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Resumo

O objetivo deste trabalho foi quantificar e caracterizar morfologicamente a comunidade
celulolitica de um solo apds a aplicacdo de um biofertilizante, a fim de demonstrar se esta
adubacdo promoveu alteracdes nesta populacédo nativa e, se houve reflexo deste resultado sobre
algum aspecto agronémico da planta. O delineamento experimental foi realizado em blocos
casualizados com quatro repeticdes e trés tratamentos: T1 - solo sob aplicagéo de biofertilizante
com probidtico, T2 — com biofertilizante sem probiotico e o0 T3 — solo sem aplicacdo do
biofertilizante. A cultura utilizada para a avaliagdo dos aspectos agronémicos foi o nabo
forrageiro (Raphanus sativus L.). As células viaveis foram obtidas pela técnica do pourplate e
avaliadas pela contagem das unidades formadoras de colonias (UFC). A diversidade
morfologica foi obtida segundo Hofling e Goncalves, e analisada pelo algoritmo UPGMA e
analise de variancia de Dunn. Os estudos morfolégicos demonstraram que houve incremento
microbiano promovido pela adi¢do do biofertilizante reforcando os grupos de espécies mais

resilientes do solo, como também permitiu o aparecimento de um agrupamento mais distante e
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significativo. Os aspectos agrondémicos que mais conseguiram revelar ganhos agrondémicos
foram aqueles relacionados a raiz. A presenc¢a do probi6tico no rejeito (T1) ndo interferiu na
contribuicdo do composto organico deste estudo como biofertilizante, seja do ponto de vista
agrondmico ou ambiental. A adicdo do biofertilizante promoveu um aumento de mais de 18%
na densidade da comunidade celulolitica e na diversidade bacteriana nativa do solo. O adubo
organico avaliado neste trabalho promoveu melhorias significativas na formagéo do sistema

radicular do nabo forrageiro.

Palavras-chave: adubacao organica, celulases, diversidade.

POPULATIONAL AND MORPHOLOGICAL ALTERATIONS OF THE
CELLULOLYTIC COMMUNITY OF A SOIL UNDER BIOFERTILIZER
APPLICATION

Abstract

The objective of this work was to quantify and characterize morphologically the cellulolytic
community of soil after biofertilizer application, in order to demonstrate if this fertilization
promoted changes in the native population and if there was any reflection of this result in some
agronomic aspects of the plant. The experiment was carried out in a randomized blocks with
four replicates and three treatments: T1 - soil under application of biofertilizer with probiotic;
T2 - with biofertilizer without probiotic and T3 - soil without biofertilizer application. The
culture used to evaluate the agronomic aspects was forage the turnip (Raphanus sativus L.). The
viable cells were obtained by the pourplate technique and evaluated by counting the colony
forming units (CFU). The morphological diversity was obtained according Hofling and
Gongalves and analyzed by the UPGMA algorithm and Dunn’s analysis of variance. The
morphological studies demonstrated that there was a microbial increment promoted by the
addition of the biofertilizer reinforcing the groups of more resilient species of the soil, as well
as allowing the appearance of a more distant and significant grouping. The most agronomic
aspects that showed agronomic gains were those related to the root. The presence of the
probiotic in the reject (T1) did not interfere in the contribution of the organic compound of this
study as biofertilizer, either from the agronomic or environmental point of view. The addition

of the biofertilizer promoted an increase of more than 18% in the density of the cellulolytic
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community and in the native bacterial diversity of the soil. The organic fertilizer evaluated in
this study promoted significant improvements in the root system of the forage turnip.

