UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

POTENCIAL DE BACTERIAS NITRIFICANTES E DESNITRIFICANTES
COMO BIOINOCULATE PARA CANA-DE-AGUCAR EM SISTEMAS DE
CULTIVO COM VINHACA

Suélen Vieira Signorini

Jaboticabal, SP
2025



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

POTENCIAL DE BACTERIAS NITRIFICANTES E DESNITRIFICANTES
COMO BIOINOCULANTE PARA CANA-DE-ACUCAR EM SISTEMAS DE
CULTIVO COM VINHACA

SUELEN VIEIRA SIGNORINI

Orientador: Prof. Dr. Jackson Antonio Marcondes de Souza

Trabalho apresentado a Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
- UNESP, Campus de Jaboticabal,
para obtencao do titulo de Bacharel

em Ciéncias Biologicas.

Jaboticabal, SP
1° Semestre/2025



Signorini, Suélen Vieira
S578p Potencial de bactérias nitrificantes e desnitrificantes como
bioinoculante para cana-de-aglcar em sistemas de cultivo com
vinhaca / Suélen Vieira Signorini. -- Jaboticabal, 2025
80 p. : il tabs., fotos, mapas

Trabalho de conclusdo de curso ( - ) - Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agririas ¢ Veterindrias,
Jaboticabal

Orientador: Jackson Antonio Marcondes de Souza

1. Sustentabilidade. 2. Vinhaga. 3. Microbiologia do solo. I. Titulo.

Sistema de geragio automitica de fichas catalogrificas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



£, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ooy
unesp - “JULIO DE MESQUITA FILHO™
CAMPUS JABOTICABAL

NOME COMPLETO DO AUTOR
SUELEN VIEIRA SIGNORINI

TITULO DO TRABALHO ACADEMICO:
POTENCIAL DE BACTERIAS NITRIFICANTES E DESNITRIFICANTES COMO
BIOINOCULANTE PARA CANA-DE-ACUCAR EM SISTEMAS DE CULTIVOS
. COM VINHACA

Trabalho de Conclus#o de Curso apresentada 3 Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Departamento de Biologia da Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterindrias, Jaboticabal, para
obtengdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Orientador: Prof. Dr. Jackson Antonio Marcondes de Souza
Area de Concentragiio: Bioteenologia

Data da defesa: 07/07/2025

( X) Aprovado
( )Reprovado

7
ini

xgminador: -
Pm}' Dr. Jackéon Antdnid Marondes de Souza
UNESP - Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias — Campus de Jaboticabal

Profa. Fra, Priscila Lupino Gratio
UNESP — Faculdade de Ciéncias Agrarias ¢ Velerindrias — Campus de Jaboticabal

»}mu 2y 5. 2aL:;../\
Dy Jardel Diggo BartxvsaURodrigums

P utorado no Departamento de Biologia
UNESP ~ Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterindrias — Campus de Jaboticabal

Aprovado em Reunido Departamental em: 15/07/2025

(Qa"‘/ n' p"fD Y 'M
Prof. Dr. Davi Rodrigo Rossatto
Chefe do Departamento

Foouidaze 08 Cenoae Agranas o Weterriarcos - Secio Tecrca o8 Craduaio
\ de Acesso Prot Pauds Dorats Cantelars an CEP 14884000 Jabotcazal 'SP - Brast
Tk {48) 320% T100 et razuacan o JLan s &1 - waw. Kadw e Br



"Nao importa quao estreito seja o portéo,
Quao repleta de castigos a sentenga,

Eu sou o mestre do meu destino,
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar e avaliar Bactérias
Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCPs) em Saccharum spp., com
foco na atividade dos isolados nos processos de nitrificacdo, desnitrificacéo e
na tolerancia a vinhacga in natura. As BPCPs representam uma alternativa
promissora, pois favorecem o crescimento vegetal por meio de mecanismos
diretos e indiretos. Para o isolamento dos microrganismos, utilizou-se a coluna
de Winogradsky, visando selecionar bactérias adaptadas a gradientes fisico-
quimicos do solo. A maioria dos isolados apresentou caracteristicas tipicas do
género Bacillus, com colbnias brancas, circulares, de borda lisa e Gram-
positivas. Ensaios laboratoriais revelaram curvas de crescimento semelhantes
entre os isolados, com destaque para Bacillus widmannii (BioAdd 5), cuja
viabilidade celular se aproximou dos valores ideais para formulacdo de
bioinoculantes. Isolados adicionais, como Paenibacillus alvei (AgN31) e
Brevibacillus nitrificans (EV0-8), demonstraram tolerancia ao cultivo em
vinhaca in natura. Ambos apresentaram crescimento em até 25% de vinhaca
sob pH acido e 50% sob pH neutro, evidenciando o potencial desse
subproduto como meio alternativo de cultivo. Em casa de vegetacao, P. alvei
(AgN31) apresentou os maiores valores de massa fresca e seca da parte
aérea, enquanto B. nitrificans (EV0-8) destacou-se na massa fresca da raiz.
Em campo, B. nitrificans (EV0-8) obteve os maiores valores de massa seca e
fresca da parte aérea. Os resultados reforcam o potencial desses

microrganismos como bioinoculantes para a cultura da cana-de-agucar.

Palavras-chave: sustentabilidade; PGPR; bioinoculante; vinhacga
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ABSTRACT

This study aimed to isolate, characterize and evaluate Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR) in Saccharum spp., with a focus on the activity of the
isolates in the processes of nitrification, denitrification and tolerance to raw
vinasse. PGPR represent a promising alternative, as they promote plant
growth through both direct and indirect mechanisms. For the isolation of
microorganisms, the Winogradsky column was used to select bacteria adapted
to the soil's physicochemical gradients. Most isolates exhibited typical
characteristics of the Bacillus genus, with white, circular, smooth-edged,
Gram-positive colonies. Laboratory assays revealed similar growth curves
among the isolates, with emphasis on Bacillus widmannii (BioAdd 5), whose
cell viability approached ideal values for bioinoculant formulation. Additional
isolates, such as Paenibacillus alvei (AgN31) and Brevibacillus nitrificans
(EV0-8), demonstrated tolerance to cultivation in raw vinasse. Both showed
growth in up to 25% vinasse under acidic pH and 50% under neutral pH,
highlighting the potential of this byproduct as an alternative growth medium. In
greenhouse conditions, P. alvei (AgN31) showed the highest values for shoot
fresh and dry biomass, while B. nitrificans (EV0-8) stood out in root fresh
biomass. In the field, B. nitrificans (EV0-8) achieved the highest values for
shoot dry and fresh biomass. The results reinforce the potential of these

microorganisms as bioinoculants for sugarcane cultivation.

Keywords: sustainability; PGPR; bioinoculant; vinasse
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1. INTRODUGAO

O aumento populacional estimado para os proximos anos, em conjunto
com as mudancgas climaticas globais, impde novos desafios a agricultura,
especialmente no que diz respeito a producdo de recursos renovaveis
destinados a geracao de energia e ao uso industrial. Nesse sentido, a
biomassa lignocelulosica, como a gerada pelo cultivo da cana-de-agucar
(Saccharum spp.), apresenta grande potencial para reduzir o uso de insumos
de origem fossil (SULIS et al., 2025).

No Brasil, a cana-de-agucar € uma cultura importante para a matriz
energética nacional, pois gera etanol e energia a partir do bagago, além da
producao de agucar. O pais lidera a produgdao mundial e concentra extensas
areas cultivadas no estado de Sao Paulo (CONAB, 2025; EMBRAPA, 2023).
A vinhaga de cana-de-agucar, residuo da industria sucroalcooleira, € gerada
em grandes volumes e, apesar de seu potencial como fertilizante liquido, ainda
representa um desafio ambiental devido a presenca de compostos
potencialmente toxicos em sua composicdao (HOARAU et al., 2018).

Dentre os componentes biolégicos do solo, o microbioma exerce
influéncia direta sobre a planta. O solo € um ambiente heterogéneo,
caracterizado por gradientes fisicos, quimicos e biolégicos que formam
diferentes micro-habitats, os quais sdo compostos por comunidades
microbianas altamente dindmicas (WEST; WHITMAN, 2022).

O nitrogénio (N) € um elemento importante para o metabolismo
vegetal e para os consumidores, porém esses organismos nao sdo capazes
de assimila-lo diretamente da atmosfera. Para que as plantas tenham acesso
ao nutriente, € preciso que microrganismos convertam o nitrogénio
atmosférico em formas assimilaveis pelo vegetal, enquanto os consumidores
obtém nitrogénio pela alimentagao. Além disso, por meio das folhas, as plantas
também podem absorver aménia (NHs), dissolvendo-a em uma fina camada
de agua na epiderme foliar (DENMEAD et al., 2008).

Devido a sua importancia, o N tem sido aplicado na forma de
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fertilizantes sintéticos, mas seu excesso pode resultar em impactos
ambientais significativos, como a acidificagdo do solo, a contaminagcéo de
corpos d’agua por nitrato e a emissao de 6xido nitroso (N,O), um potente gas
de efeito estufa (HIIS et al., 2024; HU et al., 2015; ISLAM et al., 2025; LIU et
al., 2023).

As bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) tém
ganhado destaque como alternativas biotecnoldgicas sustentaveis, pois
influenciam o crescimento vegetal por diferentes mecanismos indiretos e
diretos. Esses microrganismos estao presentes na superficie ou no interior das
raizes, além do solo rizosférico. Eles podem modular rotas hormonais,
promover a absor¢cdo e solubilizacdo de nutrientes, produzir compostos
bioativos e aumentar a tolerancia das plantas a condi¢cdes abidticas
(CHHETRI; SHERPA; SHARMA, 2025; EMBRAPA, 2017).

A interagdo entre plantas e microrganismos é fundamental para o
funcionamento dos agroecossistemas. As raizes liberam exsudatos orgénicos
que influenciam a composicao do microbioma rizosférico. Assim, através de
processos como reconhecimento molecular e sinalizagdo bioquimica, as
BPCPs auxiliam no estabelecimento e crescimento da planta (TRIVEDI et al.,
2020; VANDENKOORNHUYSE et al., 2015).

Diante disso, este trabalho teve como obijetivo isolar, caracterizar e
avaliar bactérias com potencial para promogédo do crescimento vegetal em
cana-de-agucar, com foco na tolerancia a vinhaga e nos efeitos sobre a planta
em casa de vegetagao e campo, visando contribuir para o desenvolvimento de

bioinsumos como BPCPs.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral o isolamento, caracterizagao e

avaliagdo da dinamica de bactérias com potencial para promog¢ao do

crescimento de plantas, com énfase em Saccharum spp. Além disso, buscou-

se investigar a atividade dessas bactérias nos processos de nitrificacéo e

desnitrificagdo, bem como seu crescimento em diferentes concentragdes de

vinhaga in natura e efeito na promogao do crescimento vegetal sob condigdes

de casa de vegetagao e campo.

2.2 Especificos

O objetivo geral foi subdividido nos objetivos especificos a seguir:

1.

Realizar a coleta de solos agricolas com cultivos de Saccharum spp.,
Zea mays e Allium sativum para montagem das colunas de
Winogradsky.

Montar colunas de Winogradsky com diferentes extratos contendo
nitrogénio, fosforo e potassio (NPK), uréia e solo puro, visando obter
isolados bacterianos presentes em diferentes condigdes.

Caracterizar fenotipicamente os isolados obtidos, incluindo aspectos
morfolégicos e bioquimicos.

Determinar, por métodos colorimétricos, a producao de nitrito e nitrato
pelas bactérias isoladas Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis e
Bacillus wiedmannii.

Extrair DNA gendmico dos isolados bacterianos selecionados,
amplificar o gene 716S rRNA por PCR e sequenciar os amplicons
obtidos para analise taxonémica.

Determinar a curva de crescimento de isolados de Bacillus para
compreender sua dindmica em cultura.

