente de vidro com tampa contendo uma vela acesa (por cerca de
1 minuto). E em seguida, o recipiente de vidro contendo as placas de Petri foi colocado em
BOD a 26°C por cerca de quatro dias. Posteriormente, foi realizada a contagem das UFC/g de

solo (Tabela 5, Figura 9, Figura 10).

Tabela 5 — Tratamentos das amostras de solos inferiores (50cm) para isolamento de bactérias edaficas
(baixa concentracdo de oxigénio)

Plagueamento das Amostras

Solos inferiores 1b-2b-3b-4b-5b-6b
2dias (N1) | 15dias(N2) | 30dias (N3)

Tratamento 5 (T5)

Solo + H20

250 g de solo + 25 mL de H20
(Controle)

Tratamento 6 (T6)

Solo + Vinhaga

250 g de solo + 17,5 mL de Vinhaga /
7,5 mL de H2O

mL de H,O

Tratamento 8 (T8)
Solo + Xarope de Milho
250 g de solo +17,5 mL de Xarope de d Y,

Milho/ 7,5 mL de H2O

Tratamento 7 (T7)
Solo + Melago
250 g de solo + 17,5 mL de Melago/7,5 & Y,

1001

2/15/30 dias A . Plaqueamento de todas

as diluicdes - Meio MRS

Figura 9 — Diluigao seriada e plagueamento das seis amostras de solos inferiores dos tratamentos
controle, vinhaca, melaco e xarope de milho (2 dias, 15 dias e 30 dias ap6s a coleta)
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Figura 10 — Incubacéo de bactérias edaficas em condicGes de
baixa concentracéo de oxigénio (vela acesa)

4.2. Residuos e subprodutos industriais no crescimento de bactérias em meio de cultura

liquido

Na Fase 2, quinze isolados de bactérias da colecdo André Tosello, Campinas/

SP, foram submetidas aos quatro tratamentos citados acima (Fasel), incluindo ainda o

tratamento macadamia. No tratamento controle foi utilizado apenas meio de cultivo.

Os substratos vinhaca, melaco, xarope de milho e macadamia foram avaliados

como suplementos para a proliferacdo de 15 bactérias utilizadas por agricultores, inclusive na

producdo on farm, depositadas na colecdo de bactérias do Laboratorio de Controle

Bioldgico/IB.

Bacillus subtilis

Azospirillum brasilense

Saccharopolyspora spinosa

Bacillus amyloliquefaciens

Chromobacterium subtsugae

Bacillus thuringiensis (BTK)

Bacillus megaterium (atual Priestia megaterium)
Bradyrhizobium japonicum

Bacillus pumilus

Bacillus aryabhattai (atual Priestia aryabhattai)
Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens

Bacillus licheniformis

Streptomyces

Bacillus velezensis
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A principio cada bactéria foi inoculada dentro de tubo Falcon (50 mL)

contendo 30 mL de meio de cultura especifico listados abaixo (meios de cultura sem &gar)

Pseudomonas, Chromobacterium, Bacillus, Streptomyces, S. spinosa - Meio de
Cultura Nutrient Broth (NB) - NA sem adicdo de 4gar (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 1917)

Bradyrhizobium — Meio de cultura YMA com vermelho congo (VINCENT, 1970;

SOMASEGARAN e HOBEN, 1984)
= Azospirillum — Meio de Cultura NFB (DOBEREINER et al., 1995)

Os frascos foram incubados a temperatura ambiente por 96 horas, sob agitacéo

de 200 rpm, por quatro dias. Posteriormente, 1 mL do caldo de crescimento bacteriano foi

colocado em quatro tubos Falcon com 9 mL do meio de cultura especifico, onde foram

adicionados 7% de um dos quatro substratos (autoclavados). Em um tubo foi colocado

somente o0 meio de cultura sem a adicdo dos substratos (tratamento controle). Os tubos foram

incubados a temperatura ambiente por cinco dias em agitador orbital a 200 rpm. Apoés este

periodo foram efetuadas diluicdes seriadas (101 a 10-19) e plaqueamentos (100uL) em placas

de Petri com os meios de cultura acima mencionados (contendo Agar), para contagem das

células (UFC/mL). Tais placas de Petri, foram incubadas em BOD a 26°C por quatro a cinco

dias. Foram realizadas seis repeti¢cdes (Figura 11).

15 linhagens bacterianas - 6 repeticoes

/ f 1mL
P e NNV Y NV N
B3 34
- : 3 5 100 100 10° jo¢ 100 10° 10 10° 10° g
——— 2 =
B e | () ( @
——— , # o -
z . . z ~— 100pL
Inéculo bacteriano Meio com substrato/Inéculo P - -
agitacio 4 dias 9 mL/1mL - Agitacio 5 dias f=: &;\ i ‘\
Can Ca
LeR=E =0 =0 - E— & & Conugen
| ‘ UFC/mL
H.eR Ea (G2
0 CLIEG P @
1. Meio de cultura puro - -
2. Meio de cultura com Vinhaga (7%)
3. Meio de cultura com Xarope de Milho
(73%5)
4. Meio de cultura com Melago (7%%)
5. Meio de cultura com Macadamia (7%)
_— )

Figura 11 — Preparacgado do experimento para avaliacdo do efeito da vinhaca, xarope de milho, melaco e

macadéamia sobre as bactérias utilizadas na producao agricola
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4.3. Bacterias filamentosas - Actinobactérias — isoladas do solo com residuos e
subprodutos industriais
Na Fase 3, algumas bactérias filamentosas isoladas das amostras de solos da
Fase 1 foram identificadas por meio de sequenciamento do gene 16S RNA ribossomal.
Algumas colbnias bacterianas crescidas em placas de Petri, isoladas durante a
Fase 1, apresentaram caracteristicas morfologicas de Actinobactérias (similares a pequenas

coldnias fungicas), como aponta a Figura 12.

Figura 12 — Caracteristica morfoldgica de coldnias de Actinomicetos.
Foto: Raquel Garibaldi Damasceno
https:/iwww.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/18934/000730906.pdf ?sequence=1

Tais coldnias foram purificadas e microscopicamente analisadas para confirmar
se eram filamentosas, utilizando a Coloracdo de Gram. Todas as bactérias com estrutura
filamentosa, como mostra a figura 13, foram apontadas como possiveis Actinobactérias, as
quais foram semeadas em meio de cultura ACA (FRIGHETTO &VALARINI, 2000 apud
OLIVEIRA, 2003).

Figura 13 — Bactéria filamentosa (Actinobactéria)


https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/18934/000730906.pdf?sequence=1
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A identificacdo das bactérias filamentosas similares a Actinobactérias, por

meio do sequenciamento do gene 16S RNA ribossomal, foi realizada no Laboratério de

Referéncia em Biologia Molecular Aplicada do Instituto Bioldgico com a colaboracéo da Dra.

Maria Del Pilar Rodriguez

Segue abaixo os procedimentos realizados para o sequenciamento das bactérias

filamentosas (os detalhes dos procedimentos estdo apontados no “Anexos 8.6”).

1.

44.

Extracdo de DNA - realizado pelo protocolo do método CTAB (ROMANO &
BRASILEIRO, 1999)

Andlise quantitativado DNA - realizada apés a extracdo do DNA bacteriano, utilizando
0 equipamento nanodrop (padronizadas para uma concentracéo de 100 ng/uL).
Amplificacdo do gene 16S RNA ribossomal por PCR (Reacdo em Cadeia pela
Polimerase).

Purificacdo dos produtos amplificados por precipitacdo com PEG 6000 (SCHMITZ;
RIESNER, 2006).

Sequenciamento do gene 16S RNA ribossomal empregando-se o reagente Big Dye 3.1
(Applied Biosystems).

Andlises das sequéncias nucleotidicas do gene 16S RNA ribossomal foram realizadas
utilizando-se programa Bioedit versdo 7.2 Windows, sendo comparadas com linhagens
do banco de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). As sequéncias do
banco de dados que resultaram em similaridade igual ou acima de 98,50% com a
sequéncia analisada foram alinhadas no programa CLUSTAL W, pacote do programa
Bioedit (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994).

Amplificacdo e sequenciamento com a utilizacdo de primers especificos — para as
amostras que ndo puderam ser identificadas pelo gene 16S RNA ribossomal, sera
realizado um segundo procedimento de amplificacdo (PCR) e sequenciamento
utilizando-se primers especificos, sendo selecionados de acordo com o0 género

identificado anteriormente com o sequenciamento do gene rRNA 16s.