Keywords: Organic fertilization, cellulases, diversity

Introducéo

A suinocultura na regido Sul do Brasil € bastante difundida. O Parana é responsavel
por cerca de 21% da producéo nacional, sendo detentor de 17,7% do rebanho brasileiro, com
predominio do Oeste, responséavel por 61,5% da producdo de todo o estado (SEAB, 2016;
SEAB, 2017). Nesta regido, com a producdo intensiva de animais, é bastante comum a
utilizacdo de residuos em lavouras, principalmente por pequenos produtores. Isso se deve aos
seus beneficios nutricionais para o solo, como o incremento nos teores de nitrogénio e fdsforo,
que sdo essenciais para o desenvolvimento das plantas (FAO, 2014). No entanto, antes desses
rejeitos serem direcionados ao solo, devem passar por um tratamento prévio respeitando
critérios técnicos de disposi¢do, de maneira que possam atingir todo o seu potencial como
biofertilizante (CORREA et al., 2011).

Atualmente, o setor pecuério vem utilizando um combinado de microrganismos vivos
chamados de probioticos, estes produtos sdo conhecidos como moduladores biol6gicos e sdo
aplicados a fim de melhorar as condicdes do local de armazenamento dos animais e dos seus
residuos produzidos (SANDERS, 2003). Estes produtos sdo compostos, em sua maioria, por
bactérias especificas que dentre suas atividades possuem a capacidade de reduzir a presenca da
amonia no ambiente. Como este processo envolve conversdes bioquimicas do nitrogénio para
formas mais assimilaveis, quando no solo, é possivel que haja um efeito nutricional sobre este
elemento beneficiando as plantas (FERKET, 2000).

Além disso, o biofertilizante também contém microrganismos funcionais envolvidos
nos processos da sua propria composicao, portanto, quando adicionado esse tipo de composto
no solo pode ocorrer uma grande inser¢édo de microrganismos. A partir disso, observar como
ocorre o reestabelecimento do equilibrio bioldgico do solo pode revelar se este tipo de produto
melhora ou pelo menos ndo prejudica a microbiota natural do ambiente nem o cultivo de plantas
comerciais. Para que esta estabilidade populacional seja melhor constatada, estudos ao longo

do tempo, do ciclo das culturas e das alteragGes climéticas, devem ser realizados para avaliar,
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principalmente, o comportamento de grupos funcionais envolvidos na formagdo da matéria
organica (MO) e na fertilidade do solo (GRAYSTON et al., 2001).

Dentre estas comunidades decompositoras da celulose no solo, estdo as bactérias
celuloliticas como Streptomices, Nocardia, Bacillus e Pseudomonas (MENDONCA e
LOURES, 1996; SILVA et al., 2015). Esta fonte de carbono orgénico representa cerca de 60%
de todos componentes dos rejeitos agricolas, portanto, durante o processo de decomposigéo e
formacdo da matéria organica, a celulose representa um dos principais compostos que
promovem os diferentes processos hidroliticos mediados pela acdo de enzimas especificas
produzidas pelas diferentes espécies de bactérias celuloliticas (RODRIGUES et al., 2011).

Neste contexto, estudos de caracterizagéo estrutural, funcional e da distribui¢do nas
diferentes regides, solos e sistemas de cultivo, podem auxiliar nos manejos conservacionistas
pois revelam, com seus dados bioguimicos o quanto um solo se encontra em atividade
metabdlica. Através da caracterizacdo estrutural, ou seja, da diversidade, morfoldgica ou
gendmica, é possivel aferir sobre quem sdo as espéecies mais atuantes e; em nimero, o que tem
interferido na reproducdo e manutencdo destes grupos gendmicos e por quanto tempo esta
comunidade conseguira se equilibrar do ponto de vista populacional, a curto prazo e do ponto
de vista nutricional a médio e longo prazo (VALENZUELA, 2001; BEHERA et al., 2014)

Portanto, identificar estes operarios da decomposi¢cdo da MO se faz de fundamental
importancia para uma agricultura sustentavel que tem por objetivo mitigar o uso de fertilizantes
quimicos e agrotdxicos. Assim, o objetivo deste trabalho foi quantificar e identificar
morfologicamente as bactérias celuloliticas inseridas pelo biofertilizante com e sem probiotico

na adubacéo do nabo forrageiro (Raphanus sativus L.).