Avaliar e comparar o perfil de cultivo dos isolados bacterianos em
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meio contendo diferentes concentracdes de vinhacga in natura.
8. Avaliar a massa fresca e seca da parte aérea e das raizes de plantas de
Saccharum spp. submetidas a diferentes tratamentos bacterianos em casa

de vegetacado e campo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia econdmica e aspectos gerais da cana-de-agucar

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae e ao género
Saccharum, o qual inclui espécies silvestres, como Saccharum spontaneum,
Saccharum barberi e Saccharum robustum, além de espécies domesticadas,
como Saccharum officinarum, e hibridos comerciais atualmente cultivados
(TRIPATHI et al., 2020). A origem da cana-de agucar € atribuida a regido da
Nova Guiné, onde a Saccharum officinarum teria sido domesticada a partir da
espécie silvestre S. robustum, por volta de 8.000 anos atras (SANTOS et al.,
2020).

A parte aérea da cana-de-agucar é formada por folhas e colmos. Os
colmos sdo segmentados em nds e entrends, onde se inserem as folhas em
disposicao alternada. Cada folha é completa e composta por bainha, colar e
lamina foliar. A planta cresce em touceiras, formadas por perfilhos laterais
(SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008).

Trata-se de uma cultura com metabolismo fotossintético do tipo Ca,
sendo eficiente na conversao de energia sob condi¢cdes de alta incidéncia solar
e elevadas temperaturas. Entretanto, considerando que grande parte de sua
biomassa € composta por agua, a oferta hidrica adequada continua sendo
essencial para garantir seu desenvolvimento e produtividade (MARAFON,
2012).

Essa cultura possui dois tipos de ciclos, que consistem no ciclo da
cana-planta e no ciclo da cana-soca. O ciclo da cana-planta é o primeiro ciclo
da cultura, ou seja, quando é plantada e germina. Apds a colheita da cana-
planta, inicia-se o ciclo da cana-soca, a partir dos brotos laterais emergentes
das raizes, que correspondem as safras subsequentes (WANG et al., 2024)

A cana-de-agucar passa por quatro fases fenoldgicas principais:
brotagéo, perfilhamento, crescimento dos colmos e maturagao (Figura 1). A
brotagao ocorre nos primeiros 20 a 30 dias e depende da umidade do solo. Em
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seguida, inicia-se o perfilhamento, entre 40 e 120 dias apés o plantio, marcado
pela emissao de brotos laterais. A fase de crescimento dos colmos vai de
aproximadamente 120 a 270 dias e representa o maior acumulo de biomassa
da planta. Por fim, a maturagao ocorre a partir dos 270 dias, com redu¢ao no
crescimento e aumento da concentracdo de sacarose nos colmos
(MARAFON, 2012).

Figura 1 — Estadios do desenvolvimento da cana-de-agucar

Fase de brotacao Fase de Fase de Fase de
e estabelecimento perfilhamento  crescimento maturacao
dos colmos

Fonte: Adaptado de Gascho e Shih (1993)

Além do agucar, a cana-de-agucar é fundamental para a producao de
etanol, um biocombustivel renovavel que contribui para a matriz energética
sustentavel, reduzindo a dependéncia de combustiveis fésseis e as emissdes
de gases do efeito estufa. Também ¢é utilizada como matéria-prima para a
industria de bioenergia, onde o bagaco da cana, residuo fibroso remanescente
apo6s a extragdo do caldo, € aproveitado na geragao de energia nas usinas,
assegurando maior eficiéncia energética (JUNIOR; MIRANDA, 2013).

No contexto brasileiro, o pais destaca-se como o maior produtor
mundial, com uma colheita de 713,2 milhdes de toneladas na safra 2023/24,
cuja produtividade média atingiu valores expressivos, notadamente no estado

de Sao Paulo, responsavel por mais de 50% da produg¢ao nacional (CONAB,
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2024).
Portanto, alternativas sustentaveis para otimizar o cultivo dessa cultura

sao importantes do ponto de vista ambiental e econémico.

3.2 Contexto Histérico do Estudo de Microrganismos

O século XVII foi marcado pela invengdo do microscopio, uma
ferramenta que permitiu a visualizagdo de microrganismos como bactérias e
protozoarios, denominados na época “animalculos”. A descoberta de
organismos microscopicos permitiu o avango do estudo da microbiologia. Uma
das pesquisas pioneiras importantes foi conduzida pelo cientista francés Louis
Pasteur, este realizou um experimento no qual submeteu o vinho a 56°C. Ele
observou que ao aquecer o vinho, o sabor natural ndo era alterado, logo,
relacionou a deterioragao da bebida com a presencga de bactérias. Hoje, esse
processo de aquecimento dos liquidos € conhecido como pasteurizagao
(NOBREGA; BOSSOLAN, 2008).

Além da associacao a contaminacao de bebidas, na area da saude,
bactérias também foram relacionadas as causas de doengas durante estudos
feitos por Robert Koch, em 1876. Ao investigar o carbunculo, uma doenga que
afetava rebanhos de gado e ovelhas na Europa, Koch identificou a presenca
de microrganismos com formato de bastonete no sangue dos animais
infectados. Ele demonstrou que, ao injetar esse sangue contaminado em
ovelhas saudaveis, estas também desenvolviam a mesma enfermidade
(NOBREGA; BOSSOLAN, 2008).

Em 1978, Kloepper e Schroth propuseram o termo "plant growth
promoting rhizobacteria" (PGPRs) para identificar um grupo especifico de
bactérias benéficas associadas a rizosfera, as quais contribuem para o
crescimento de plantas por meio de diferentes mecanismos (KLOEPPER,;
SCHROTH, 1978). Posteriormente, em 1980, um estudo constatou que as
PGPRs, especialmente do género Pseudomonas, sao capazes de produzirem

sideréforos extracelulares que sequestram o ferro do ambiente, tornando-o


https://pt.wikipedia.org/wiki/Robert_Koch

menos disponivel para microfloras nativas potencialmente deletérias
(KLOEPPER et al., 1980).

Ja em 1982, um estudo discutiu como as bactérias PGPRs colonizam
raizes e suprimem doencgas do solo, ampliando a compreensio de seu papel
ecolégico e desmistificando a ideia popular de que todas as bactérias sao
agentes patogénicos (SCHROTH;HANCOCK, 1982).

Nesse sentido, o surgimento da Microbiologia esteve historicamente
atrelado ao estudo das doencgas infecciosas, o que contribuiu para a
associagao dos microrganismos como agentes causadores de enfermidades.
Como consequéncia, mesmo no seéculo XXI, persiste uma percepgao
popular predominantemente negativa em relagcéo a agdo desses organismos.

No entanto, é importante ressaltar que diversas bactérias
desempenham papéis essenciais e benéficos em setores como a industria,
meio ambiente e agricultura, como as bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCPs) destacam-se como organismos-alvo de pesquisas
biotecnolégicas, devido ao seu potencial para contribuir significativamente

para uma agricultura sustentavel e eficiente.

3.3 O microbioma do solo e sua relagdao com as plantas

O solo é um recurso natural valioso e ndo renovavel, pois para a
formacgao de 1 centimetro de solo sdo necessarios cerca de 300 anos. Além
de fornecer suporte fisico e nutrientes as plantas, o solo abriga uma enorme
diversidade microbiana, sendo considerado um verdadeiro reservatério
genético, essencial para a ciclagem de nutrientes e a manutengdo da
fertilidade (RACHWAL, 2015).

O conjunto de microrganismos, denominado microbioma do solo,
forma um ecossistema multifuncional que € modulado por fatores abidticos
como pH, umidade, temperatura e disponibilidade de matéria organica
(QUEVEDO; NISHISAKA; MENDES, 2023).

Além disso, as plantas liberam exsudatos radiculares, como agucares,

aminoacidos e 4acidos organicos, que atraem comunidades microbianas
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especificas. Esse processo molda o microbioma rizosférico, influenciando
fatores como a aquisicdo de nutrientes, a protecdo contra patégenos e a
tolerancia a estresses abidticos (BERG et al., 2020; MENDES;
RAAIUMAKERS, 2015).

Dessa forma, é evidente que a relagdo do microbioma do solo e a
planta é indispensavel para o crescimento vegetal. A auséncia das BPCPs no
solo prejudicaria a absorgao de nutrientes essenciais, bem como a tolerancia e

protecdo aos estresses abiodticos, como seca, e bidticos, como patdgenos.

3.4 Mecanismos de Acao das Bactérias Promotoras do Crescimento
de Plantas (BPCPs)

Os mecanismos de acado das bactérias promotoras do crescimento
de plantas abrangem tanto efeitos diretos quanto indiretos, incluindo a fixagéao
bioldgica de nitrogénio, a solubilizagdo de fosfatos, a produgdo e modulagao
de fitorménios, a atuagdo contra agentes patogénicos e a indugdo da
resisténcia sistémica.

A fixacao biologica do nitrogénio é o processo pelo qual o nitrogénio
atmosférico é fixado no solo pela atividade microbiana, especificamente por
microrganismos que possuem a enzima nitrogenase. O nitrogénio esta
presente na atmosfera na forma gasosa (N2), entdo a nitrogenase catalisa a
reducdo do N, atmosférico a aménia (NH;). Os processos subsequentes
caracterizam o ciclo do nitrogénio, tendo a nitrificacdo e a desnitrificacao
(VIEIRA, 2017).

A nitrificacdo € uma etapa do ciclo do nitrogénio em que a amodnia
(NH3) ou o ion amoénio (NH,") é oxidado a nitrito (NO,~), posteriormente o
nitrito € convertido em nitrato (NOs~). Ja a desnitrificagao consiste na redugao
do nitrato a formas gasosas, como 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N,O) e
nitrogénio atmosférico (N,). O grande problema da ultima etapa é a liberagao
de gases do efeito estufa, como N20 (VIEIRA, 2017).

Assim como a fixagdo de nitrogenio resulta na disponibilizagdo do
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elemento indisponivel para a planta, a solubilizagcdo de fosfatos é o processo
pelo qual microrganismos transformam fosfatos insoluveis em fosfatos
soluveis, possiveis de serem absorvidos pelas raizes. Os microrganismos do
solo liberam acidos organicos, como acido citrico, glucénico e malico, os quais
reduzem o pH do solo, permitindo a remogédo de fésforo inorganico das
particulas do solo por troca direta ou pela quelagdo de ions metalicos em
complexos P-cations. Dessa forma, o fésforo antes indisponivel se torna
assimilavel (GOMES et al., 2014).

Além da atuagcdo em processos que ofertam elementos importantes
como nitrogénio e fésforo para as plantas, existem microrganismos capazes
de sintetizar diferentes fitorménios ao mesmo tempo, como giberelinas,
citocininas, auxinas, etileno e acido salicilico. Além de produzirem, também
podem controlar a quantidade disponivel através da degradacdo ou
modulagao dos niveis de fitormonios, o que é importante para manter os niveis
ideais para a planta (OROZCO-MOSQUEDA; SANTOYO; GLICK, 2023).

Além disso, a microbiota do solo é frequentemente referida como o
sistema imunolégico das plantas. Além dos fitorm6nios que modulam a
resposta vegetal, alguns microrganismos liberam compostos que inibem o
crescimento de patdgenos da planta. Esses compostos podem ser enzimas
hidroliticas, como pectinases, celulases e hemicelulases. Para complementar,
os procariotos benéficos competem por espaco e recursos na rizosfera,
limitando a colonizacdo de fungos e bactérias patogénicos (SILVEIRA;
FREITAS, 2007).

No que se refere a indugao da resisténcia sistémica, trata-se de um
mecanismo pelo qual plantas ativam defesas contra patégenos em toda a
planta, ndo apenas no local da infeccdo. Todos os processos mencionados
sdo importantes para a nutricao vegetal, o que sao fatores importantes para a
defesa da planta (SILVEIRA; FREITAS, 2007).