Melaco na proliferacdo de bactérias em cultura liquida
Na Fase 4, o efeito do melago foi avaliado em experimentos com algumas

bactérias dos solos superficiais (alta concentracdo de oxigénio) e solos inferiores (menor

concentracdo de oxigénio).
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Para analisar o efeito do Melago sobre as bactérias edaficas, dez coldnias
(isoladas do solo superficial) e dez coldnias (isoladas do solo inferior /50cm) que cresceram
em meios NA e MRS, respectivamente, utilizando duas metodologias com diferentes
concentragdes de oxigénio, foram testadas individualmente em meios de cultura NB e MRS
caldo, contendo melaco (2%) e em meio ndo contendo melago.

Primeiramente, as colonias foram semeadas e purificadas em placa de Petri
contendo meio de cultura e em seguida foram preparados os indculos contendo colénia
bacteriana dos solos superficiais e inferiores. Para isso, a colbnia bacteriana de solos
superficiais foi colocada em tubo contendo 10 mL de meio de cultura NB (Nutrient Broth -
NA sem adicdo de agar) e a coldnia bacteriana de solos inferiores foi colocada em tubo
contendo 10 mL de meio de cultura MRS. Os tubos contendo NB foram colocados no
agitador 200 rpm durante 7 dias em temperatura ambiente (mantendo a oxigenacdo). Ja os
tubos contendo MRS permaneceram fechados em BOD durante 7 dias, sem agitacdo, em
temperatura 26°C (diminuindo a oxigenagé&o).

Apbs 7 dias, ImL do indculo (meio de cultura NB/bactéria de solo superior) foi
colocado em 2 tubos com 9mL de meio NB, um deles contendo melago (2%), os quais foram
colocados no equipamento de agitacdo durante 1 semana (garantindo alta concentragdo de
oxigénio).

Enquanto que 1 mL do inéculo (meio MRS Caldo/bactéria de solo inferior) foi
colocado em duas garrafas tipo Schott, contendo meio MRS Caldo, uma delas contendo
melaco (2%). E ambas as garrafas tipo Schott foram colocadas dentro de um pote de vidro,
contendo vela acesa, como mostra a Figura 14 (garantindo baixa concentracdo de oxigénio).

Os potes foram colocados em BOD a 26°C durante 1 semana.

1. Meio de Cultura Caldo MRS Puro
2. Meio de cultura Caldo MRS com Melaco (2%)

Figura 14 — Cultura de bactérias de solos inferiores em
meio Caldo MRS puro e com melaco
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Apobs 1 semana os indculos foram diluidos serialmente e plaqueados em meios
NA (bactérias de solos superiores) e MRS (bactérias de solos inferiores). As placas contendo
NA foram colocadas em BOD a 26°C. E as placas de Petri contendo meio MRS (sem
fechamento de plastico filme) foram colocadas dentro de um pote de vidro contendo vela
acesa por cerca de 1 minuto (Figura 15) e colocadas em BOD a 26°C. Apos 4 dias foram
contadas as Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/mL) das amostras, comparando-as, no

intuito de confirmar a acdo benéfica do melaco sobre cada bactéria experimentada.

Figura 15 — Incubacé&o das bactérias de solos inferiores,
cultivadas em meio de cultura MRS puro e com Melago

4.5. Anélise estatistica

Os experimentos foram realizados com delineamento casualizado, onde 0s
resultados das Fases 1, 2 e 4, foram avaliados através da analise estatistica (RStudio). Em tais
fases, a diferenca significativa dos resultados foi avaliada através do teste de comparagédo
multipla Tukey (95%), comparando as médias das unidades formadoras de coldnias
bacterianas (UFC). E na Fase 2 também foi utilizado o teste de comparacdo multipla Dunnett
(95%), no qual houve comparacdo dos resultados entre o tratamento controle e os demais
tratamentos.

O teste estatistico “Bartlett-Test” foi utilizado para analisar a homogeneidade
ou heterogeneidade de variancias, enquanto que o “Shapiro-Test” foi utilizado para analisar a
normalidade ou anormalidade dos residuos. Quando tais testes apontam P-value < 0,05, é
necessario realizar os testes de comparacdo multipla com Escala Logaritmica (Log), com o
objetivo de estabilizar as variancias e os residuos, obtendo homogeneidade e normalidade.
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Na Fase 1 foram analisados resultados de quatro tratamentos (controle,
vinhaca, melaco e xarope de milho), em seis repeticbes (amostras de solos superficiais e
inferiores) e em trés periodos (2 dias, 15 dias e 30 dias).

Na Fase 2 foram analisados resultados de cinco tratamentos (controle, vinhaga,
melaco, xarope de milho e macadamia), em seis repeti¢des (15 linhagens bacterianas agrarias)

Na fase 4 foram analisados resultados de dois tratamentos (controle e melago),
em dez repeticbes com bactérias aerdbicas e em dez repeticdes com bactérias aerdbicas

facultativas/microaerofilicas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Residuos e subprodutos industriais na proliferacédo de bactérias no solo

Os testes bioestatisticos apontaram heterogeneidade de variancias dos solos
superficiais (Bartlett-Test / P-value 2,2e-16) e dos solos inferiores (Bartlett-Test / P-value
2,2e-16), além de anormalidade dos residuos dos solos superficiais (Shapiro-Test /P-value
3,767e-13) e dos solos inferiores (Shapiro-Test /P-value 6,558e-14), onde ambos 0s testes
apontaram P-value < 0,05. Por isso, foi realizada a andlise estatistica com escala logaritmica
(Tukey95-log), com o objetivo de estabilizar as variancias e obter normalidade e
homogeneidade.

Para os solos superficiais, xarope de milho aumentou significativamente a
populacdo média de bactérias resultante das trés avaliagdes, em relacdo a testemunha. Ja para
os solos inferiores, os trés compostos melaco, vinhaca e xarope de milho aumentaram
significativamente a populagdo média de bactérias em relacdo as respectivas testemunhas
(Tabela 6).

Tabela 6 — Média das Unidades Formadoras de Col6nias por grama de solos superficiais e solos

inferiores - 6 amostras/4 Tratamentos

Bactérias isoladas de amostras de Solos superficiais — Teste Tukey95(Log)

Média geral
Tratamentos UFC/g x 108 UFC/g x 108 UFC/g x 108

2 dias— (N1) 15 dias — (N2) 30 dias — (N3) UFC/g x108

(N1+N2+N3)
Xarope de Milho 7,40 ab 34,32a 119,87 a 31,22 a
Vinhaca 11,28 a 8,96 ab 9,47b 9,85h
Controle (H20) 11,72a 6,63 ab 6,80 b 8,08b
Melago 2,30b 2,23b 1,80¢c 2,16 ¢
F-value: 3,711 F-value: 4,548 F-value: 35,15 F-value: 9,279
Pr: 0,0285 Pr:0,0138 Pr: 3,63e-08 Pr: 1,16e-08

Bactérias isoladas de amostras de Solos inferiores (50cm) — Teste Tukey95(Log)*

Tratamentos Média geral
UFCl/g x 108 UFCl/g x 108 UFCJ/g x 108

2 dias- (N1) 15 dias - (N2) 30 dias - (N3) UFC/g x108

(N1+N2+N3)
Melaco 0,51a 3,09a 249a 158a
Vinhaca 092a 122 a 181a 1,27 a
Xarope de Milho 1,09a 11a 0,64 ab 0,92 a
Controle (H20) 02a 0,36a 0,10 b 0,19 b
F-value: 1,572 F-value: 2,2364 F-value: 6,231 F-value: 3,234
Pr: 0,227 Pr: 0,1154 Pr: 0,003665 Pr: 0,00292

Dos solos superficiais, a analise estatistica realizada, demonstrou diferenca

significativa entre os tratamentos, exceto entre “vinhaca ¢ controle”. E dos solos inferiores, a
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analise estatistica realizada, demonstrou diferenca significativa entre os tratamentos “xarope e

EE 1Y

controle”, “vinhaga e controle” e “melago e controle” (Figura 16).
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Figura 16 — Diferengas entre os niveis de média dos tratamentos.

Nos solos superficiais a andlise estatistica também apontou interacdo
significativa somente entre tempos dentro do tratamento xarope de milho (P-value: 7,07e-05),
0 que indica que o xarope de milho no solo superficial atua com maior eficiéncia em 30 dias.

E nos solos inferiores (50cm) a anélise estatistica apontou que ndo houve interacdo

significativa (P-value: 0,4108740) entre tratamentos e tempos (Figura 17).
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Figura 17 — Interacdo Tempos (N1-2dias; N2-15dias; N3-30 dias) x Tratamentos (Controle; Melaco;

Vinhacga; Xarope de Milho) em solos superficiais e em solos inferiores.

A analise estatistica Tukey95 (Log) realizada separadamente nos diferentes

tempos (2 dias; 15 dias; 30 dias) apontaram as diferencas significativas das médias dos

tratamentos (Figura 18).
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Figura 18 — Diferencas significativas entre os tratamentos nos tempos: 2 dias/15 dias/30 dias.