Material e Métodos

Coleta e tratamento do biofertilizante: Os dejetos suinos foram coletados em uma
propriedade nas imediaces da cidade de Nova Santa Rosa, pertencente a regido Oeste do
Parand, onde haviam duas instalacfes, uma com presenca e outra sob auséncia da adi¢do do
probidtico BacTrat Suino®. Os rejeitos foram inseridos em biodigestores anaerdbicos em
batelada com tempo de detencédo hidraulica (TDH) de quinze dias. O produto obtido apos este
periodo foi caracterizado e utilizado na area experimental (Tabela 1), a caracterizagdo foi
realizada no laboratério de Saneamento Ambiental da Universidade Estadual do Oeste do

Parana — Campus Cascavel. Para analise do pH a metodologia utilizada foi a de Funasa (2006),
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ja alcalinidade e acidez foi embasada em Silva (1977), o resultado da analise do nitrogénio
Kjeldahl Total, foi obtido baseado na metodologia de VVogel (1992). Para os demais parametros
como sélidos totais e volateis, fosforo, demanda quimica e bioquimica de oxigénio, foi utilizado
0 método de APHA (1998). Por fim, para quantificacdo de metais pesados, foi utilizado a

metodologia da Embrapa o qual se embasa na digestao nitro-perclérica (1999).

Tabela 1: Caracterizacdo dos biofertilizantes com e sem tratamento do probidtico.

Com probidtico (mg L™?)  Sem probidtico (mg L ™)

Sélidos Totais (%) 58,01 36,45
Solidos Fixos (%) 16,21 10,40
Sélidos Volateis (%) 44,75 26,05
N2 amoniacal 10,76 7,77
pH 6,60 6,33

Acidez 38,70 38,05
Alcalinidade 26,95 26,79
Manganés 1,51 0,65
Ferro 5,18 2,29
Célcio 0,98 0,87
Potassio 1,31 0,98
Magnésio 0,41 0,47
Saédio 0,82 0,62

Zinco 2,21 1,29
Cobre 3,67 1,34

Local do experimento, coleta e plantio: O experimento foi conduzido na cidade
Palotina, na area experimental do Colégio Agricola Adroaldo Augusto Colombo, durante o
periodo de outono e inverno (margo a agosto) do ano de 2016. O delineamento experimental
foi realizado em blocos casualizados com trés tratamentos (T1 - Aplicagdo de biofertilizante
com probiodtico, T2 - Aplicacdo de biofertilizante sem probidtico e T3 — Sem nenhuma

aplicacdo, tratamento testemunha) e quatro repeti¢des (parcelas 1x2 m), totalizando 12 parcelas
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plantadas com nabo forrageiro em espacamento entre linhas de 17 cm com total de cinco linhas
para cada parcela. O biofertilizante foi aplicado duas vezes a uma dilui¢do de 20%, a primeira
um més antes e a segunda um més apos o plantio (25 de maio de 2016). As coletas dos solos

foram realizadas 80 dias apds o inicio do experimento, sendo este desmontado apés as coletas.

Obtengdo das UFCs: Para a avaliacéo das celulas viaveis foi feito plaqueamento em
meio especifico para bactérias celuloliticas (amido solavel 10,0g; caseina 10,0g; glicose 1,0g;
MgS0O4 0,1g; Na2HPO4 3,0g; 4gar 20,0g; 1000mL H.O destilada; pH 6,5 - 7,0), onde dez gramas
de solo foram pesados e dissolvidos em solucdo salina a 0,85% para obtencéo das dilui¢des
seriadas. O plagueamento foi realizado na concentracgdo de 1073 e as placas foram submetidas a
crescimento em BOD a 27°C por 72h para a contagem das coldnias puras. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia ndo-paramétrica de Kruskal Wallis, utilizando o programa

SAS com a analise de Dunn par a par.