Em resumo, percebe-se que a atuacado das bactérias promotoras do
crescimento de plantas é multifacetada, envolvendo diversos mecanismos
que, em conjunto, favorecem o crescimento e o estabelecimento das plantas

frente a condicbes adversas.
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3.5 Importancia do nitrogénio, fosforo e potassio para as plantas

O nitrogénio (N) esta presente na planta de diversas formas, como na
clorofila, em aminoacidos, acidos nucleicos e em horménios vegetais, como
citocinina e auxina. A clorofila € um pigmento presente nos cloroplastos,
responsavel pela fotossintese. Quatro atomos de N estdo presentes em sua
estrutura, circundando o magnésio localizado no centro do anel porfirinico.
Nos aminoacidos, que em conjunto formam as proteinas, o N esta presente
no grupo amino (FARHAN et al., 2024).

O DNA e o RNA sao formados por nucleotideos que contém
bases nitrogenadas. No DNA, essas bases sdo adenina, guanina, citosina
e timina, enquanto no RNA a timina é substituida pela uracila. Todas
essas bases apresentam atomos de nitrogénio em sua estrutura quimica
(FARHAN et al., 2024). Devido a importancia do N, muitos pensam que
quanto mais melhor, no entanto 0 excesso desse elemento pode causar
problemas a planta, como diminuicao da eficiéncia hidrica, provocando a
queima das folhas e crescimento atrofiado. Como consequéncia, ha
reducdo da éarea foliar disponivel para a fotossintese (MCCAULEY;
JONES; JACOBSON, 2009).

Por outro lado, a baixa oferta de N para a planta também ¢é prejudicial.
Ocorre a reducado da quantidade de clorofila, o que leva a degradagcao de
enzimas essenciais para processos metabdlicos, acarretando diminuigao da
taxa de transpiracdo e fotossintese. Consequentemente, a planta tera
dificuldade em produzir energia e realizar trocas gasosas, afetando
diretamente seu crescimento e sobrevivéncia (SANAGI et al., 2021).

Assim como o nitrogénio, o fosforo (P) compde a estrutura de
moléculas fundamentais como adenosina trifosfato, adenosina difosfato, DNA
e RNA. Na raiz, o P contribui para a formacado de pelos radiculares e a
expressao de transportadores de fosfato, aumentando a absorgao desse
nutriente. Dessa forma, mesmo sob condigbes adversas, plantas com niveis

adequados de fosforo apresentam maior resiliéncia (KHAN et al., 2023).
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Ja o potassio (K) atua no controle do turgor celular, regulando abertura
e fechamento das células-guarda dos estdmatos durante as trocas gasosas.
Isso ocorre por meio da regulagdo da pressdo osmaética, uma vez que o K* é
um dos principais solutos celulares. Seu transporte através de canais ibnicos
especificos permite o ajuste no fluxo de agua, influenciando diretamente o
turgor. Além disso, o potassio atua na ativagao de enzimas e no transporte de
compostos organicos pelo floema, sendo essencial para diversos processos
fisiologicos da planta (AHMAD; MAATHUIS, 2014).

3.6 Inoculantes e aplicagoes comerciais

Inoculantes sdo produtos compostos por microrganismos com agao
benéfica ao crescimento vegetal, conforme o Decreto n°® 4.954/2004, que
regulamenta a Lei n° 6.894/1980 (BRASIL, 1980). Além disso, inoculantes séo
considerados um tipo de bioinsumo, conforme definido pela Lein® 15.070/2024,
que estabelece diretrizes para o uso de produtos bioldégicos na agropecuaria
(BRASIL, 2024).

No contexto dos inoculantes voltados a fixagao bioldgica de nitrogénio,
pesquisadores da Embrapa Agrobiologia desenvolveram uma formulagéo
contendo cinco espécies bacterianas com capacidade de reduzir a aplicagao
de fertilizantes nitrogenados na cana-de-agucar. Os isolados utilizados sao
Gluconacetobacter diazotrophicus, Azospirillum amazonense, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Burkholderia tropica e Herbaspirillum seropedicae. Esses
microrganismos crescem em meios separados e, em seguida, sdo misturados
em um substrato organico previamente esterilizado. Antes do plantio, colmos
com trés gemas sao submersos no produto por cerca de uma hora e depois
plantados (EMBRAPA, 2008).

Em relagéo a solubilizagao de fésforo, foi desenvolvido um inoculante
com potencial de reduzir o uso de fertilizantes fosfatados na cultura da cana-
de-actucar. E composto por duas linhagens bacterianas do banco de

microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo, sendo elas Bacillus subtilis

26



(CNPMS B2084) e Bacillus megaterium (CNPMS B119). Por formarem
esporos que confere elevada resisténcia, essas bactérias apresentam
estabilidade em diferentes condigbes ambientais. A acdo dessas bactérias
envolve a producao de fitormonios e a sintese das enzimas fosfatase e fitase,
que promovem maior disponibilidade e absor¢ao de fosforo pelas plantas
(EMBRAPA, 2022).

Esses avancos evidenciam o potencial dos inoculantes microbianos

como ferramentas eficazes na agricultura.

3.7 Vinhaga da cana-de-agucar

O processo que gera a vinhaca a partir da cana-de-agucar ocorre
durante a producdo de etanol. O caldo da cana é fermentado para produzir
etanol, posteriormente passa pelo processo de destilacao e retificagado. Apds
a destilagao, forma-se a vinhaga, um efluente liquido que contém os sdlidos
soluveis provenientes do caldo fermentado. Estima-se que para cada litro de
etanol produzido, 8 a 20 litros de vinhaca sdo gerados (CABRERA-DIAZ et al.,
2016).

A composic¢ao da vinhaga é principalmente agua, que representa entre
93% a 97% de sua composigado. Além disso, possui cerca de 5% de matéria
organica formada por acgucares, glicerol, acidos e restos de leveduras, e
cerca de 2% de solidos minerais insoluveis. Também apresenta minerais
como potassio, calcio e sulfatos, assim como compostos toxicos, como fendis
e melanoidinas, que podem impactar negativamente o ambiente (PARSAEE;
KIANI DEH KIANI; KARIMI, 2019).

A demanda quimica e bioquimica de oxigénio da vinhaga da cana-
de-agucar é comumente mais elevada em comparacao a vinhaga derivada de
outras matérias-primas. Com isso, exige maior gasto de oxigénio para a
degradagao dos compostos organicos presentes (PARSAEE; KIANI DEH
KIANI; KARIMI, 2019).

Dessa forma, fica evidente que a vinhaga € um subproduto cujo
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reaproveitamento e estratégias de mitigagao de impactos representam agdes

importantes tanto do ponto de vista ambiental quanto econémico.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de estudo

4 1.1 Laboratério

Os experimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Genética Aplicada, vinculado ao Departamento de Biologia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, Campus de Jaboticabal.
O Departamento de Biologia esta localizado nas coordenadas geograficas
21°14'37.41"S e 48°17'54.84"W (Figura 2).

4.1.2 Casa de vegetagao
O experimento em condi¢cdes de casa de vegetacao foi conduzido em

estrutura pertencente ao Laboratério de Plantas Daninhas, também ligado ao

referido departamento (Figura 2).

4.1.3 Campo

O experimento em campo teve carater exploratério, visando avaliar a
resposta das plantas sob condi¢bes adversas. Foi desenvolvido em uma
propriedade rural localizada na zona rural do municipio de Bebedouro, interior
do estado de Sao Paulo, cujas coordenadas geograficas sdo 20°53'06”S e
48°29'31”W (Figura 3). A cultivar de cana-de-agucar (Saccharum spp.)
utilizada nesse local nao foi identificada.



Figura 2 — Localizagédo do departamento de Biologia e casa de vegetacao

| |Repartamento de
Biologia'=IFCAV/UNESP

Fonte: Google Earth

Figura 3 — Localizagéo da area experimental em campo

Fonte: Google Earth
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4.2 Origem dos isolados bacterianos

4.2.1 Coleta de solo e montagem das colunas de Winogradsky

Quatro amostras de solo foram coletadas em uma area agricola com
cultivo de cana-de-agucar no municipio de Bebedouro, interior do Estado de
Sao Paulo — Brasil. As amostras de solo com cultivo de milho foram coletadas
também em regides agricolas proéximas a cidade de Bebedouro. Os solos sob
cultivo de alho foram amostrados no municipio de Pitangueiras, também no
Estado de Sao Paulo. As coletas foram realizadas na camada superficial do
solo, entre 0 e 20 cm de profundidade.

Os isolados BioAdd 1, BioAdd 2, BioAdd 3, BioAdd 4 e BioAdd 5 foram
obtidos a partir de colunas de Winogradsky, as quais foram montadas
utilizando solos provenientes de areas cultivadas com cana-de-agucar, alho e
milho. Foram preparadas trés colunas, sendo cada uma composta por solo de
uma dessas culturas. Cada coluna foi subdividida em trés niveis de
estratificacédo, a saber: solo acrescido em ureia (5% p/p), solo acrescido em
NPK (Nitrogénio, Fosforo e Potassio — 4:14:8) 10% (p/p) e solo sem adigdes.

O experimento teve duracao de 60 dias.

4.1.3 Estoque de laboratério

As bactérias Brevibacillus nitrificans (EV0-8), Novosphingobium sp.
(VO5- D), Cupriavidus sp. (V20-F), Chromobacterium vaccinii (V05-22),
Curtobacterium sp. (EV0-5), Sinomonas echigonensis (V05-D) e Paenibacillus
alvei (AgN31) séo provenientes do estoque pertencente ao “Laboratério de
Genética Aplicada”, do Departamento de Biologia, localizado na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, unidade de Jaboticabal.

4.3 Analise quimica do solo
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A caracterizagdo quimica dos solos utilizados na montagem das
colunas de Winogradsky incluiu a determinagdo de pH, teor de matéria
organica (M.O) e concentragcdo de elementos quimicos. As analises foram
realizadas pela empresa Athenas Consultoria Agricola, situada em
Jaboticabal, interior do estado de Sao Paulo, e os resultados obtidos foram

posteriormente interpretados no desenvolvimento deste trabalho.

4.4 Isolamento e manutengao dos isolados do solo

Para a extracdo dos microrganismos presentes nos diferentes extratos
das colunas de Winogradsky, foram adicionados 9 mL de solugao salina estéril
[NaCl 0,1% (p/v)] a 1 g de solo de cada extrato da coluna, totalizando nove
tubos. O conteudo dos tubos foi homogeneizado em agitador orbital (150 rpm,
27 °C) por 10 minutos.

Posteriormente, foram adicionados 100 pL do meio nitrificante
[composto (g/L): 7,0 g de K,HPO,, 3,0 g de KH,PO,, 0,1 g de MgSO,x7H,0,
1,0 g de (NH,),SO,, 0,05 g de FeSO,x7H,0 e 10 g de CH;COONa]. Também
100 pL do meio desnitrificante [composto (g/L): 7,0 g de K,HPO,, 3,0 g de
KH,PO,, 0,1 g de MgSO,x7H,0, 0,986 g de NaNO,, 0,05 g de FeSO,x7H,0]
a cada tubo contendo solo e solucéo salina. As amostras foram incubadas por
41 dias em agitador orbital, a 150 rpm e 27 °C.

Apos o periodo de incubagao, foi realizada diluicao seriada de 100 uL
de amostra em 900 pL de solugao salina [NaCl 0,1% (p/v)]. Volume de 100 pyL
das diluigdes 1072, 107¢ e 1077 foram distribuidas em placas de Petri contendo
meio solido TSB (Trypticasein Soy Broth) [composto por (g/L): K;HPO, (0,6),
MgSO0O., (0,2), NaCl (0,1), extrato de levedura (1,0), glicose (10,0) e agar (9,0);
pH 6,9], suplementado com cicloheximida (50 uL/mL)] para inibigdo de fungos.
As placas foram incubadas por aproximadamente 72 horas a 27 °C.

Em seguida, colbnias distintas foram selecionadas e cultivadas em
meio TSB liquido, incubado por 48 horas a 27 °C sob agitagdo a 150 rpm. Os
isolados BioAdd 1, BioAdd 2, BioAdd 3, BioAdd 4 e BioAdd 5 foram entédo

armazenados em microtubos contendo glicerol [40% (v/v)] e conservados em
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ultra-freezer a —80 °C.