62

Como apontado por Bordignon et al. (2012) a UFC bacteriana por grama de

solo se torna maior quando ocorre adicdo de vinhaca, e que seu uso na biofertirrigacéo

contribui para o aumento das comunidades microbianas do solo, devido alta dose de

compostos organicos e grande diversidade de nutrientes de sua composigdo (tais como
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Manganés, Cobre, Zinco, Ferro, Enxofre, Magnésio, Célcio, Fésforo, Nitrogénio, Carbono, e,
principalmente Potéssio). Os compostos organicos de maior propor¢do na vinhaga sao:
glicerol, &cido latico, etanol, &cido acético, frutose, glicose, sacarose, galactose, acetatos,
oxalatos e citratos. Acidos organicos também fazem parte da compostagem da vinhaga, tais
como: aconitico, malico, maleico, citrico, tartarico, maldnico, oxalico, glicolico, glutamico,

latico e succinico (DOWD et. al., 1994; BENKE et. al., 1998; DECLOUX; BORIES, 2012;

PARNAUDEAU et. al., 2008; DOELSCH et. al., 2009 apud SILVA, 2012).

A vinhaca ja foi testada como meio de cultura para proliferacdo de algumas
bactérias, tais como:

= Azospirillum brasilense em meio vinhaga 100% - maior proliferagdo; aumento dos teores
de fésforo e nitrogénio além de reduzir a carga organica (SILVA et al., 2020).

= Bacillus subtilis em meio vinhaga 25% — maior proliferacio (CARDOSO e ARAUJO,
2011).

» Bactérias diazotréficas (Género Azospirillum) em meio vinhaga - eficiente proliferacéo.
Em meio vinhaga 100% - maior proliferagdo do género Azospirillum, aumento dos valores
de pH (pH acido - 5,0 transformado em pH basico — de 7,0 a 9,0), gerando diminuicdo da
acidez dos solos agrarios fertirrigados com Vinhaca (MARTINS et al., 2016).

= Actinobactérias (género Streptomyces) em meio vinhaca — eficiente proliferacdo e
remocdo de metais pesados presentes na vinhaga, sendo biorremediadoras de solos
contaminados (APARICIO et al., 2017). E segundo Omori (2014) as Actinobactérias
fazem parte do terceiro filo bacteriano de maior concentragdo nos solos de canaviais
fertirrigados por vinhaca (cerca de 6% das bactérias observadas). Algumas Actinobactérias
fazem parte dos E.M. (Microrganismos Eficientes), presentes no solo, 0s quais controlam
fungos e bactérias patogénicas e também aumentam a resisténcia das plantas (ANDRADE,
2020). Por isso, pode-se constatar que tais bactérias sdo beneficiadas pela utilizacdo da
Vinhaca como biofertilizante.

= Corynebacterium glutamicum (Actinobactéria) em meio vinhaca — resultados eficientes
com Corynebacterium glutamicum foram obtidas tanto em vinhaga quanto em melago
(CAZETTA et al., 2005 apud DANTAS, 2020)

= Lactobacillus sp. em meio vinhagca - cultivo de bactérias produtoras de acido latico, devido
a diversidade de nutrientes da sua composicao e sobretudo ao alto teor de proteina e cerca
de 8% de lipideo (VUKOVIC et al., 2015)
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= Paenibacillus polymyxa e Azotobacter chroococcum (bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico) cultivadas em meio vinhaca (abaixo de 15%) — eficiéncia da proliferacéo
bacteriana (OMAR et al.,2002; SANTOS et al., 2008 apud APARICIO et al., 2017).

No presente estudo experimental, o tratamento vinhaga (70%) proporcionou
eficiente proliferacdo de bactérias tanto dos solos superficiais (mesmo sem diferenca
significativa com o tratamento controle) quanto dos solos inferiores (com diferenca
significativa com o tratamento controle).

Das amostras de solos superiores, 13 espécies do grupo Actinobactérias foram
isoladas e sequenciadas, todas aerobicas e Gram positivas: 10 Streptomyces sp.; 1 Nocardia
sp.; 1 Promicromonospora sp.; 1 Brevibacterium sp.). E segundo Sharma (2005 apud
NICOLAU, 2016), o género Streptomyces € um dos grupos bacterianos dominantes em solos
de superficie, muito utilizado na producdo agraria como degradadores de matéria organica e
produtores de substancias antimicrobianas. E segundo Goth et al. (1999 apud OLIVEIRA,
2003) Nocardia é formado por importantes bactérias edéaficas, degradadoras de matéria
organica e capazes de decompor compostos quimicos ambientalmente prejudiciais. E como ja
citado anteriormente a vinhaga pode ser utilizada como meio de cultura para Actinobactérias.

Entretanto, no presente estudo experimental, a maior eficiéncia da vinhaca
ocorreu na proliferacdo de bactérias de solos inferiores, inoculadas em placas de petri com
MRS (meio de cultura para bactérias &cido laticas). Tais placas foram colocadas dentro de
recipientes contendo baixa concentracdo de oxigénio (contendo vela acesa cerca de um
minuto). Por tais motivos, nestas amostras de solos inferiores, € possivel que haja a presenca
de algumas bactérias acido laticas que se proliferam em MRS, tais como Lactobacillus e
Pediococcus (bactérias EM) e Leuconostoc, as quais podem ser aerdbicas, microaerofilicas ou
anaerobias facultativas. E como ja citado anteriormente, a vinhaca pode ser utilizada como
meio de cultura para Lactobacillus spp.

O melaco de cana (subproduto sucroalcooleiro, produzido a partir da
cristalizacdo do acucar) também esté sendo utilizado como fertilizante em solos agricolas, em
funcdo das taxas de nutrientes presentes. Devido a alta concentracdo de carbono fermentavel,
tal substrato pode permitir a nutricdo, o crescimento e a multiplicagdo de microrganismos,
inclusive alguns microrganismos benéficos do solo, como as Bactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas “BPCP” (DALSASSO, 2019; DANTAS, 2020).

Certos microrganismos osmofilicos sdo tolerantes ao acUcar e necessitam de
ambiente com baixa Aa (atividade de agua), como produtos com teores significativos de

acucar, para se desenvolver. Algumas bactérias edaficas sdo osmofilicas, tolerantes a alta
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concentracdo de acticar, podendo se adaptar ao melago de cana-de-agtcar. (WHITE JUNIOR,

1978)

Segundo USDA (2019a) o Melaco contém os seguintes ingredientes: Agua;
Lipidios; Carboidratos (sacarose, glicose, frutose); Calcio; Ferro; Magnésio; Fdsforo;
Potassio; Sodio; Zinco; Cobre; Manganés; Selénio; Tiamina (Vitamina B1); Riboflavina
(Vitamina B2); Niacina (Vitamina B3); Acido Pantoténico (Vitamina B5); Vitamina B6;
Colina (Vitamina B8); Acidos Graxos. (baixa concentracio de Fdsforo e Potéssio)

Devido tais compostos 0 melaco ja foi testado como meio de cultura para
proliferacdo de algumas bactérias, tais como:

e Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus (E.M. regenerativas) em meio
Melago (5% de melaco suplementado com 0,5% de extrato de levedura) — geragdo de
maior proliferacdo bacteriana (VILLAVICENCIO et al., 1999). Tais bactérias séo
normalmente proliferadas em meio MRS (meio utilizado em nosso presente experimento,
como apontado na metodologia).

e Corynebacterium glutamicum (Actinobactéria) em meio melaco — resultados eficientes
com Corynebacterium glutamicum foram obtidas tanto em vinhaca quanto em melaco
(CAZETTA et al., 2005 apud DANTAS, 2020)

e Bactérias E.M.: Actinobactérias; Lactobacilos (Lactobacillus e Pediococcus);
Bactérias fotossintéticas roxas tais como Chromatiales (bactérias purpuras sulfurosas)
e Rhodospirillaceae (bactéria purpura ndo sulfurosa). Tais bactérias sdo inoculadas em
composto com melaco (1% a 2%), denominado Compost Tea, utilizado na irrigacdo do
solo ou na pulverizacdo foliar INGHAM, 2005; ANDRADE, 2020).

Segundo Delgado (1975 apud FELTRIN et al., 2000), o melaco de cana-de-agucar
€ um substrato rico em aclcares fermentativos e muitos minerais que faz com que seja
considerado um bom substrato para o cultivo de bactérias &cido lacticas pertencentes a familia
Lactobacillaceae (tais como Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc)
algumas utilizadas na producéo vegetal.