Analises morfoldgicas: Para distinguir a diversidade, foi realizada a tipagem
morfoldgica segundo protocolo de Hofling e Gongalves (2011) considerando as seguintes
caracteristicas: tamanho, forma, borda, estrutura, brilho, cor, aspecto, homogeneidade. A
avaliacdo destes dados foi feita através do algoritmo UPGMA utilizando o software

Bionumerics 7.5

Analises agronémicas: Os aspectos agrondémicos avaliados foram comprimento da raiz
(CR); comprimento da parte aérea (CPA); peso da raiz fresca (PRF); peso da raiz seca (PRS);
peso da parte aérea fresca (PPAF); peso da parte aérea seca (PPAS). Apds a obtencao dos dados,
devido a falta de normalidade, estes foram submetidos ao teste ndo-paramétrico pela analise de

Dunn par a par através do programa SAS.

Resultados e Discussao

Observando os resultados de contagem das UFCs (Tabela 2), foi possivel notar que o
biofertilizante com (T1) e sem a presenca do probidtico (T2), quando comparados com o
tratamento somente na presenca da planta (T3), conseguiu contribuir numericamente para o
incremento da comunidade celulolitica em mais de 18%. Quando comparados somente os T1 e

T2, foi possivel verificar que ndo houve interferéncia significativa da presenca do probidtico
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no biofertilizante. Apesar de simples, a técnica de contagem de Unidades Formadoras de
Col6nia (UFC) é capaz de fornecer resultados que auxiliam na avaliacdo da densidade
populacional de diferentes microrganismos especificos (NANNIPIERI et al., 2007 e REPKE et
al., 2013).

Tabela 2: Agrupamento morfoldgico das unidades formadoras de coldnias (UFCs) obtidas a

partir do meio seletivo para bactérias celuloliticas.

Agrupamentos T1 T2 T3  Total**

Gl 48 48 47 143
G2 39 40 34 113
G3 14 13 6 33
G4 4 4 4 12
G5 3 - - 3
Total* 108 105 91 304

T1: tratamento com probidtico; T2: tratamento sem probidtico; T3: tratamento controle; G1 a G5:
agrupamentos morfologicos; *Total de UFC por tratamento; **Total de UFC agrupados

morfologicamente.

A adubacdo organica € uma alternativa para a reducdo do uso de fertilizantes quimicos
pois tem em sua composicao diversos nutrientes minerais quelatizados que suprem em até 20%
as necessidades do solo como nitrogénio, potassio, fdsforo e magnésio (NETO, 2006). Além
disso, estes biofertilizantes s&o compostos por microrganismos que contribuem biologicamente
para as funcbes do solo como ativadores enzimaticos do metabolismo vegetal. Ao se
incorporarem a biota natural podem ainda, aumentar a capacidade de troca catidnica (CTC) e a
absorcéo de nutrientes (LAGREID, 1999; KAUR et al., 2007; CAPAZ e NOGUEIRA, 2014).

Os resultados morfolégicos demonstraram que houve um incremento microbiano
promovido pela adi¢do do biofertilizante reforcando os grupos de espécies mais resilientes do
solo (G1 e G2), mas também permitiu a formacdo de um agrupamento mais distante e
significativo (G3) quando comparado com o T3, na presenga somente da planta. Nos G1 e G2
foi possivel observar que houve uma contribui¢édo equilibrada dos trés tratamentos quanto ao
numero de morfologias distintas encontradas a partir do uso do meio seletivo para bactérias
celuloliticas. Por outro lado, o grupamento 3 (G3) demonstrou uma queda no nimero de

individuos representantes do tratamento sem a adubacéao orgénica (T3).
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Estes resultados de diversidade corroboram em afirmar que o biofertilizante contribuiu
para a presenca dos grupos funcionais mais resilientes e caracteristicos do intemperismo
daquele solo. A resiliéncia de um ambiente € a capacidade de resposta do solo frente a
perturbacdes que seriam irrecuperaveis, de maneira que sua capacidade funcional e estrutural
seja restabelecida mesmo que leve um tempo para a estabilizagdo (SEYBOLD et al., 1999;
LUDWIG et al., 2017).