4.5 Bioensaios de nitrificagao e desnitrificagao

Os isolados bacterianos foram testados quanto a capacidade de
nitrificacdo e desnitrificagdo. No bioensaio de nitrificagao, utilizou-se o meio
nitrificante “NM” [composto (g/L): 7,0 g de K,HPO,, 3,0 g de KH,PO,, 0,1 g de
MgSO,x7H,0, 1,0 g de (NH,),SO,, 0,05 g de FeSO,x7H,O e 10 g de
CH3;COONa] (PAL et al., 2015).

Para a avaliacdo da desnitrificagcdo, foi utilizado o meio “DM”
[composto (g/L): 7,0 g de K,HPO,, 3,0 g de KH,PO,, 0,1 g de MgSO,x7H,0,
0,986 g de NaNO,, 0,05 g de FeSO,x7H,0] (Adaptado de He et al., 2016).

A detecgdo de nitrito (NO,") foi realizada por método colorimétrico,
adaptado da reagao de Griess, utilizando dois corantes. O primeiro composto
por [0,125 g de sulfanilamida e 25 mL de HCI 2,4], e o segundo com [0,075 g
de naftil- etilenodiamina e 25 mL de HCI 0,12]. A cada amostra foram
adicionadas seis gotas de cada reagente.

A formacéo de coloracao rosa a vermelha indicou a presenca de NO, ™,
enquanto a auséncia de coloracao foi interpretada como indicativo de
desnitrificagdo. As amostras com ambos meios de cultivo foram submetidas a

leitura por espectrofotometria a 540 nanémetros.

4.6 Caracterizagao morfologica dos isolados

Apods serem cultivados em meio TSB solido a 27°C, por £ 72 h, os
isolados foram caracterizados fenotipicamente de acordo com a forma
(circular, puntiforme, fusiforme, filamentosa), coloragéo da colénia (branca ou
amarela), borda (inteira, ondulada, lobulada, irregular, flamentosa e lisa) e
elevagao (Plana, elevada, convexa, papilada) (Adaptado de AMERICAN
SOCIETY, 2016).
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4.7 Coloragao de GRAM

Para a identificagdo das bactérias quanto a sua classificagdo como
Gram-positivas ou Gram-negativas, foi empregada a técnica de coloragéo
de Gram (Adaptado de Hucker, 1921). O material utilizado incluiu: Iaminas de
microscopia, bico de Bunsen, al¢a de platina, solucéo de cristal violeta [10 g de
cristal violeta em 200 mL de alcool etilico], solugao de lugol [2 g de iodo e 4 g
de iodeto de potassio em 300 mL de agua ultrapura], solugéo de fucsina [2,5 g
de fucsina basica em 1000 mL de alcool etilico], solugao alcodlica [250 mL de
alcool e 250 mL de acetona] e agua destilada.

Iniciou-se dentro do fluxo laminar com o preparo do esfregaco
bacteriano sobre a lamina, seguido pela fixagdo por contato breve com o fogo.
Em seguida, aplicou-se a solugéo de cristal violeta por 10 minutos. Apds a
remogao do excesso, foi adicionada a solugdo de lugol por 5 minutos.
Procedeu-se, entdo, a lavagem da lamina com agua corrente, seguida da
aplicagdo da solugao alcodlica para descoloragdo. Por fim, aplicou-se a
solugdo de fucsina, com posterior lavagem com agua para remogédo do
excesso.

A distingdo entre as bactérias ocorreu com base na coloragao
observada ao microscopio optico. As Gram-positivas apresentaram coloragao
violeta ou azulada, em raz&o da presenca de uma parede celular espessa, rica
em peptidoglicano, que retém o corante cristal violeta.

Por outro lado, as Gram-negativas exibiram coloragao rosa, resultado
da parede celular mais delgada e da presenca de uma membrana externa,
dificultando a retencdo do corante primario, o que permite o destaque da

fucsina na coloragéo final.

4.8 Curva de crescimento e UFC/ml

Os isolados BioAdd 1, BioAdd 2 e BioAdd 5 foram cultivados em meio
sélido, bem como em meio liquido TSB [composto por (g/L): K;HPO, (0,6),
MgSOQO., (0,2), NaCl (0,1), extrato de levedura (1,0), glicose (10,0) e agar (9,0);
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pH 6,9], suplementado com cicloheximida (50 uL/mL)].

O cultivo em meio liquido foi conduzido sob agitagao orbital a 150 rpm
e 27 °C, por 6 dias. A cada 12 horas, foi realizada a leitura da densidade optica
(DOgoo NM) em espectrofotdbmetro para registrar o crescimento bacteriano.

Para o cultivo solido foi feita diluicdo seriada, selecionando as
diluigdes 10%, 10°° e 10% para plaqueamento. As placas de petri foram
mantidas em incubadora BOD a 27°C. Apds cinco dias, foi feita a contagem de
colénias em placa. Para determinar a UFC utilizou-se a seguinte férmula: UFC

= Numero de colbnias na placa x fator de diluigdo/ volume do in6culo.

4.9 Extracao de DNA genémico

O protocolo de extragdo de DNA gendémico foi adaptado do método
descrito por Marmur (1961). As células foram lisadas na presencga de lisozima
(20 mg/mL) e RNAse (50 pg/mL), utilizando solugéo com lauril sulfato de sédio
(SDS) a 25% (p/v) e acetato de sodio 3 M, pH 5,2. A extragéo foi realizada
com 650 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v/v).

As amostras foram centrifugadas a 20817 x g, a 4 °C, por 15 minutos
em uma centrifuga Eppendorf 5804R. O DNA foi precipitado com dois volumes
de etanol absoluto gelado e lavado com 1,0 mL de etanol 70% gelado. A
quantificacdo foi feita em espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific), e a integridade avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8%

(p/v) com brometo de etidio (0,5 pg/mL).

4.10 Reagao em cadeia da polimerase (PCR) para amplificagao do gene

16S rRNA dos isolados selecionados e purificagao

Apos a obtencdo do DNA gendmico, o gene 716S rRNA dos isolados
bacterianos foi amplificado por Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR), com
o uso dos primers universais fD1 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e rD1
(5'- AAGGAGGTGATCCAGCC-3') (WEISBURG et al.,1989). Cada reacao foi
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composta por 40 ng de DNA molde, 7,5 pmol de cada oligonucleotideo, 1,75
mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 2 pL de tampao 10X e 1 unidade da enzima
Taq DNA polimerase (Invitrogen), tendo um volume final de 20 pL.

A amplificagao foi realizada em termociclador modelo PTC-100™ (MJ
Research, Inc.), com uma etapa inicial de desnaturacdo a 94 °C por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos de desnaturacdgo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 56 °C por 40 segundos e extensao a 72 °C por 90 segundos,
finalizando com uma extenséao final a 72 °C por 7 minutos.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% (p/v), e a concentragdo de DNA foi determinada por
espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific). Em seguida, realizou-se a purificacdo do material com o kit

Purelink Quick Gel Extraction e PCR Purification da marca Invitrogen.

4.10 Sequenciamento e analise das sequéncias do gene 716S rRNA

O produto purificado foi encaminhado para sequenciamento no Centro
de Recursos Biologicos e Biologia Gendémica (CREBIO), localizado na
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de
Jaboticabal.

As sequéncias obtidas foram montadas em contigs referentes ao gene
16S rRNA, editadas no software BioEdit e, posteriormente, submetidas a
analise de similaridade utilizando a ferramenta BLASTn (nucleotide BLAST),
disponivel no site do National Center for Biotechnology Information (NCBI). A

busca foi realizada no banco de dados do GenBank.

4.11 Avaliagao de crescimento bacteriano em vinhaca in natura

Para avaliar o crescimento bacteriano em meio orgéanico, foram
preparados meios de cultivo contendo agar e diferentes concentragées de
vinhaga in natura (10%, 25%, 50%, 75% e 100%). A vinhaga in natura usada
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no experimento foi obtida da Usina Pitangueiras, localizada no estado de Sao
Paulo.

O meio foi esterilizado utilizando autoclave vertical analégica prismatec.
O didmetro dos halos de crescimento bacteriano foi medido diariamente
durante seis dias, utilizando um paquimetro analégico manual de 150 mm.
Foram realizados dois experimentos: no primeiro, o pH do meio manteve-se
acido devido a acidez natural da vinhaga; no segundo, o pH foi ajustado para

7.0 por meio da adi¢ao de hidroxido de sodio (NaOH).

4.12 Delineamento experimental dos bioensaios em plantas

Os experimentos em casa de vegetacdo e em campo foram
conduzidos utilizando delineamento em blocos casualizados, por ser uma
estratégia para controlar a variabilidade dos ambientes de cultivo, conforme
Ferreira (2011). Em ambos os casos, o delineamento seguiu um esquema

unifatorial, tendo como unico fator avaliado a inoculacao bacteriana.

4.13 Experimento em casa de vegetagao

4.13.1 Plantio das mudas

As mudas de cana-de-acucar foram doadas pelo Laboratério de
Plantas Daninhas, localizado na UNESP, unidade de Jaboticabal. A cultivar
utilizada foi RB975033, lote 0836250214. As mudas foram transplantadas para
vasos de 5 litros no periodo da manha, sendo mantidas em casa de vegetagao

com irrigagdo automatica por asperséao trés vezes ao dia.

4.13.2 Inoculagao bacteriana e controle

O pré-inbculo das trés bactérias selecionadas Sinomonas
echigonensis (V05-D), Brevibacillus nitrificans (EV0-8) e Paenibacillus alvei
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(AgN31) foi preparado em meio contendo vinhaga in natura e TSB, incubado
sob agitacdo (150 rpm) em agitador orbital, por cerca de 72 horas a 27 °C.
Posteriormente, os isolados foram inoculados uma vez nas mudas de cana-

de-acucar.

4.13.3 Determinacado de comprimento e massa seca da parte aérea e da raiz

Apods 30 dias da inoculagao, as plantas foram retiradas dos vasos com
preservagao do sistema radicular e da parte aérea, posteriormente foram
higienizadas. Para isso, foi utilizada uma peneira para solo e um suporte de
ferro. O comprimento da parte aérea e das raizes foi obtido com auxilio de
uma trena. A massa fresca da parte aérea e da raiz foi determinada por meio
de uma balancga de precisao. As folhas e raizes foram secas em estufa a 60 °C

por trés dias, em seguida foram pesadas para obtengdo da massa seca.

4.14 Experimento em campo

4.14 1 Plantio de cana-de-agucar

O plantio de cana-de-agucar ocorreu no més de maio, em propriedade
rural, localizada em Bebedouro, estado de S&o Paulo, 60 dias antes da
inoculagdao. Em cada abertura do solo realizada foi plantada uma gema, onde
duas linhas de cana foram plantadas a 0,30 centimetros de distancia uma da
outra, com profundidade de 30 centimetros e espagcamento entrelinha de 1.50
metros (EMBRAPA, 2022). Foram estabelecidos cinco tratamentos
bacterianos e um controle. Cada tratamento teve trés repeti¢des, totalizando
18 plantas.

4.14.2 Inoculag&o bacteriana e controle

Em laboratdrio, preparou-se o pré-inéculos de cinco bactérias Bacillus

thuringiensis (BioAdd 2), Bacillus cereus (BioAdd 3), Sinomonas echigonensis
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(V05-D), Brevibacillus nitrificans (EV0-8) e Paenibacillus alvei (AgN31) em
meios de cultivo contendo vinhaca in natura e TSB, submetidos a rotagao 150
rom em agitador orbital por cerca de 72h a 27°C. Posteriormente, os isolados
foram inoculados uma vez nas plantas selecionadas para cada tratamento. Os
isolados BioAdd 2 e 3 obtidos da coluna de Winogradsky foram incluidos para

comparagao entre géneros distintos.

4.14.3 Determinacao de comprimento e massa seca da parte aérea e da raiz

Apo6s um més a partir da inoculagao, o comprimento da parte aérea das
plantas foi medido com uma trena. Em seguida, as plantas foram coletadas,
higienizadas e levadas para o laboratério para pesagem da massa fresca com
auxilio de uma balanga de precisédo. As folhas e raizes foram submetidas a
60°C em estufa durante 3 dias, posteriormente foi feita a pesagem do material

vegetal.