Segundo Garcia (2019), o desaconselhamento do uso do melago no Compost

Tea pela responsavel Dra. Elaine Ingham (devido somente a proliferacdo de bactérias

patogénicas e contra fungos agrarios) ndo estd correto. O substrato melago proporciona a

proliferacdo de microrganismos eficientes (E.M.) regenerativos, 0s quais auxiliam as

propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas do solo (ANDRADE, 2020).
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No presente trabalho experimental, o tratamento melaco (70%) proporcionou
eficiente proliferacdo de bactérias dos solos inferiores plaqueados em meio MRS com baixa
concentracdo de oxigénio (devido a vela acesa). Tais motivos apontam que muitas bactérias
deste tratamento podem ser osmofilicas, &cido lacticas e aerdbicas facultativas.

O xarope de milho também esta sendo utilizado como fertilizante em solos
agricolas, em funcéo das taxas de nutrientes presentes. Devido a alta concentragdo de carbono
fermentavel, tal substrato pode permitir a nutricdo, o crescimento e a multiplicacdo de
microrganismos, inclusive alguns microrganismos benéficos do solo, como as Bactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas “BPCP” (DALSASSO, 2019; DANTAS, 2020).

O xarope de milho apresenta os seguintes nutrientes: Sédio (alta concentracao);
Potassio; Calcio; Ferro; Magnésio; Fosforo; Zinco; Cobre; Manganés; Selénio; Tiamina
(Vitamina B1); Riboflavina (Vitamina B2); Niacina (Vitamina B3); Acido Pantoténico
(Vitamina B5); Vitamina B-6; Colina (Vitamina B8) e Carboidratos de alta frutose, sendo um
acucar artificial, obtido através da sintese de amido de milho, e que contém uma quantidade
grande do dissacarideo maltose. Por tais motivos, algumas bactérias edaficas osmofilicas
(tolerantes a alta concentracdo de acucar), podem se adaptar ao xarope de milho
(MARCELINO, 2021; USDA, 2019b).

Um estudo cientifico aponta a proliferacdo de bactérias osmofilicas em meio
xarope de milho em ambientes de producdo e armazenamento de xarope de milho, cujos
indculos apresentaram contaminagdo microbiana osmofilica, mesmo ndo patogénica (PORTO,
2000).

Xarope de milho também apresenta alta concentracdo de NaCl, o que permite a
proliferacdo de bactérias halotolerantes (toleram alta concentracdo de NaCl).

O estudo realizado por Santos (2019) apontou algumas bacteérias halotolerantes,
resistentes a alta concentracdo de NaCl: Pseudomonas aeruginosa (9%); Bacillus atrophaeus
(9%); Bacillus cereus (5%); Lysinibacillus macroides (3%); Bacillus thuringiensis (9%). O
endosporo, pertencente as bactérias dos géneros Bacillus ou correlatos, permite uma maior
tolerancia a tais substancias.

Por estes motivos, bactérias halotolerantes e osmofilicas podem se proliferar no
meio de cultura contendo xarope de milho, sendo utilizado como fertilizante agrario.

No presente trabalho experimental, o tratamento xarope de milho (70%)

proporcionou eficiente proliferacdo de bactérias dos solos superiores e inferiores.
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5.2. Residuos e subprodutos industriais no crescimento de bactérias em cultura liquida

Os testes bioestatisticos apontaram heterogeneidade de variancias (Bartlett-
Test) e anormalidade dos residuos (Shapiro-Test), ambos com P-value<0,05. Por isso, foi
realizada a andlise estatistica com escala logaritmica em todos os resultados experimentais das
15 bactérias, com o objetivo de estabilizar as variancias e obter normalidade e
homogeneidade.

Nenhum dos compostos incrementou significativamente a populacdo de
bactérias em relacdo as testemunhas (Tabelas 7 a 21). Por outro lado, Xarope e Melaco
afetaram negativamente a populacdo das bactérias, principalmente o Xarope que reduziu
significativamente a populacdo em relacdo as testemunhas para 10 das 15 bactérias, seguido
do melaco, para 4 bactérias. Vinhaca e Macadamia, apesar de ndo diferir significativamente
das testemunhas, geraram maiores populacdes de bactérias para 12 das 15 espécies de
bactérias.

Tabela 7 — Média das Unidades formadoras de colénias por mL de meio de cultura cultivado com a
bactéria Bacillus subtilis

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) “Sem diferenca significativa” ]
Macadamia 72.416.666,67 a 95% family-wise confidence level
Vinhaga 30.933.333,33a .
ASMA [3 ¥ - 4
Controle 16.450.000 @ | spsme - ¢ - ’
Xarope 86.681.000a | oesv | ' — 1
Melaco 20.066.66667a | L = '
P-value: 0,134 Linear Function

*Bartlett-Test / P-value 0,0003793(heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 0,0004324 (anormalidade)

Tabela 8 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com a
bactéria Bacillus amyloliquefaciens

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 1 diferenca significativa - “Controle x Melago”
Macadamia 1.411.100.000 a 25% family-wise confidence level

Controle | 44.633.333,33 ab eren . )
Vinhacga | 32.333.333,33 ab ,”. | .
Xarope 21.883.500 ab oA 1 ¢ .
Melaco 12700000 | Lo i

P-value: 0,00827

*Bartlett-Test / P-value 2,2e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 9,858e-10 (anormalidade)
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Tabela 9 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com a
bactéria Azospirillum brasilense

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 2 diferencas significativas —
“Controle x Xarope”; “Controle x Melago”
Vin ha(;a 9.073.333,33 a 95% family -wise confidence level
Macadamia 7.211666,67a | N
Controle 2.911.666,67ab | wosum -
Melago 479.166,67b | 7 1 )
Xarope 85¢c
P-value: 1,78e-14 e

*Bartlett-Test / P-value 2,2e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 7,296e-07 (anormalidade)

Tabela 10 — Média das Unidades formadoras de col6nias por mL de meio de cultura cultivado com a
bactéria Bacillus velezensis

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) “Sem diferenca significativa”
Macadamia | 192.833.333,33 a 95%, family-wise confidence level

Vinhaca 104.200.000 ab I 7
IWVELMA, ¢ + - ]

Controle | 26.666.666,67 ab | weime - ¢ - i

Xarope 9.800.000b | =V ‘ P ’

IWE LKA [ - )
Melago 14.488.333,33 b

P-Value' 0,00494 Linear Function

*Bartlett-Test / P-value 4,994e-11(heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 1,367e-05 (anormalidade).

Tabela 11 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com a
bactéria Priestia aryabhattai

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 1 diferenca significativa — “Controle x Xarope”
Macadamia 176516666,67 a 95%, family-wise confidence level
Vinhaca 46.500.000 a : ‘
PARYMA L -~ )
Controle 15.500.000 ab SARYME ¢ - Loy |
Melaco | 5.411.666,67 be PAs — >
AR XA L; - ¥ |
Xarope 795.833,33 ¢ i } N N N )
P-value: 1,14e-05 e Functen

*Bartlett-Test / P-value 1,122e-15 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 5,378e-06 (anormalidade)



Tabela 12 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com
a bactéria Bacillus thuringiensis Kurstaki (BtK)

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 1 diferenca significativa — “Controle x Xarope”
Vin ha(;a 351.333.333,33 a 95% family-wise confidence level
Melago | 175.483.333,33 a e . ; !
Controle | 103.866.666,67 a BTKME ¢ - )
Macadamia 3874000003 > 5 - 4
-BTEOA, L - y
Xarope 850.000 b i ) ; N N !
P-Value 0,00038 Linear Function

*Bartlett-Test / P-value 3,905e-14 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 0,008391 (anormalidade)

Tabela 13 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com
a bactéria Bacillus pumilus

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 2 diferencgas significativas —
“Controle x Xarope”; “Controle x Melago”
Vinha(}a 593083333,33 a 95% Tamily-wise confidence level
Macadamia 217.500.000a  _ . . H ,
Controle | 381.116.666,67 a | ®unmae ¢ - =
Melago | 12.09333333b | = | . - P ’
Xarope | "1.716.666,67 b : " : N
P-value: 7,24e-05 e

*Bartlett-Test / P-value 5,448e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 0,01417 (anormalidade)

69

Tabela 14 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com a
bactéria Bacillus licheniformis

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 1 diferenca significativa — “Controle x Xarope”
Vin ha(;a 899666666,67 a 95% family-wise confidence level
Controle | 342.333.33333ab | _ E . ,
Melaco 963.350.000 ab | ®uicwme = - )
Macadamia | 212.833.333,33ab | "~ ' - '
BLICA, [ - y:
Xarope 46.766.666,67 b r e : N ¥

P-value: 0,00827

Linear Function

*Bartlett-Test / P-value 1,648e-05 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 0,01137 (anormalidade)