4.15 Analise dos dados

A analise estatistica dos dados foi realizada no software RStudio. Para
os experimentos com plantas e com vinhacga in natura, aplicaram-se os testes
de Kruskal-Wallis e Dunn, adotando-se 5% de significancia. As curvas de
crescimento bacteriano foram representadas graficamente para comparagéo
visual, sem aplicacao de testes estatisticos. Nos bioensaios de nitrificacédo e
desnitrificagao, a interpretacao foi baseada na coloragdo do meio e nos valores
de densidade O6ptica. A caracterizagdo morfolégica dos isolados foi

apresentada de forma descritiva, sem tratamento estatistico.

5. RESULTADOS
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5.1 Propriedades quimicas dos solos amostrados

Na Tabela 1, observa-se que as amostras provenientes de solo
cultivado com cana-de-agucar (C1-C4) apresentaram pH variando entre 5,0 e
5,2, considerados moderadamente acidos, enquanto os solos das areas de
alho (A1- A4) apresentaram pH mais elevado, entre 5,9 e 6,5, e os solos de

milho (M1-M3) mantiveram pH em torno de 5,0.

Tabela 1 — Analise quimica dos solos amostrados

pH MO | P |S |Ca |Mg K Al |CTC | Sat. |Sat.

Amostra Bases | Al

CaCl; |gdm? Mg3dm Mmol.dm3 V% | m%
A1 6,0 25 |79 |4 |37 | 8 53 0 | 725 70 0
A2 5,9 28 (1036 |47 | 9 6,7 0 |827 76 0
A3 6,5 24 111 (4 |49 | 11 4,1 0 | 771 83 0
A4 6,4 27 |108 |4 |55 | 13 | 41 0 |87, 82 0
C1 5,2 19 |17 |7 |19 | 7 1,7 0 |518 53 0
C2 5,2 17 |11 16 |17 | 7 1,4 0 |479 52 0
C3 5,0 16 |10 |7 |16 | 6 1,4 0 |474 50 0
Cc4 5,1 16 |11 |8 |17 | 7 1,7 0 |498 52 0
M 1 5,0 14 |18 |5 (18 | 6 1,7 0 |448 59 0
M 2 5,0 13 |19 |5 |16 | 6 1,3 0 |393 58 0
M3 5,0 14 |21 |5 (17 | 7 1,8 0 |448 58 0

Fonte: Athenas Consultoria Agricola e Laboratério Ltda (2022)

Nota: pH em CaCl,; matéria organica (M.O., g/dm?); fésforo (P, mg/dm?3); enxofre (S,
mg/dm?3); calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K) e aluminio (Al), expressos em
mmolc/dm?3; saturagdo por bases (V%) e capacidade de troca de cations (CTC,
mmolc/dm3).

A concentracdo de matéria organica (M.O.) foi superior nas amostras
da cultura do alho, com valores entre 24 e 28 g/dm?, seguidas pelas amostras
de cana-de-agucar (16—19 g/dm?®) e milho (13—-14 g/dm?). Os teores de fésforo
(P) também foram mais elevados nos solos de alho (79 a 111 mg/dm3),
enqguanto os valores nas areas de cana e milho ndo ultrapassaram 21 mg/dm?3.

De forma semelhante, os teores de calcio, magnésio e potassio foram
significativamente mais altos nos solos da cultura do alho. Nenhuma das
amostras apresentou aluminio trocavel (Al**), e os valores de saturagao por

bases (V%) foram mais elevados nas amostras de alho (70% a 83%),
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indicando maior fertilidade, seguidos pelos solos de cana-de-agucar (50% a
53%) e milho (58% a 59%).

5.2 Colunas de Winogradsky

As camadas de estratificacdo das colunas ficaram evidentes ao longo
do experimento, porém nao houve alteragao da coloragao, apenas mudangas

na umidade do solo (Figura 4).

Figura 4 — Colunas de Winogradsky

3‘?

A B C

Fonte: Autora (2023)
Nota: A: solo sob alho; B: solo sob cana-de-agucar; C: solo sob milho.

5.3 Bioensaios de nitrificagao e desnitrificagao

Os valores de pH nos meios nitrificantes e desnitrificantes
mantiveram-se em torno da neutralidade (entre 7.08 e 7.15), com variagoes
discretas entre os diferentes extratos, conforme a tabela 2.

No meio nitrificante, os maiores valores de absorbancia foram
observados nos extratos do solo de cana-de-agucar, especialmente no extrato
[l (0,2685), seguido pelos extratos | (0,1672) e Il (0,1308). O solo de alho
também exibiu crescimento relevante no extrato Ill (0.2874), embora com

desempenho inferior nos extratos | e Il. Por outro lado, o solo de milho



apresentou os menores valores de DO no meio nitrificante, sugerindo baixa

presencga de bactérias nitrificantes nas respectivas camadas (Tabela 3).

No meio desnitrificante, o solo de alho foi o que apresentou os maiores

valores de absorbancia, com destaque para os extratos Il (0,1248) e Il

(0,1094). O solo sob cana mostrou valores variando de 0,0300 a 0,0802.

Ja o solo de milho manteve valores baixos e relativamente

semelhantes entre os extratos (Tabela 3).

Tabela 2 — pH dos meios desnitrificante e nitrificante de solos coletados em areas distintas

Meio de cultivo Extrato Cana Alho Milho
Nitrificante 1 715 713 7.10
2 714 713 7.10
3 712 7.08 712
Desnitrificante 1 7.03 7.03 7.04
2 6.91 7.06 7.10
3 6.94 7.05 7.03

Fonte: Autora (2025)

Tabela 3 — Densidade 6ptica a 540 nm dos meios nitrificante e desnitrificante com consércios

bacterianos

Meio de cultivo Extrato Cana Alho Milho
Nitrificante 1 0.1672 0.0056 0.0144

2 0.1308 0.1180 0.0021

3 0.2685 0.2874 0.0678

Desnitrificante 1 0.0300 0.0416 0.0381
2 0.0688 0.1248 0.0450

3 0.0802 0.1094 0.0699

Fonte: Autora (2025)

Conforme a tabela 4, o isolado BioAdd 4 apresentou o menor valor de
absorbancia a 540 nm, o que indica maior consumo de nitrito e, portanto,

possivel destaque em atividade desnitrificante em relacao aos demais isolados,
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Por outro lado, o isolado BioAdd 1 apresentou o segundo menor valor
de DO, hm e uma das maiores densidades celulares, semelhante a
observada para BioAdd 5. O isolado BioAdd 3 apresentou o maior valor de
DO,s50 Nnm, indicando baixa conversao de nitrito, ainda que com densidade
celular préxima a dos isolados que se destacaram em crescimento nessas
condigdes. Ja o BioAdd 2 apresentou o segundo maior valor de DO,so nm e 0

segundo menor valor de DOgoo NM.

Tabela 4 — Determinacéo do perfil de cultivo em fonte de nitrogénio e detecgéo de nitrito

Isolado Solo de origem Meiode Determinagdao DOgq DOys50

Cultivo colorimétrica nm nm
BioAdd 1 Saccharum spp. DM Vermelho 13.693 12.361
BioAdd 2 Zea mays DM Vermelho 11.103 13.434
BioAdd 3 Zea mays DM Vermelho 13.109 14.349
BioAdd 4 Saccharum spp. DM Vermelho 0.1412 11.232

BioAdd 5 Saccharum spp. NM Sem alteragcdo 13.693 0.6847

Fonte: Autora (2025)
Nota: DM: meio de cultivo desnitrificante; NM: meio de cultivo nitrificante; DOgoo nm:
densidade 6ptica a 600 nandmetros; DO,50 nm: densidade 6ptica a 540 nandmetros.

5.4 Caracterizagao fenotipica dos isolados da coluna

Foram obtidos 189 isolados bacterianos, os quais foram
caracterizados morfologicamente (Apéndice 1). Observou-se a predominancia
de colbnias com coloragao branca, forma circular, elevagao plana e borda lisa.

A partir da técnica de coloragdo de Gram, verificou-se que 166
isolados sdo Gram-positivos e 22 sdo Gram-negativos. Os cinco isolados
selecionados com base nos bioensaios de determinacdo colorimétrica e
caracteristicas morfolégicas sdo gram-positivos, conforme demonstrado na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Caracterizagdo morfologica dos isolados bacterianos selecionados

Isolado Reacao de Corda Forma Elevagao Borda
Gram colénia

BioAdd 1 Gram-positiva Branca Circular Plana Irregular

BioAdd 2 Gram-positiva Branca Circular Plana Ondulada

BioAdd 3 Gram-positiva Branca Circular Plana Lisa

BioAdd 4 Gram-positiva Branca Circular Plana Lisa

BioAdd 5 Gram-positiva Branca Circular Plana Lisa

Fonte: Autora (2025)

5.5 Percentual de identidade dos isolados bacterianos

A Tabela 6 apresenta os percentuais de identidade dos isolados

bacterianos utilizados nos bioensaios. Os valores de identidade variam entre

97,37% e 100%, indicando alta similaridade entre as sequéncias analisadas e

aquelas depositadas no banco National Center for Biotechnology Information

(NCBI). A maioria dos isolados apresentou 100% de identidade.

Tabela 6 — Percentual de identidade dos isolados selecionados para os bioensaios

Isolado GenBank Familia Identidade
Blast (%)
BioAdd 1 Bacillus cereus Firmicutes Bacillaceae 100
BioAdd 2 Bacillus thuringiensis Firmicutes Bacillaceae 99.86
BioAdd 3 Bacillus cereus Firmicutes Bacillaceae 100
BioAdd 4 Bacillus cereus Firmicutes Bacillaceae 100
BioAdd 5 Bacillus widmannii Firmicutes Bacillaceae 100
EVO0-8 * Brevibacillus nitrificans Firmicutes Bacillaceae 100
V05-D * Sinomonas echigonensis  Actinobacteria Micrococcaceae 100
V05-6 * Novosphingobium sp. Proteobacteria  Sphingomonadaceae 100
V20-F * Cupriavidus sp. Proteobacteria Burkholderiaceae 100
V05-22*  Chromobacterium vaccinii ~ Proteobacteria  Chromobacteriaceae 100
EV0-5* Curtobacterium sp. Actinobacteria Microbacteriaceae 100
AgN31# Paenibacillus alvei Firmicutes Paenibacillaceae 97.37

Fonte: Autora (2025)

Nota: * Mariana Miranda (2023); # Higor Alves (2025)



5.6 Curva de crescimento e determinagado da UFC/mL

Na avaliagao da curva de crescimento, os isolados BioAdd 1, BioAdd
2 e BioAdd 5 apresentaram padrdo semelhante nos primeiros dias, com
aumento da densidade O6ptica até o segundo dia, seguido por queda no
terceiro. No quarto dia, todos os isolados exibiram um segundo pico de
crescimento, sendo BioAdd 5 o que atingiu os maiores valores de DOg.

De modo geral, os isolados BioAdd 2 e BioAdd 5 mantiveram valores
de densidade oOptica mais proximos entre si ao longo do experimento,
enquanto BioAdd 1 apresentou valores Vvisivelmente inferiores em
comparagao aos demais. A partir do quinto dia, observou-se queda
progressiva da densidade optica em todos os isolados, com estabilizagdo em

valores baixos e similares ao final do sexto dia (Figura 5).

Figura 5 — Representacao grafica da curva de crescimento de trés bactérias

Curva de Crescimento Comparativa
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Fonte: Autora (2025)

A contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) realizada
no quinto dia de incubagéao revelou diferengas na viabilidade celular entre os

isolados. O isolado BioAdd 5 (Bacillus wiedmannii) apresentou a maior
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concentracao de células viaveis, seguido por BioAdd 2 (Bacillus thuringiensis)
e BioAdd 1 (Bacillus cereus). Esses dados corroboram o comportamento
observado na curva de crescimento, especialmente em relacido aos maiores
valores de densidade 6ptica mantidos por BioAdd 5 ao longo do experimento
(Tabela 7).

Tabela 7 — Quantificagéo de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) no quinto dia

Isolado Linhagem UFC/mL

BioAdd 1 Bacillus cereus 1.485 x 108
BioAdd 2 Bacillus thuringiensis 1.895 x 108

BioAdd 5 Bacillus wiedmannii 2.355 x 108
Fonte: Autora (2025)

5.7 Avaliacao de crescimento bacteriano em vinhaga in natura

5.7.1 Avaliagdo em meio acido

A Figura 6 destaca a influéncia da concentragao de vinhaca no meio
de cultivo sobre o crescimento bacteriano. Observa-se uma reducio
progressiva no numero de colénias a medida que a concentragéo de vinhaga
aumenta.

Além disso, por apresentar pH naturalmente acido, o aumento da
concentracao de vinhaca diminui o pH do meio, o que dificulta o crescimento
bacteriano. Como resultado, nas placas com 50%, 75% e 100% de vinhacga,

ndo foram observadas colbnias.
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Figura 6 — Avaliacdo do crescimento bacteriano em diferentes concentragdes de vinhaga

0% —

10% —

25% —

50% —

75%

100% —

Fonte: Autora (2025)

A figura 7 evidencia efeitos distintos entre os isolados submetidos as
diferentes concentracdes de vinhaga, sem ajuste do pH. Observa-se que as
menores concentragdes de vinhaga (0%, 10% e 25%) nao apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si para a maioria dos isolados,
sugerindo que até 25% de vinhaga ndo compromete significativamente o
crescimento das bactérias testadas. Em contraste, as concentragdes de 50%,
75% e 100% resultaram em auséncia de crescimento, sendo agrupadas com
letras “b”.

As bactérias Sinomonas echigonensis, Brevibacillus nitrificans e
Bacillus  thuringiensis demonstraram crescimento significativo nas
concentracdes de 0%, 10% e 25% de vinhaca, sem diferenca estatistica entre
elas (grupo “a”). A partir de 50%, o crescimento foi inibido completamente,
sendo essas concentragdes agrupadas no grupo “b”.

Ja Bacillus cereus (BioAdd 3) e Paenibacillus alvei destacaram-se



pela maior tolerancia a vinhaga, com valores médios superiores aos
observados nas demais bactérias nas concentragdes de 10% e 25%. Apesar
disso, a exposicdo a 50%, 75% e 100% também resultou em reducgdes
significativas no crescimento.

Em contrapartida, Bacillus widmannii, Curtobacterium sp. e
Chromobacterium vaccinii demonstraram alta sensibilidade, com crescimento
comprometido mesmo em concentragdes baixas de vinhaga. Essas bactérias
apresentaram halos pequenos ou ausentes ja a partir de 10%, o que foi
refletido em diferengas estatisticas significativas quando comparadas ao
grupo controle. Novosphingobium sp. e Cupriavidus sp. mostraram um padrao
intermediario, com crescimento reduzido em 10% e 25%, seguido de total

inibicdo nas concentragdes mais elevadas.

Figura 7 — Avaliacao do crescimento bacteriano em diferentes percentuais de vinhaca

Crescimento de bactérias em diferentes concentragdes de vinhaga
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Fonte: Autora (2025)

5.7.3 Avaliagdo em meio neutro
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A Figura 8 apresenta o crescimento médio (mm) dos isolados
bacterianos em meio contendo diferentes concentragdes de vinhaga com pH
ajustado para 7. As analises revelaram diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos (p < 0,05), evidenciadas por letras distintas
obtidas pelo teste de Dunn.

De forma geral, a neutralizagdo do pH da vinhaga favoreceu o
crescimento bacteriano em comparagao ao experimento anterior com vinhaga
in natura, onde o pH era acido. Observou-se que varias bactérias mantiveram
halos significativos de crescimento até 50% ou 75% de vinhacga, o que n&o foi
observado sob pH nao ajustado.

Os isolados Bacillus cereus (BioAdd 3), Bacillus thuringiensis e
Cupriavidus sp. apresentaram os maiores halos médios, com destaque para o
tratamento com 50% de vinhaga, onde atingiram os valores mais elevados de
crescimento e diferiram estatisticamente dos demais. Esses isolados
demonstraram alta tolerancia a vinhaga ajustada, sendo promissores para
aplicagdes agricolas em ambientes onde o residuo é reaproveitado.

Bacillus widmannii, Brevibacillus nitrificans e Curtobacterium sp.
mostraram crescimento satisfatorio até 50%, com reducdes mais acentuadas
apenas em 75%, o que representa uma melhora significativa em relagéo ao
ensaio com pH inalterado, no qual essas bactérias foram severamente inibidas
ja em concentragdes mais baixas.

Paenibacillus alvei e Novosphingobium sp. também responderam
positivamente a neutralizacdo do pH, apresentando maior halo médio
nas concentragbes intermediarias (25% e 50%), com crescimento
estatisticamente superior ao controle (0%).

Por fim, Chromobacterium vaccinii e Sinomonas echigonensis
mantiveram crescimento moderado até 50%, porém com redugéo significativa
em 75%, sugerindo que mesmo com o ajuste de pH, a alta carga organica e

salina da vinhaga ainda representa um fator limitante para alguns isolados.
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Figura 8 — Halo médio de isolados bacterianos em diferentes concentragdes de vinhaga
(PH7)

Crescimento de bactérias em diferentes concentracées de vinhaca (pH 7)
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Fonte: Autora (2025)

5.8 Experimento em casa de vegetacao

5.8.1 Massa fresca e massa seca da parte aérea

Conforme a figura 9, o tratamento com Paenibacillus alvei (grupo “a”),
resultou nos maiores valores médios de massa seca e fresca da parte aérea,
em comparagao aos demais tratamentos e ao controle. No entanto, a massa
fresca da parte aérea ndo apresentou diferenga estatistica significativa entre
os tratamentos.

Por outro lado, a massa seca apresentou diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos (p < 0,05), com destaque para Paenibacillus

[{peel)

alvei (grupo “a”) e Brevibacillus nitrificans (grupo “ab”), que obtiveram valores
médios superiores ao controle e ao tratamento com Sinomonas echigonensis,
ambos pertencentes ao grupo “b”. O controle apresentou os menores valores

de biomassa, evidenciando o efeito positivo da inoculagdo bacteriana no
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crescimento da parte aérea.

Figura 9 — Massa fresca e massa seca da parte aérea de plantas em casa de vegetagao

Parte aérea (Kruskal — Casa de vegetagao)

a a

a

Massa (g)

Massa fresca
Massa seca

ab

Tratamento

Fonte: Autora (2025)

5.8.2 Massa fresca e massa seca da raiz

Na figura 10 sdo apresentados os valores médios de massa fresca e
massa seca da raiz em casa de vegetagdo, sob diferentes tratamentos
bacterianos. Nota- se que a massa fresca da raiz variou significativamente
entre os tratamentos. As bactérias Paenibacillus alvei e Brevibacillus nitrificans
(grupo “a@”) apresentaram os maiores valores médios de massa fresca,
significativamente superiores ao controle e ao tratamento com Sinomonas
echigonensis (grupo “b”). O controle e Sinomonas echigonensis indicaram os
menores valores.

Para a massa seca da raiz, ndao foram observadas diferencgas
estatisticas significativas entre os tratamentos, uma vez que todos foram
agrupados na mesma letra (“a”). Embora nao tenha sido identificada diferenga
estatistica significativa na massa seca da raiz, os tratamentos com
Paenibacillus alvei e Brevibacillus nitrificans apresentaram valores médios

numericamente superiores aos demais.
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Figura 10 — Massa fresca e seca da raiz de plantas em casa de vegetacao
Raiz (Kruskal — Casa de vegetagao)
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Fonte: Autora (2025)

5.8.2 Comprimento da parte aérea e da raiz

Visualmente, a aplicagdo dos inoculantes a base de Paenibacillus
alvei (AgN31) e Brevibacillus nitrificans (EV0-8) promoveu maior crescimento
da parte aérea (96,9 cm e 87,2 cm, respectivamente) e do sistema radicular
(66,8 cm e 58,0 cm, respectivamente) conforme mostra as Figuras 11 e 12.

Por outro lado, o fendtipo visual das plantas inoculadas com
Sinomonas echigonensis (V05-D) apresentou comprimento médio da parte
aérea de 84,2 cm e da raiz de 37,5 cm (Figura 13), valores proximos aos
observados no controle, cuja parte aérea e raiz apresentaram
médias de 72,3 cm e 45,2 cm, respectivamente (Figura 14).

Os testes estatisticos confirmaram as observagdes visuais. Houve
diferencga significativa entre os tratamentos para a massa seca da parte aérea,
com destaque para Paenibacillus alvei (AgN31) e Brevibacillus nitrificans
(EVO0-8), que apresentaram os maiores valores médios.

Na massa seca da raiz, esses mesmos isolados também tiveram os
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melhores resultados, embora sem diferenga estatistica expressiva. Para a
massa fresca da parte aérea e da raiz, ndo houve diferencga significativa entre
os tratamentos. Sinomonas echigonensis (V05-D) n&o diferiu do controle em

nenhuma variavel.

Figura 11 — Plantas 30 dias apds inoculagao com

P. alvei. A: parte aérea; B: raiz

ﬁ

Fonte: Autora (2025)
Nota: Comprimento médio da parte aérea: 96,9 cm; comprimento médio da raiz: 66,8 cm.

Fonte: Autora (2025)
Nota: Comprimento médio da parte aérea: 87,2 cm; comprimento médio da raiz: 58 cm.
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Figura 13 — Plantas 30 dias ap6s inoculagao com Sinomonas echigonensis. A: parte aérea;
B: sistema radicular

Fonte: Autora (2025)
Nota: Comprimento médio da parte aérea: 84,2 cm; comprimento médio da raiz: 37,5 cm

Figura 14 — Plantas ndo submetidas a inoculagao bacteriana (controle), aos 30 dias apds
a inoculagao. A: parte aérea; B: sistema radicular

Fonte: Autora (2025)A
Nota: Comprimento médio da parte aérea: 72,3 cm; comprimento médio da raiz: 45,2 cm.
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5.9 Experimento em campo

5.9.1 Massa fresca e massa seca da parte aérea

Na Figura 15, s&o apresentados os valores médios de massa fresca
€ massa seca da parte aérea de plantas de Saccharum spp. cultivadas em
condigcbes de campo, submetidas a inoculagdo com diferentes bactérias.
Observa-se que a massa fresca variou significativamente entre os
tratamentos.

A bactéria Brevibacillus nitrificans (grupo “a”) destacou-se com os
maiores valores meédios, diferindo significativamente de Bacillus cereus
(BioAdd 3) agrupado em “b” e dos tratamentos com menores médias (grupo
“bc”). Os demais tratamentos, que incluiram Paenibacillus alvei, Bacillus
thuringiensis, Sinomonas echigonensis e o controle, obtiveram resultados
intermediarios, enquadrando-se nos grupos “ab” ou “b”.

Quanto a massa seca da parte aérea, também foram observadas
diferengas significativas. Brevibacillus nitrificans (grupo “a”) mais uma vez se
destacou, tendo os maiores valores médios, seguido por Sinomonas
echigonensis (grupo “ab”).

O tratamento com Bacillus cereus ficou no grupo “c”, com 0os menores
valores médios, diferindo estatisticamente de todos os demais. O controle,
juntamente com Paenibacillus alvei e Bacillus thuringiensis compdem o0s

grupos intermediarios (“ab” e “bc”), sem diferencga significativa entre si.
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Figura 15 — Massa fresca e seca da parte aérea de plantas em campo

Parte aérea (Kruskal — Campo)
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Fonte: Autora (2025)

5.9.2 Massa fresca e massa seca da raiz

Afigura 16 mostra que nao houve diferencga significativa entre a maioria
dos tratamentos para a massa fresca. Todos os tratamentos foram
classificados no grupo “a@”, exceto Brevibacillus nitrificans, Sinomonas
echigonensis e Bacillus cereus (BioAdd 3), que compdem um grupo
intermediario (“ab”). Ainda assim, apenas Bacillus cereus apresentou valor
médio visivelmente inferior em relacdo aos demais, embora sem diferenca
estatistica isolada para a massa fresca.