Tabela 15 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com

a bactéria Priestia megaterium

P-value: 0,00256

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Sem diferenca significativa
Vinha(}a 8.600.000 a 95% family-wise confidence level
Macadamia 16.265.000a | | :
Controle | 1.610.166,67 ab | mecme | ¢ . IR
Xarope 3.273500ab | T 1 -
MEGXA - t - v ¥
Melago 78.500 b t
' 2 o > 4

Lirear Functyon

*Bartlett-Test /P-value 8,206e-11 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 0,0003898 (anormalidade)

Tabela 16 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com a

bactéria Pseudomonas putida

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 2 diferencgas significativas —
“Controle x Xarope”; “Controle x Melago”
Macadamia 574.700.000 a 95% rfamily-wise confidence level
Controle 416.850.000 a . T
Vinhaga 352.033.333,33 a PPUTME € - ) :
Xarope | 5.164.83333b | TV ‘ E
LT A [ - ]
Melago 18.537.166,67 b 5 ;
P-value: 2,67e-05 Hiear Funcien

*Bartlett-Test /P-value 1,352e-09 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 0,04965 (anormalidade)

Tabela 17 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com
a bactéria Pseudomonas fluorescens

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 2 diferencgas significativas —
“Controle x Xarope”; “Controle x Melago”
Macadamia 60.533.333,33 a 95% family-wise confidence level
Vinhaga | 168.976.666,67 a [ -
*FLUMA — ¢ -
Controle 48.266.666,67 a FLUME - ¢ - y
Xarope 31.333,33b| v * T
LA | € - 3
Melago 10.667.500 b '
P-value: 3,34e-07 Limear Funciion

*Bartlett-Test /P-value 2,2e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 9,213e-05 (anormalidade)
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Tabela 18 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com
a bactéria Streptomyces violaceus

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 1 diferenca significativa — “Controle x Xarope”
Controle | 366.666.666,67 a 95% family-wise confidence level
Vinhaga 101.500.000 a e _
Macadamia | 592.466.666,67 a REPME : - )
Melaco 45.000.000a | TV ‘ - '
REPXA L e »
Xarope 3.311.666,67 b ' ) ; N
P-value: 8,66e-05 Hme e

*Bartlett-Test /P-value 2,2e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 6,263e-06 (anormalidade)

Tabela 19 — Média das Unidades formadoras de col6nias por mL de meio de cultura cultivado com a
bactéria Saccharopolyspora spinosa

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 2 diferencgas significativas —
“Controle x Xarope”; “Controle x Melago”
Vinha(;a 11833333,33 a 95% family-wise confidence level
Controle | 3.126.666,67ab | | ¥
Macadamia 2.350.000 ab | sewoae ’ - b
Melago 293335h | S — '
PINDCA, ¢ - » '
Xarope 283,33 ¢ . J
P-value: 7,55e-08 Lrmear Funcuon

*Bartlett-Test /P-value 2,2e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 1,516e-05 (anormalidade)

Tabela 20 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com
a bactéria Chromobacterium subtsugae

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 1 diferenca significativa — “Controle x Xarope”
Controle 89.133.333,33 a 95%, family-wise confidence level
Macadamia 99.000.000a | | . =3 )
Vinhaga 48.991.666,67 a ROMME | ¢ - y
Melago | 90.801.666,67a | "™ ] ‘ - ’
ROMOCA, 1 € -
Xarope 17.500 b ™ ’
P-value: 3,41e-07 Linear Funcon

*Bartlett-Test /P-value2,609e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-valuel,513e-06 (anormalidade)
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Tabela 21 — Média das Unidades formadoras de coldnias por mL de meio de cultura cultivado com
a bactéria Bradyrhizobium japonicum

Meio de Média UFC/mL Teste Dunnett
cultura Tukey95 (Log) Com 2 diferencas significativas —
“Controle x Xarope”; “Controle x Melaco”
Controle 353.333.333,33 a 95% family-wise confidence level

Vinhaca 1.831.800.000 a Dy ¢ - : )
Macadamia | 897.016.668,33 ab | waovme ‘ )

Melaco 677.668,33bc | E
TALDY A, 1 ¢ -
Xarope 235¢ R ] X _ (
P-value: 4,28e-06 Himar Funenen

*Bartlett-Test /P-value 2,2e-16 (heterogeneidade); Shapiro-Test /P-value 2,091e-05 (anormalidade)

A vinhaca ja foi testada como meio de cultura para proliferacdo de Bacillus
subtilis, tendo o meio de cultura com vinhaga a 25% gerado maior proliferacdo bacteriana
(CARDOSO & ARAUJO, 2011). Outros estudos apontaram que o uso da bactéria Bacillus
subtilis tem como beneficios a diminuicdo dos efeitos negativos da vinhaca e 0 aumento da
fertilidade do solo (SANTOS; KANDASAMY; RIGOBELO, 2018). Além disso, Santos et al.
(2018) apontaram que a utilizacdo das bactérias Bacillus subtilis e Bacillus pumilus
apresentam beneficios agricolas, tais como: diminuicdo dos efeitos negativos da vinhaca,
aumento da fertilidade do solo gerando crescimento vegetal.

Tais informagdes sugerem que porcentagens da vinhaga acima do que foi
colocado no tratamento vinhaca (7%) podem aumentar a proliferacdo da bactéria Bacillus
subtilis, podendo gerar diferenca significativa da analise estatistica.

A vinhaca ja foi testada como meio de cultura para proliferacdo de
Azospirillum brasilense (bactéria diazotrofica). Os meios de cultura com vinhaca a 25% e
100% geraram maior proliferacdo bacteriana comparados com o meio sem vinhaca (sobretudo
vinhaga 100%). Tais experimentos apontaram aumento dos teores de fosforo e nitrogénio,
reducdo da carga organica, além do aumento dos valores de pH acido da vinhaca (3,0 a 5,0)
para valores de pH bésicos (de 7,0 a 9,0), o que pode auxiliar a diminuicdo da acidez dos
solos agrarios fertirrigados com vinhaca (MARTINS et al., 2016; SILVA et al., 2020).

Portanto, da mesma forma que para B. subtilis, porcentagens da vinhaga acima
do que foi colocada no tratamento vinhaca (7%) podem aumentar a proliferacdo da bactéria
Azospirillum, podendo gerar diferenga significativa da analise estatistica.

O estudo realizado por Santos (2019) apontou algumas bacteérias halotolerantes,

resistentes a alta concentracdo de NaCl, sendo o Bacillus thuringiensis uma das bactérias que
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sdo tolerantes a 9% do NaCl. Entretanto, no presente estudo, o tratamento xarope de milho
(7%) que apresenta alta concentracdo de NacCl, ndo foi eficiente na proliferacdo da bactéria B.
thuringiensis subsp. Kurstaki.

Segundo Santos et al. (2018), a utilizacdo das bactérias Bacillus subtilis e
Bacillus pumilus gera beneficios agricolas tais como reducdo dos efeitos negativos da
vinhaga, aumento da fertilidade do solo gerando crescimento vegetal.

Ainda, a vinhaca também pode ser utilizada como meio de cultura para
Actinobactérias (género Streptomyces sp.) biorremediadoras de solos contaminados
(APARICIO et al., 2017), as quais geram remocdo de metais pesados de meio & base de
vinhaga. Segundo Padilha (1998 apud OLIVEIRA, 2003), tais bactérias s&o produtoras de
enzimas de uso industrial, sendo que algumas enzimas apresentam capacidade de degradar
compostos celuloliticos do solo, tornando tais bactérias importantes degradadoras de matéria
orgénica e formadoras de himus.

Meios de cultura contendo glicose, manitol, maltose, sacarose ou glicerol
geram maior proliferacdo da Actinobactéria Saccharopolyspora spinosa, sendo que manitol e
glicose proporcionam maior producdo da espinosina (moléculas com acdo inseticida),
produzidas por tal bactéria. O manitol (28%) foi o produto que gerou maior biomassa de tal
bactéria, alem da maior producéo da espinosina (GUOJUN et al., 2016).

Os tratamentos vinhagca e macaddmia, apesar de ndo diferirem
significativamente das testemunhas, geraram populacdes de bactérias numericamente maiores
para 12 das 15 espécies de bactérias. 1sso pode ser atribuido as composicBGes organicas da
macadamia (sacarose, frutose, glicose, lactose, maltose e amido) e da vinhaga (maiores
proporg¢des de glicerol, acido latico, etanol, &cido acético, frutose, glicose, sacarose, galactose,
acetatos, oxalatos) (USDA, 2019; SILVA, 2012).

O extrato de macadamia pode ser aplicado como fertilizante organico para
diversas culturas agrérias e para proliferacdo de microrganismos edéaficos, pois € um fruto rico
em nutrientes como fibras, proteinas, gorduras saudaveis, potassio, fésforo, calcio e magnésio,
e vitaminas do complexo B e vitaminas A e E (FERREIRA, 2015; USDA, 2019c).