Em relagdo a massa seca da raiz, Bacillus cereus apresentou o0 menor
valor médio, sendo significativamente inferior (letra “b”) aos demais
tratamentos. Brevibacillus nitrificans, Sinomonas echigonensis e o controle
compdem um grupo intermediario (“ab”), enquanto Bacillus thuringiensis e
Paenibacillus alvei demonstraram os melhores desempenhos, sendo
classificados no grupo “a”. Embora os tratamentos bacterianos nao tenham

promovido um aumento expressivo na biomassa radicular, também nao
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apresentaram desempenho reduzido como o observado para Bacillus cereus.

Figura 16 — Massa fresca e seca da raiz de plantas em campo
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Fonte: Autora (2025)

5.9.3 Comprimento da parte aérea e da raiz

O teste de Kruskal-Wallis indicou auséncia de diferencas
estatisticamente significativas (p > 0,05) entre os tratamentos quanto ao
comprimento da parte aérea no experimento de campo. Apesar disso,
observou-se que os tratamentos com Brevibacillus nitrificans e Paenibacillus
alvei apresentaram as maiores médias, com 184,0 cm e 143,8 cm,
respectivamente.

Em seguida, destacaram-se os tratamentos com Bacillus thuringiensis
(143,8 cm), Sinomonas echigonensis (101,8 cm) e Bacillus cereus (78,0 cm),

enquanto o tratamento controle apresentou a menor média, de 50,3 cm.

6. DISCUSSAO
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De forma analoga ao solo, que apresenta uma estrutura heterogénea
e descontinua, favorecendo a formacao de diversos micro-habitats, a coluna
de Winogradsky constituiu em uma etapa preliminar do estudo, permitindo o
estabelecimento de um ecossistema microbiano interdependente, tendo
camadas de estratificacdo com diferentes condi¢des fisico-quimicas.

O resultado da determinagao colorimétrica representa a comunidade
bacteriana de cada extrato da coluna, mostrando o potencial nitrificante e
desnitrificante dos solos. Como os processos de nitrificacdo e desnitrificagéo
sdo influenciados pelas propriedades edéficas, fatores como a presenga de
matéria organica, o pH neutro dos meios de cultivo, a ambénia no meio
nitrificante e o nitrito no meio desnitrificante podem ter contribuido para a
modulagao da atividade microbiana dos consorcios avaliados.

Nesse contexto, como o meio desnitrificante contém nitrito em sua
composi¢ao, valores mais baixos de densidade optica a 540 nm indicam maior
capacidade de desnitrificacéo, pois refletem a conversao do nitrito em gases
nitrogenados, como 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N,O) e N2. Esse padrao
foi observado nos extratos dos solos cultivados com cana-de-agutcar e milho,
que apresentaram os menores valores de absorbancia nesse meio, sugerindo
maior atividade desnitrificante.

Por outro lado, no meio nitrificante, que contém aménia, a coloracao
avermelhada apds a adicdo dos reagentes depende da formacgao de nitrito.
Assim, valores baixos de densidade 6ptica a 540 nm indicam que o processo
de nitrificacdo nao ocorreu de forma suficiente para acumular nitrito no meio
de cultivo. Essa condicao foi evidenciada principalmente nos extratos do solo
cultivado com milho, que apresentou os menores valores da leitura.

Em conjunto, estes dados revelaram que os solos sob cana-de-agucar
e milho mostraram elevada atividade desnitrificante, sugerindo capacidade
eficiente na conversao de nitrito/nitrato em gases nitrogenados. Dependendo
do potencial desnitrificador, gases nitrogenados de efeito estufa pode ser
gerados. Adicionalmente, extratos de solo com milho indicam baixa atividade
nitrificante, ou seja, menor acumulo de nitrito. Comparando os solos de ambas
culturas agricolas, pode-se sugerir que o solo com cultivo de milho € menos

agressivo que o de cana- de-agucar quanto ao potencial efeito de gerar gases
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de efeito estufa que contribuem para o aquecimento global.

Em relacdo ao teste de determinacéo colorimétrica com os isolados
bacterianos obtidos dos consoércios, foi possivel identificar perfis metabdlicos
distintos entre as cepas, mesmo sendo todas pertencentes ao género Bacillus.
Enquanto a etapa anterior avaliou a atividade funcional de consércios
microbianos oriundos dos extratos de solo, esta abordagem individual
possibilitou a caracterizagao especifica da resposta dos isolados selecionados
a disponibilidade de compostos nitrogenados como nitrito e amodnia. Os
resultados reforgcam a importancia de analises funcionais direcionadas, uma
vez que a classificagao taxonémica por si s6 nao reflete necessariamente o
potencial metabdlico de cada linhagem.

O isolado BioAdd 4 (Bacillus cereus) apresentou atividade compativel
com desnitrificagdo, comportamento que esta em consonancia com estudos
anteriores que descrevem cepas da mesma espécie, como a linhagem J1,
com capacidade de remover nitrato e amdnio por meio de desnitrificagao
aerdbica e heterotrofica (ZHANG et al., 2020).

Por outro lado, o isolado BioAdd 5 (Bacillus widmannii) apresentou
crescimento no meio nitrificante, mas sem acumulo de nitrito detectavel,
indicando auséncia de atividade nitrificante sob as condicdes testadas. Esse
resultado evidencia a variabilidade funcional intraespecifica dentro do género
Bacillus, visto que nem todas as linhagens expressam 0s genes necessarios
para a oxidagdo da amoénia, como 0s genes da enzima amdnia mono-
oxigenase (amoA) ou outras vias alternativas descritas em nitrificantes
heterotréficos (LI et al., 2024).

Os elevados valores de DO a 540 nm obtidos para as cepas BioAdd
1, 2 e 3 indicam baixa conversdo do nitrito, evidenciando uma atividade
desnitrificante reduzida ou ausente nessas bactérias sob as condicoes
testadas. Esse comportamento esta em conformidade com o entendimento de
que a eficiéncia da desnitrificacdo depende da expressdo de genes
especificos, os quais provavelmente nao foram expressos, como nirK, norB e
nosZ, que codificam as enzimas responsaveis pela reducao de nitrito, 6xido
nitrico e Oxido nitroso, respectivamente, etapas fundamentais da via

desnitrificante. Essa relagao foi evidenciada em estudo com Bacillus sp. L2,

58



que demonstrou elevada capacidade de remocgao de nitrito associada a
expressao ativa desses genes (LI et al., 2024).

Do ponto de vista biotecnoldgico, nota-se que BioAdd 4 (Bacillus
cereus) pode contribuir para diminuir acumulo de nitrato/nitrito em solos e
aguas residuarias, e mitigar gases de efeito estufa derivados de uma
desnitrificagao incompleta. Adicionalmente, pode serindicado para formulagao
de bioinsumos com vista na utilizacao eficiente do nitrogénio.

A aplicagao de BioAdd 5 (Bacillus wiedmannii) pode ser indicada em
ambientes onde a retengao de amodnio é desejavel, como solos onde se busca
reduzir a nitrificagdo e as perdas por lixiviagdo de nitrato. Considerando a
diversidade do metabolismo do N entre os isolados, os mesmos podem ser
uteis na aplicacao de estudos genéticos e bioquimicos em que etapas do ciclo
do nitrogénio devem ser consideradas no género Bacillus.

Os isolados BioAdd 1, 2, 3, 4 e 5 sao todos gram-positivos, inclusive,
a maioria dos 189 isolados retirados dos consorcios das colunas sdo gram-
positivos. Esse resultado pode estar relacionado ao fato de que bactérias
gram-positivas tendem a utilizar preferencialmente o carbono derivado da
matéria organica do solo, caracterizada por compostos estaveis e de dificil
degradacao.

Em contraste, bactérias gram-negativas tém maior afinidade por
fontes de carbono recente, como os exsudatos radiculares e residuos vegetais
frescos, como observado por Kramer e Gleixner (2006). Os solos utilizados
apresentaram teores de matéria organica entre baixos e médios (13 a 28
g/dm3), que, embora nao elevados, podem ter contribuido, em conjunto com
outros fatores, para a predominancia de bactérias gram-positivas entre os
isolados obtidos.

Além disso, bactérias gram-positivas possuem uma parede celular
espessa e rica em peptidoglicano, o que Ihes confere maior resisténcia a
condicbes abidticas adversas, como variacbes de pH, baixa umidade e
presenca de compostos téxicos. Essas caracteristicas favorecem sua
permanéncia e colonizagdo no microbioma do solo (JOOS; DE TENDER,
2022).

Por outro lado, bactérias gram-negativas tendem a ser mais sensiveis
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a essas variagoes, especialmente a redu¢cao da umidade, devido a parede
celular mais delgada e a auséncia de esporulagédo em muitas linhagens. Em
periodos prolongados de seca, observa-se uma reducédo na densidade de
gram-negativas e um aumento na abundancia de gram-positivas, como as
pertencentes ao filo Firmicutes, grupo ao qual pertencem todos os isolados da
coluna sequenciados neste trabalho (GHOLIZADEH et al., 2024).

O padrdao morfologico observado com coloragdo branca, forma
circular, elevagao plana e borda lisa nos isolados da coluna (Apéndice 1) é
frequentemente descrito para cepas do género Bacillus, especialmente em
isolados com potencial agricola, como promotores de crescimento vegetal ou
agentes de biocontrole (EL- KHAYAT; RAHMAN, 2022; KHAN et al., 2020;
WILEY, 2025).

Embora a maioria dos isolados tenha apresentado 100% de identidade
com espécies do género Bacillus, € importante destacar que esse género
compreende espécies filogeneticamente muito préximas, o que limita a
acuracia da identificacdo quando se utiliza apenas o sequenciamento parcial
do gene 16S rRNA. Isso ocorre porque este gene é altamente conservado
nesse grupo, resultando em baixa resolugdo taxondémica entre espécies
proximas, como Bacillus cereus e B. thuringiensis.

Assim, apesar dos isolados BioAdd 1, 3 e 4 terem sido identificados
como Bacillus. cereus, essa classificagao deve ser analisada com cautela.
Carroll et al. (2020) analisaram 224 cepas € concluiram que o
sequenciamento do gene 716S rRNA nao é suficiente para diferenciar essas
bactérias, devido a baixa variabilidade desse gene dentro do grupo, o que
dificulta a distingao entre espécies préximas.

A dinamica comparativa entre os isolados BioAdd 1, 2 e 5 revela
estratégias distintas, mas compartilhadas, do género Bacillus, tendo as quatro
fases classicas de crescimento: lag, log, estacionaria e declinio. A fase lag
curta indica rapida adaptagao ao meio, seguida de uma fase log até o segundo
dia, compativel com o crescimento exponencial caracteristico do género
Bacillus em meios ricos (SETLOW, 2014).

A partir do terceiro dia, observou-se a entrada na fase estacionaria,

durante a qual ocorreu um segundo pico de crescimento, o qual pode ter
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ocorrido devido a germinagao de esporos, como descrito por Setlow (2003),
que demonstra a possibilidade de esporos dormentes de Bacillus retornar ao
estado vegetativo mediante condi¢des adequadas. Tal resposta é tipica do
género Bacillus, cujos esporos permanecem metabolicamente viaveis e aptos
a germinar mesmo apoés periodos prolongados de dorméncia (MOELLER et
al., 2014).

A fase de declinio, iniciada ap6s o quinto dia, apresentou
comportamento variavel entre os isolados. BioAdd 1 (Bacillus cereus) teve
uma queda mais acentuada, coerente com a tendéncia dessa espécie de
iniciar esporulagdo precocemente em resposta a escassez de nutrientes
(EHLING et al., 2019); Por outro lado, BioAdd 2 (Bacillus thuringiensis) e
BioAdd 5 (Bacillus wiedmannii) mantiveram maior viabilidade celular. No caso
de BioAdd 5, esse desempenho esta alinhado a descricao de B. wiedmannii
como uma espécie psicrotolerante, esporuladora e adaptada a condigbes
ambientais adversas, o que reforca sua capacidade de persisténcia mesmo
nas fases tardias do cultivo (MILLER et al., 2016).