Bactérias edaficas osmofilicas tolerantes ao agUcar que necessitam de ambiente com baixa Aa
(atividade de agua), podem se proliferar em meio contendo melaco de cana-de-agUcar.
(WHITE JUNIOR, 1978).

As bactérias edéaficas osmofilicas e halotolerantes (tolerantes a sais) se
proliferam em meio de cultura contendo xarope de milho (PORTO, 2000; MARCELINO,
2021).
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Algumas bactérias sdo halotolerantes, resistentes a alta concentracdo de NaCl
(substancia encontrada em xarope de milho), tais como Pseudomonas aeruginosa (9%);
Bacillus atrophaeus (9%); Bacillus cereus (5%); Lysinibacillus macroides (3%); Bacillus
thuringiensis (9%) (SANTOS, 2019).

A vinhaca (residuo sucroalcooleiro) esta sendo utilizada como fertilizante em
culturas agricolas, permitindo o aumento da comunidade biologica do solo em funcéo das
altas taxas de matéria organica (MARTINS&CAMPOS, 2011).

Vinhaca ao ser utilizada para fertilizacdo em solos agricolas, diminuindo a
utilizacdo de fertilizantes quimicos industriais, é considerado como uma excelente fonte de
carbono para microrganismos do solo (SANTOS, 2010; PRATA et al, 2001 apud SILVA et al.,
2012). Entretanto, experimentos realizados em solos fertilizados e ndo fertilizados com
vinhaga apontaram que a vinhaga ndo estimulou de maneira significativa a proliferacéo de
bactérias rizosféricas dos géneros Pseudomonas e Bacillus da cultura da Cana de agucar
(CAMPOQS, 2010).

5.3. Bactérias filamentosas - Actinobactérias — isoladas do solo com residuos e
subprodutos industriais
O objetivo deste experimento foi conseguir isolar bactérias Actinomicetos, no
intuito de preserva-las na colecdo de bactérias do laboratorio de Controle Bioldgico (1B).
A anélise biomolecular foi realizada em 44 bactérias filamentosas Gram+, das
quais 27 foram sequencialmente classificadas como Actinobactérias.
Segue abaixo a tabela contendo as bactérias sequenciadas e analisadas

taxonomicamente (maiores detalhes analiticos estdo apontados no Anexo 8.6).

Tabela 22. ldentificagdo dos isolados usando o primer rRNA 16S, baseadas na andlise BLAST do

genbank.
Isolado Espécie Identidade
1 Streptomyces argenteolus 99.78%
2 Streptomyces griseoaurantiacus 99.50%
3 Streptomyces griseoaurantiacus 99.64%
4 Streptomyces platensis 99.64%
5 Streptomyces drozdowiczii 99.71%
6 Streptomyces drozdowiczii 99.64%
7 Streptomyces xanthii 98.85%
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8 Streptomyces 99.78%
10 Streptomyces tricolor; S. anthocyanicus; S. violaceoruber 99.93%
11 Streptomyces tricolor; S. anthocyanicus; S. violaceoruber 99.86%
12 Nocardia rhamnosiphila (NBRC 108938) 99.78%
13 Streptomyces hydrogenans; S. sampsonii; S. coelicolor 99.86%
15 Streptomyces griseoaurantiacus 99.64%
16 Streptomyces griseoaurantiacus 98.46%
17 Streptomyces bungoensis 99,57%
18 Streptomyces 99.88%
19 Streptomyces praecox; S. pratensis; S. anulatus 99,71%
20 Streptomyces praecox; S. pratensis; S. anulatus 99.78%
22 Streptomyces lannensis 99.71%
24 Streptomyces flavofuscus; S. baarnensis; S. fimicarius; S. caviscabies 99,51%
26 Streptomyces platensis; S. libani; S. glebosus 99.64%
27 Streptomyces flavofuscus; S. baarnensis; S. fimicarius; S. acrimycini; S. caviscabies| 99,93%
28 Streptomyces platensis; S. libani; S. glebosus 99.64%
33 Promicromonospora thailandica 98,98%
35 Brevibacterium sediminis; Streptomyces iodinum 99,88%
42 Dietzia timorensis 99,56%
44 Streptomyces bungoensis 99.50%

especificos para determinacdo das espécies (Amostras 10; 11; 13; 19; 20; 24; 26; 27; 28,35).

Dos 44 isolados sequenciados, 27 foram identificados como Actinobactérias:
Género Streptomyces spp.— 23 amostras
Género Nocardia spp. — 1 amostra

Género Promicromonospora spp.— 1 amostra
Género Brevibacterium spp. — 1 amostra
Género Dietzia spp. — 1 amostra

Das 44 amostras, dez delas serdo novamente sequenciadas com primers

Actinobactérias (também conhecidas como Actinomicetos) sdo bactérias

filamentosas Gram+, a maioria aerdbicas, porém algumas microaerofilicas ou anaerdbicas.

Sdo pertencentes ao Filo Actinomycetota (também denominado Filo Actinobacteria),

formadoras de esporos e micélios, cujas pseudo-hifas sdo de pequeno diametro: 0,5 a 1,0 um

(WOSTEN; WILLEY, 2000). Segundo Kumar & Jadeja (2016) o principal habitat das

Actinobacteérias é o solo (embora sejam cosmopolitas).
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Como ja apontado na Tabela 22, a maioria das bactérias sequenciadas fazem
parte do género Streptomyces. Tal género pertencente a maior classe das Actinobactérias
(Classe Actinobacteria — 90%, apontado na Figura 1), familia Streptomycetaceae, a qual
apresenta maior quantidade de espécies (YADAV et al., 2018).

Os géneros Nocardia, Streptomyces e Brevibacterium, géneros encontrados
nos isolados sequenciados no presente estudo, fazem parte dos mais importantes
microrganismos do bioma edéafico. E tais géneros bacterianos fazem parte de importantes
actinobactérias degradadoras de pesticidas, além dos géneros: Arthrobacter, Clavibacter;
Corynebacterium, Rhodococcus; Micromonospora; Nocardioides. (SCHRIJVER & MOT,
1999 apud OLIVEIRA, 2003).

O género Streptomyces é um dos grupos bacterianos dominantes em solos de
superficie (aerébico), sendo 5 a 20% das bactérias cultivaveis do solo, atuando
frequentemente na biodegradagdo de substancias e na decomposicdo de matéria organica do
solo, bactérias produtoras de Geosmina, responsavel pelo odor da terra. (SHARMA, 2005
apud NICOLAU, 2016). Nocardia também é um género bacteriano decompositor de matéria
organica.

Membros do género Brevibacterium também sdo considerados degradadores de
poluentes organicos, como fenol e 4-clorofenol (CUI et al., 2013).

Segundo OLIVEIRA (2018) o género Streptomyces é o maior produtor de
antibidticos. Um dos isolados sequenciados no presente trabalho, foi taxonomicamente
classificado como Streptomyces platensis, produtor do antibiético Platensimicina (de grande
efeito contra bactérias Gram+).

Bactérias do género Promicromonospora (um dos géneros isolados e
sequenciados no presente trabalho) sdo resistentes a metais toxicos, podendo ser utilizadas
como microrganismos biorremediadoras de substancias toxicas do solo, removedoras do metal
téxico cadmio (96,5%), o que aponta que tal género pode ser utilizado como um agente eficaz

para remoc¢do de cadmio, provenientes de residuos poluidos (HAMED et al., 2015).

5.4. Melaco na proliferacédo de bactérias em cultura liquida
O objetivo de tal procedimento foi analisar a eficiéncia do melago para a
proliferacdo de bactérias em alta concentracdo de oxigénio (aerobicas) e em baixa

concentracdo de Oxigénio (aerobicas facultativas ou microaerofilicas).



77

Segue abaixo os resultados das médias das UFC/mL das 10 bactérias de solos
superficiais e 10 bactérias de solos inferiores, plaqueadas em meios de cultura NA e MRS,
puros ou contendo Melaco (2%) em diferente concentracdo de oxigénio.

Os testes bioestatisticos apontaram anormalidade dos residuos, tanto dos solos
superficiais quanto dos solos inferiores. (P-value<0,05). Por isso, foi realizada a analise

estatistica com escala logaritmica (Tukey95 -log), com o objetivo de obter normalidade.

Tabela 23 — Média das Bactérias cultivadas em meios de cultura
puro ou com Melago (2%0)

10 Bactérias de solos superficiais — Alta concentracao de O

Meio de cultura Média UFC/mL
Tukey95 (Log)

NB Puro 34.590.000 a

NB com Melaco (2%) 11.420.000 b

P-value: 0,0224
10 Bactérias de solos inferiores - Baixa concentracdo de O-

Meio de cultura Média UFC/mL

Tukey95 (Log)

MRS com Melaco (2%) 525.140.000 a

MRS Puro 294.350.000 a
P-value: 0,494

Solos superficiais - (Shapiro-Test /P-value 9,598e-05)
Solos inferiores - (Shapiro-Test /P-value 3,981e-06)

As bactérias de solos superficiais apresentaram menor proliferacdo em meio
contendo melago (com diferenga significativa na andlise estatistica).