A literatura recomenda que inoculantes liquidos a base de
Bacillus contenham, no minimo, 10° UFC/mL para assegurar eficacia,
competitividade no solo e estabilidade durante o armazenamento (EMBRAPA,
2020; NGUYEN et al.,, 2020). No presente trabalho, o isolado BioAdd 5
(Bacillus wiedmannii) apresentou a maior concentragao (2,355 x 108 UFC/mL),
seguido por BioAdd 2 e BioAdd 1, todos abaixo do valor minimo recomendado.
Esses resultados indicam que € necessaria a otimizagcdo das condi¢cdes de
cultivo.

No que se refere aos bioensaios com diferentes concentragbes de
vinhaga in natura em meio de cultivo, foi possivel observar a influéncia direta
do pH no crescimento das bactérias avaliadas. O primeiro experimento,
conduzido com vinhaga em seu estado original, simulou sua condi¢gao natural
de acidez com pH entre 3,5 e 5,0, resultando na inibicao total do crescimento
bacteriano a partir de 50% de concentragao.

Por outro lado, no experimento com pH ajustado para 7, eliminou-se
a variavel acidez, permitindo um crescimento mais expressivo em

concentracbes de 10% a 50%. No entanto, mesmo com o pH neutro,
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observou-se uma redugao no crescimento bacteriano em 75% de vinhaga,
indicando que outros fatores continuam a exercer efeito limitante.

Esses efeitos que limitam o crescimento microbiano podem estar
relacionados aos compostos presentes na vinhaga, como acidos organicos,
metais pesados, melanoidinas, corantes e compostos fendlicos,
principalmente a luteolina, tricina, apigenina e naringenina (RODRIGUES et
al., 2020).

Além disso, a alta concentragdo de matéria organica exige grande
demanda bioquimica de oxigénio para sua degradagao aerébia, o que reduz
0 oxigénio dissolvido disponivel (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Contudo,
devido a grande geracdo de vinhaga como subproduto da industria
sucroalcooleira, torna-se essencial o desenvolvimento de estratégias
sustentaveis que possibilitem seu reaproveitamento de forma eficiente e
segura.

Uma abordagem promissora consiste na utilizagdo de concentragdes
adequadas de vinhaga in natura como meio de cultivo para bactérias as
plantas, ou seja, em niveis nos quais 0s microrganismos sejam capazes de
crescerem. Além de aproveitar esse efluente, também reduz o custo de
produgao, consequentemente pode tornar o bioinoculante mais barato.

Essa pratica ndo apenas viabiliza a produgdo de bioinoculantes
microbianos, como também contribui para a reducdo da toxicidade da
vinhaca, conforme demonstrado por Torres et al. (2023). Nesse sentido, no
bioensaio com vinhaga in natura (sem ajuste de pH), concentragdes entre 10%
e 25% apresentaram menor inibigdo ao crescimento da maioria dos isolados
testados, embora o desempenho geral tenha sido inferior ao observado sob
pH neutro.

No que se refere aos resultados obtidos nos experimentos em plantas,
em casa de vegetacgao Paenibacillus alvei apresentou o melhor resultado da
massa fresca e seca da parte aérea, comparando-se aos demais tratamentos.
Ja Brevibacillus nitrificans mostrou maior massa fresca da raiz em casa de
vegetagcdo. Em campo, B. nitrificans também se destacou, uma vez que as
plantas inoculadas com essa bactéria mostraram maior média da massa

fresca e seca da parte aérea. Esses resultados evidenciam o potencial que
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esses isolados possuem para promogao do crescimento de plantas.

E possivel que P. alvei atue ativando mecanismos de defesa na
planta, uma vez que estudos anteriores demonstraram que a cepa P. alvei
K165 pode induzir resisténcia sistémica por meio das vias hormonais do acido
salicilico, jasmonato e etileno (GKIZI et al., 2016). Os dados obtidos neste
trabalho sao ainda corroborados por Mohammad et al. (2023), que
observaram, apds a inoculagéo do solo com P. alvei, um aumento significativo
na altura, biomassa radicular e area foliar em Cucumis melo, associado a
producao de acido indolacético (AlA).

O isolado B. nitrificans pode estar envolvido na melhoria da nutricao
da planta, especialmente em relagdo ao nitrogénio. Essa hipdtese é
sustentada pelo estudo de Takebe et al. (2012), que descreveram a espécie
B. nitrificans como capaz de realizar nitrificagdo heterotréfica, ou seja,
converter compostos nitrogenados, como o aménio, em nitrito mesmo na
presengca de matéria organica. Tal capacidade pode favorecer a
disponibilidade de formas assimilaveis de nitrogénio na rizosfera, beneficiando
o crescimento das plantas.

Os isolados Paenibacillus alvei (AgN31) e Brevibacillus nitrificans
(EV0-8) demonstraram resultados consistentes em relagdo a tolerancia a
vinhaga e aos efeitos positivos observados em Saccharum spp., sugerindo
potencial promotor de crescimento de plantas. Ambos mantiveram
crescimento bacteriano em até 25% de vinhaga in natura (pH acido) e 50%
com pH neutro. A combinacido desses resultados reforga a viabilidade dos
isolados como candidatos ao desenvolvimento de bioinoculantes,
especialmente voltados a agricultura e ao reaproveitamento de residuos

organicos como a vinhaga da cana-de-acucar.

7. CONCLUSAO

Considerando-se as metodologias adotadas e as condicbes
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experimentais, conclui-se que este trabalho foi desenvolvido com base em
uma abordagem holistica, abrangendo desde a prospecc¢ao de consoércios
microbianos do solo até a validacdo de isolados bacterianos em casa de
vegetacdo e em campo.

Observou-se que os isolados obtidos a partir da coluna de
Winogradsky apresentaram diversidade funcional quanto ao metabolismo do
nitrogénio. Bacillus widmannii (BioAdd 5) destacou-se pela maior viabilidade
celular entre os testados, enquanto Paenibacillus alvei (AgN31) e Brevibacillus
nitrificans (EV0-8) sobressairam na promog¢ao do crescimento vegetal e
demonstraram tolerancia ao cultivo em vinhacga in natura, sob pH acido e
neutro. Portanto, os resultados reforcam o potencial dos microrganismos

estudados como bioinoculantes para a cultura da cana-de-agucar.
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APENDICE - CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS
BACTERIANOS

Tabela 8 — Caracterizagao morfolégica dos 189 isolados

Identificagao Gram Coloragao Forma Elevagao Borda
1DFNI-1 Positiva Branca Circular Plana Lisa
1DFNI-2 Positiva Branca Circular Plana Lisa
1DFNI-3 Positiva Branca Circular Plana Ondulada
1DFNI-4 Negativa Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-1 Positiva Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-2 Positiva Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-3 Positiva Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-4 Positiva Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-5 Positiva Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-6 Positiva Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-7 Positiva Branca Circular Plana Lisa
2DFNI-9 Positiva Branca Circular Plana Lobada

2DFNI-10 Positiva Branca Circular Plana Lobada


https://doi.org/10.1128/jb.171.2.697-703.1989
https://doi.org/10.1016/j.jes.2020

2DFNI-12
2DFNI-13
2DFNI-14
2DFNI-16
2DFNI-17
2DFNI-18
2DFNI-19
2DFNI-24
2DFNI-25
2DFNI-26
2DFNI-27
2DFNI-28
2DFNI-29
2DFNI-30
2DFNI-31
2DFNI-32
2DFNI-33
2DFNI-34
2DFNI-36
2DFNI-38
2DFNI-39
2DFNI-40
2DFNI-41
2DFNI-42
2DFNI-43
2DFNI-44
2DFNI-45
2DFNI-47
2DFNI-48
2DFNI-50
3DFNI-1

3DFNI-2

Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva

Negativa
Positiva
Positiva

Negativa
Positiva

Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva

Positiva

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Branca

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Circular

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Plana

Lisa
Lisa
Ondulada
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Ondulada
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Ondulada
Ondulada
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Lisa
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3DFNI-3
3DFNI-4

1DFNII-1

1DFNII-3

1DFNII-4

1DFNII-5

1DFNII-7

1DFNII-8

1DFNII-9

1DFNII-10
1DFNII-11
1DFNII-12
1DFNII-13
1DFNII-15
1DFNII-16
1DFNII-18
1DFNII-19
1DFNII-20
1DFNII-21
1DFNII-22
1DFNII-23
1DFNII-24
1DFNII-25
1DFNII-26
1DFNII-27
1DFNII-28
1DFNII-29
1DFNII-30
1DFNII-31
1DFNII-33
1DFNII-34
1DFNII-35
1DFNII-36

Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva

Positiva

Branca

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Branca

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Circular

Circular

Plana

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Plana

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Lisa
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1DFNII-37
1DFNII-38

1DFNII-39
1DFNII-40
1DFNII-41
1DFNII-42
1DFNII-43
1DFNII-44
1DFNII-45
2DFNII-1
2DFNII-2
2DFNII-3
3DFNII-1
3DFNII-3
3DFNII-4
3DFNII-5
3DFNII-6
3DFNII-7
3DFNII-8
3DFNII-9
3DFNII-10
3DFNII-11
3DFNII-12
3DFNII-13
3DFNII-14
3DFNII-15
3DFNII-16
3DFNY-17
3DFNII-18
3DFNII-19
3DFNII-20
1DFNIN-1
1DFNII-2

Positiva

Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva

Positiva

Branca

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Branca

Circular

Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Puntiforme
Puntiforme
Puntiforme
Circular
Circular

Circular

Plana

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Plana

Lisa
Lisa
Lisa
Ondulada
Ondulada
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Lisa
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1DFNIII-3
1DFNIII-4

1DFNIII-5
2DFNIII-5
2DFNIII-7
2DFNIII-9
2DFNIII-10
2DFNIII-12
2DFNIII-15
2DFNIII-16
2DFNII-17
2DFNIII-18
2DFNIII-19
3DFNIII-1
1NFMI-1
1NFMI-2
2NFMI-1
2NFMI-2
3NFMI-1
3NFMI-2
3NFMI-3
3NFMI-4
3NFMI-5
3NFMI-6
3NFMI-7
3NFMI-8
3NFMI-9
3NFMI-10
3NFMI-11
3NFMI-12
3NFMI-13
3NFMI-14
3NFMI-15

Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva

Positiva

Branca

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Branca

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Circular

Plana

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Plana

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Ondulada
Irregular
Irregular
Irregular
Ondulada
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Irregular
Ondulada
Ondulada
Irregular
Irregular
Irregular
Ondulada
Irregular
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa

Lisa
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3NFMI-16
3NFMI-17

3NFMI-18
3NFMI-19
3NFMI-20
3NFMI-21
3NFMI-22
3NFMI-23
3NFMI-24
3NFMI-25
3NFMI-26
3NFMI-27
3NFMI-28
1NFMII-1
1NFMII-2
1NFMII-3
1NFMII-4
1NFMII-5
1NFMII-7
1NFMII-8
1NFMII-9
1NFMII-10
INFMII-11
1NFMII-12
1NFMII-13
1NFMII-14
1NFMII-15
1NFMII-16
1NFMII-17
1NFMII-18
1NFMII-19
1NFMII-20
1NFMII-21

Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa

Positiva

Branca

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Branca

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Puntiforme
Puntiforme
Circular
Circular
Puntiforme
Puntiforme
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Puntiforme
Circular
Puntiforme

Circular

Plana

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Elevada
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Plana

Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lobada
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Ondulada
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Irregular
Lisa

Lisa
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1NFMII-22
2NFMII-1
2NFMII-2
3NFMII-1
3NFMII-2
INFMIII-1
2NFMIl-1
2NFMIII-2
3NFMIII-1
3NFMIII-2
3NFMIII-3
3NFMIII-4

Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva
Negativa
Positiva

Negativa

Branca

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Branca

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular

Circular

Plana

Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Plana

Irregular
Lisa

Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Lisa
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