Entretanto, as bactérias de solos inferiores apresentaram numericamente maior
proliferacdo em meio contendo melago, embora a andlise estatistica ndo tenha apresentado
diferenca significativa.

No presente estudo a metodologia do experimento realizado com as bactérias
de solos inferiores disponibilizou menor concentracdo de oxigénio atmosfeérico (devido a vela
acesa dentro do pote de vidro). Portanto, tal experimento apontou que o melaco é um
substrato que gera maior proliferacdo bacteriana aerobica facultativa ou microaerofilica.

As concentracdes de oxigénio no solo séo variaveis, possibilitando a ocorréncia
de diferentes ambientes: aerdbicos, microaerobicos e anaerdbicos. Ambientes aerobicos
apresentam cerca de 20% de oxigénio. Ambientes microaerofilicos apresentam baixa
concentracdo de oxigénio (de 1% a 15%). Ja os ambientes anaerdbicos sdo caracterizados pela
auséncia do oxigénio: solos alagados em cultivos de arroz, manguezais, ambientes com
intensa atividade respiratdria dos organismos aerobios ou solos com alta viscosidade (COTTA
In CARDOSO; ANDREQTE, 2016).
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O complexo enzimatico nitrogenase, que ocorre na fixacdo de nitrogénio pelas
bactérias diazotréficas, é extremamente sensivel a presenca de oxigénio. E como a fixagdo de
nitrogénio é um processo estritamente anaerdbico, tal fato gera problema para 0s
microrganismos diazotroficos aerdbicos (sem problemas para as bactérias diazotroficas
anaerobicas ou microaerofilicas). Por esse motivo, o ambiente preferencial da fixacdo de
nitrogénio sdo as regides edaficas microaerofilicas (CASSETARI, et al. In CARDOSO;
ANDREOTE, 2016)

E como o presente experimento confirmou que algumas bactérias aerdbicas
facultativas ou microaerofilicas se proliferam melhor com o efeito do melago, tal substrato
pode auxiliar a proliferacdo e a acdo das bactérias diazotréficas anaerdbicas ou
microaerofilicas.

Os microrganismos eficientes (EM) fazem parte de um grupo cuja ocorréncia é
natural nos solos, que podem ser utilizados nas atividades agrarias como microrganismos
decompositores fermentadores, 0s quais produzem importantes substancias quimicas agrarias.
Bactérias acido laticas, bactérias fotossintéticas e Actinobactérias fazem parte do grupo EM as
quais sdo colocadas num liquido de cultura, onde o melaco € utilizado como moléculas
orgénicas. E tal processo de producdo do indculo contendo os microrganismos eficientes
(EM) é realizado dentro de garrafas fechadas por 20 dias, e 0s gases oriundos da fermentacéo
anaerobica sdo liberados da garrafa a cada dois dias (GOMES et al., In SOUSA et al., 2021).
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6. CONCLUSOES

Xarope de milho a 70% aplicado no solo pode contribuir para a proliferacdo de
bactérias

Xarope de milho e melago a 7% podem afetar a multiplicacdo de bactérias em
cultivos liquidos, utilizadas como bioinsumos agrarios.

Das bactérias isoladas das amostras de solo e sequenciadas, 27 delas foram
identificadas como actinobactérias.

Melaco a 2% pode contribuir para a proliferacdo de bactéria em cultivos
liquidos com reducdo de oxigénio e afetar a proliferacdo em cultivos aerados.
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8. ANEXOS

8.1. Coloracédo de Gram

>

YV VvV VvV

\ 24

VVV V V¥V

Colocar 1 gota de agua autoclavada na lamina e em seguida parte da colonia
bacteriana

Secar a lamina na temperatura ambiente e em seguida passa-la na chama, para fixa-
la na lamina

Quando a lamina estiver seca, cobrir com o corante cristal violeta (cerca de 6 gotas)
e deixar agir por cerca de 60 segundos

Lavar a lamina com um filete de 4gua corrente e em seguida cobrir a lamina com o
lugol (que tem como objetivo fixar o corante Violeta de Genciana) e deixar agir por
60 segundos.

Em seguida, lavar a lamina com agua corrente

Aplicar alcool a 95%, deixando agir por 30 segundos. O alcool é responsavel por
dissolver a membrana de lipidios formadora das bactérias gram-negativas e, como a
camada de peptideoglicano € fina, hd a remocdo do complexo formado entre o
corante Violeta de genciana e o lugol, descolorindo a bactéria. No entanto, no caso
das bactérias gram-positivas, o alcool desidrata a parede celular, e como a camada
de peptideoglicano € grossa, ocorre contracdo dos poros e a impermeabilizag&o,
impedindo a descoloragéo.

Lavar novamente em agua corrente e cobrir a lamina com o segundo corante, a
fucsina ou safranina e deixar agir por 60 segundos;

Em seguida, deve-se lavar a lamina com agua corrente e deixar secar a temperatura
ambiente ou passar um pedaco de papel toalha (autoclavado)

Fazer a observacdo microscopica (100x) com uma gota de 6leo de imerséo
Bactérias com coloracdo roxa — Gram+

Bactérias com coloracao rosada — Gram-

8.2. Meio de Cultura ACA (Agar Amido Caseina)

N GA LN

Amido - 10g

Caseina - 0,3g

Nitrato de Potéssio — 2,09

NaCl - 2,0g

Fosfato de Potassio Dibasico — 2,09

Sulfato de Magnésio — 0,059

Sulfato Ferroso (ou Sulfeto Ferroso) — 0,019
Agar — 18g

8.3. Meios de Cultura YMA

A WN B

0 ~N o o1

= YMA
. K2HPO4-0,5¢
. MgS04.7H20-0,2 g
.NaCl-0,1¢g
. Manitol -5,0a10¢
. Extrato de levedura - 0,4 g
. Agar-agar - 10,0 a 15,0 g
. Agua destilada - 1000 mL
. Azul de Bromotimol (0,5 % em 0,2 N de KOH) -5 mL



8.4.

8.5.

= YMA com Vermelho Congo (meio 79)

1. K2HPO4-0,5¢
2. MgS04.7H20 -0,2 g
3.NaCl-0,1¢
4. Manitol -5,0a10¢
5. Extrato de levedura- 0,4 g
6. Agar-agar - 10,0 a 15,0 g
7. Agua destilada - 1000 mL
8. Solucéo de Vermelho Congo - 10 mL

(0,259 de vermelho Congo em 100 mL de agua destilada)

Meio de Cultura MRS
Peptona - 10 g
Extrato de carne bovina—10 g
Extrato de levedura—-5g
2,0 % de glicose — 20 g
Acetato de sodio tri-hidratado -5 ¢
Polissorbato 80 (também conhecido como Tween 80) —1g
Fosfato Dipotassioum — 2 g
Citrato de triamonio — 2 g
Sulfato de magne5|o hepta-hidratado — 0,2 ¢
10 Sulfato de manganés tetra-hidratado — 0,05 g
11. Agar—15g

(pH ajustado para 6,2a25° C)

©.°°.\‘.C”.U":'>P°!\’!—‘

Meio de Cultura NFB
Solucdo A (micronutrientes)
1. NaMoO4. 2H20-0,29
MnSO4. H20 - 0,235 ¢
H3BO3-0,28 g
CuS04.5H20 - 0,008 g
ZnS04.7H20 - 0,024 g
Agua destilada - 200 ml

Uk wi

Solucéo B (vitaminas)

1. Biotina-10 mg

2. Piridoxina - 20 mg

3. Agua destilada - 100 ml

Componentes

Acido Malico - 5,0 g
2. KoHPO4-0,5¢g

3. MgS04.7H,0-0,2 g
4. NaCl-0,19

5. CaCl.2H20-0,2¢
6. Solucdo B (vitaminas) - 1 ml
7

8

9.

1

=

. Solucdo A (micronutrientes) - 2ml
. Fe EDTA Solugéo 1,64% - 4ml

Azul de Bromotimol (0,5% em 0,2 N KOH) - 2ml
0. Agua destilada - 1.000 ml
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11. Agar - 15 a 18 g (meio solido) / 1,7 a 1,8 g (meio semi-solido)

» Ajustar pH = 6,8 (ajustar com * 4,0g de KOH).
« Para meio sélido adicionar 200 mg (0,29) de extrato de levedura.
8.6. Procedimentos da analise molecular das bactérias filamentosas
» Analise molecular
Todos os procedimentos e etapas da analise molecular foram realizadas em
parceria com o instituto biolégico de Séo Paulo, no laboratério biomolecular.
Todos os isolados que foram separados e purificados passaram pelo
sequenciamento do gene RNA ribossomal 16s.

» Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico seguiu o protocolo pelo método do CTAB
(Cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide), (ROMANO & BRASILEIRO, 1999).
O material bacteriano isolado nas placas foi retirado com o auxilio de alca e depositado
em micro tubos de 1,5 mL contendo 100 pL de CTAB para serem macerados com pistilo
previamente autoclavado, apos a maceragdo do material foi adicionado 500 uL. de CTAB
e 10 uL de proteinase K, homogeneizado e incubado a 65° C em Banho seco sob agitagdo
por 2h. Logo foi adicionado 600 uL. de cloroféormio-alcool isoamilico (24:1), agitado em
vortex por alguns segundos e centrifugado a 12.000 r.p.m. por 10 min. Nessa etapa é
perceptivel a formagdo de duas fases, onde foi coletado 500 uL de sobrenadante e
condicionado num novo micro tubo, sendo adicionado 300 pL de isopropanol que
posteriormente foi centrifugado a 12.000 r.p.m. por 10 min. A seguir foi descartado todo
0 contetdo do micro tubo, sé observando de ndo jogar fora o pellet de coloracdo branca.
O pellet foi lavado com 500 pL de etanol 70% e centrifugado a 12.000 r.p.m. por 5 min e
seguidamente foi descartado o excesso de etanol. O micro tubo foi colocado na estufa
37°C por 30m para ficar totalmente seco e prontamente foi adicionado 50 pL de H20
ultrapura e acondicionados em freezer a -20° C.

Apbs a extracdo a quantificagdo do DNA bacteriano foi medida utilizando o
equipamento nanodrop, logo as amostras foram padronizadas para uma concentragao de
100ng/ pL.

» Amplificacdo e sequenciamento do gene RNA ribossomal 16s

Foi utilizada a técnica Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para

amplificacdo do gene RNA ribossomal 16S, utilizando os primers homologos as suas

extremidades conservadas e sdo descritos na Tabela abaixo.
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Tabela - Sequéncia dos primers utilizados na reacdo de amplificacdo e sequenciamento
do gene RNA ribossomal 16S

Primer Sequéncia Referéncia
fD1 5- WEISBUR et al., 1991
AGAGTTTGATCCTGGCTCA
G-3
rP1 5°- WEISBUR et al., 1991
ACGGTTACCTTGTTACGAC
TT-3°

Fonte: Autor

As reacOes individuais foram compostas por &gua ultrapura (8,2uL),
Mastermix sybr green (10,0 pL), Primer fD1e rP1 (0,4 pL) respectivamente e DNA
proveniente da extracdo (5 pL). Posteriormente, as reages de PCR foram realizadas nas
seguintes condicdes: 1 ciclo de 2 minutos a 94°C, 40 ciclos consistindo em 94°C por 10
segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minutos e 30 segundos, 1 ciclo a 72°C por
4 minutos. Para conferir a amplificacdo do DNA, as amostras foram visualizadas em gel
de agarose 1,5% no transluminador uv.

Os produtos amplificados foram purificados por precipitacio com PEG 6000
(SCHMITZ; RIESNER, 2006) e sequenciados empregando-se o reagente Big Dye 3.1
(Applied Biosystems) e o sequenciador capilar 3500 uL (Applied Biosystems).

» Analise das Sequéncias Nucleotidicas do gene RNA ribossomal 16s

Para a montagem dos contigs, as sequéncias resultantes foram processadas no
programa Bioedit versdo 7.2 Windows (HALL,198), sendo comparadas com linhagens
tipo no banco de dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). As sequéncias

do banco de dados que resultaram em similaridade igual ou acima de 98,50% com a
sequéncia analisada foram alinhadas no programa CLUSTAL W, pacote do programa
Bioedit.
» Amplificacdo e sequenciamento com a utilizacdo de primers especificos

Sera realizado um segundo sequenciamento utilizando primers especificos nas
amostras que ndo conseguiram ser identificadas pelos RNA ribossomal 16S. A
metodologia seguird a mesma descrita em “Amplifica¢io e Sequenciamento do gene
RNA ribossomal 16s”, se diferenciando apenas nos primers utilizados, descritos na
Tabela abaixo sendo selecionados de acordo com o género identificado anteriormente

com o sequenciamento do gene rRNA 16s.

> Resultados


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Tabela. Identificacdo dos 44 isolados usando o primer rRNA 16S, baseadas na analise BLAST do

genbank.
Tamanho do N° Acesso
Isolado Espécie fragmento (PB) | ldentidade Genbank
1 Streptomyces argenteolus 1370 99.78% EU048540.1
2 Streptomyces griseoaurantiacus 1390 99.50% NR_041186.1
3 Streptomyces griseoaurantiacus 1379 99.64% MT760608.1
4 Streptomyces platensis 1398 99.64% CP023691.1
5 Streptomyces drozdowiczii 1384 99.71% NR_116093.1
6 Streptomyces drozdowiczii 1382 99.64% NR_116093.1
7 Streptomyces xanthii 1384 98.85% CP061281.1
S6 R. igual % com 3
8 Streptomyces 905 99.78% espécies
Erro no sequenciamento
9 Pode ter Actino +Paenibacillus
Streptomyces tricolor
S. anthocyanicus igual % com 3
10 S.violaceoruber 1392 99.93% espécies
Streptomyces tricolor
S. anthocyanicus igual % com 3
11 S. violaceoruber 1391 99.86% espécies
Nocardia rhamnosiphila
12 (NBRC 108938) 1374 99.78% NR_116015.1
Streptomyces hydrogenans
S. sampsonii, igual % com 3
13 S. coelicolor 1398 99.86% espécies
Bacillus safensis
14 Bacillus australimaris 1408 99.43% Fazer primer GYRB
15 Streptomyces griseoaurantiacus 1385 99.64% MT760608.1
16 Streptomyces griseoaurantiacus 712 98.46% MT760608.1
17 Streptomyces bungoensis 1388 99,57% NR_041191.1
18 Streptomyces 843 99.88% varias espécies
Streptomyces praecox,
S. pratensis
19 S. anulatus 1377 99,71% varias espécies
Streptomyces praecox
S. pratensis
20 S. anulatus 1377 99.78% varias espécies
21 Contaminada
22 Streptomyces lannensis 1383 99.71% NR_113181.1
23 Erro no sequenciamento
Streptomyces flavofuscus
S. baarnensis,
S. fimicarius
24 S. caviscabies 1425 99,51% varias espécies
25 Erro no sequenciamento



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU048540.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PEN7JNJF013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041186.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PEN34EKR013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT760608.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PGYEGD49013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP023691.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PGZ5HGMA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116093.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PH5NAYEU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116093.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PH7XRZNF01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP061281.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R0YPP6Y2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116015.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R14FZD3101N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT760608.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RHE30MH9013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT760608.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U7WJFJ57013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041191.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U7YSZT3Y016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113181.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UN9467T9013
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Streptomyces platenses
S. libani
26 S. glebosus 1130 99.64% varias espécies
Streptomyces flavofuscus,
S. baarnensis,
S. fimicarius
S. acrimycini
27 S. caviscabies 1377 99,93% varias espécies
Streptomyces platenses
S. libani,
28 S. glebosus 1390 99.64% varias espécies
Bacillus thuringiensis
B. mobilis
B. paramobilis
29 B. toyonensis 1405 98,93% varias espécies
30 Contaminada
Enterobacter kobei
Leclercia adecarboxylata
31 Enterobacter cancerogenus 1387 99,21% varias espécies
32 Contaminada
33 Promicromonospora thailandica 1381 98,98% NR_113177.1
34 Contaminada
Brevibacterium sediminis
35 Streptomyces iodinum 880 99,88% varias espécies
Staphylococcus pseudoxylosus
36 Staphylococcus saprophyticus 1175 99.91% varias espécies
37 Staphylococcus saprophyticus 1420 99,58% AP008934.1
38 Erro no sequenciamento
39 Staphylococcus succinus 7226 R 99.45% MF678913.1
Staphylococcus pseudoxylosus
40 Staphylococcus saprophyticus 1411 99.79% varias espécies
Vagococcus fluvialis
41 1351 99.41% NR_026489.1
42 Dietzia timorensis 1360 99,56% CP015961.1
43 Staphylococcus saprophyticus 1410 99.22% AP008934.1
44 Streptomyces bungoensis 1394 99.50% NR_041191.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113177.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U93JJKYR01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP008934.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U95HS67R016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678913.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UN983GKF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_026489.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=U94Z3ZCJ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP008934.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UADF5CX3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041191.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UADUXXAK016