Essa predominancia em relacdo a existéncia de comunidades resilientes no solo mesmo
com perturbacéo abidtica, permite com que o sistema se adapte e volte as suas fungoes, atribui-
se isso a diversidade de microrganismos que é responsavel pela heterogeneidade de respostas
garantindo os servigos ecossistémicos (VAN BRUGGEN et al., 2006; LUDWIG et al., 2017).
Além disso, o que foi observado no G3 demonstrou que o biofertilizante também proporcionou
a revelacdo de grupos funcionais mais distantes contribuindo para a melhoria da diversidade
bioldgica do solo.

A qualidade do solo é classificada a partir do equilibrio de suas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas, e esta pode ser alcancada pelo aumento da diversidade bioldgica capaz
de sustentar o ambiente agricola promovendo sanidade da planta. Estes beneficios podem
refletir no aumento da biomassa microbiana, que por sua vez atuam na sintese de metaboélitos
secundarios gerando a disponibilizacdo de nutrientes melhorando a fertilidade do solo e a
producdo da planta (ZHONG et al., 2009; ATKINSON et al., 2010; FARRELL et al., 2014).

Os grupos funcionais desempenham importantes papéis no ambiente, participam
diretamente de processos biogeoguimicos como os ciclos do carbono e nitrogénio, porém, ainda
sdo pouco estudados. Como analises em nivel de espécie exigem tecnologias mais avancgadas,
é possivel optar por identificar grupos de organismos que atuam diretamente na estruturacao do
solo, disponibilizacdo de nutrientes e matéria organica contribuindo para a fertilidade e
manutencdo do ambiente (TORSVIK e OVREAS, 2002; FREITAS e VILDOSO, 2004).

As bactérias celuloliticas, por exemplo, desempenham importante papel na ciclagem
de carbono atraves da decomposicdo da celulose promovendo manutencdo e equilibrio na
disponibilizagdo de nutrientes no solo além de auxiliarem no controle de patégenos por
competicdo por fonte de alimentos e relagdes antagonicas, alguns exemplos estudados sdo as
Bacillus e Pseudomonas, testes feitos demonstram a importancia de ambas para o biocontrole
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; LYKIDIS et al., 2007; YANG et al., 2014). A partir dessas
consideracdes, qualquer alteracdo neste grupo pode ser refletida na planta ou na saude do

ambiente comprometendo importantes processos bioquimicos do solo (ZAK et al., 1994).
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Neste contexto, a inser¢do do nabo forrageiro no sistema permitiu um grande
incremento de biomassa colaborando e potencializando a acdo do biofertilizante no
enriquecimento deste grupo no ambiente. Neste contexto, o nabo forrageiro atuou como boa
fonte de matéria organica suprindo a demanda dos microrganismos de nutrientes quando cessou
a aplicagéo de biofertilizante no solo (CRUSCIOL et al., 2005; CERETTA et al., 2005; HEINZ
et al., 2011). Portanto, foi possivel identificar o nabo forrageiro como um agente de grande
relevancia na ciclagem e disponibilizacdo de nutrientes a partir da decomposicao da palhada.

Com relacdo as caracteristicas agronémicas, foi possivel considerar que o0s
tratamentos, quando analisados para cada parametro separadamente, apresentaram diferencas
significativas a partir da analise ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis, principalmente em relagdo
ao biofertilizante (Tabela 3). Observando o comprimento da raiz e o peso da raiz seca, houve
efeito significativo entre os tratamentos, onde os T1 e T2 com a presenca do biofertilizante
apresentaram resultados mais significativos. Estes parametros evidenciados sdo importantes
para a analise da comunidade microbiana, pois & nesta regido em que a planta e o
microrganismos estdo em contato, possibilitando o estabelecimento das diferentes relacdes
associativas. Dessa maneira, o biofertilizante demonstrou eficacia para o desenvolvimento das
raizes melhorando sua capacidade de absorcéo de nutrientes (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Tabela 3: Média dos parametros agrondmicos avaliados na cultura do nabo forrageiro: CR -
comprimento da raiz; CPA - comprimento da parte aérea; PRF - peso da raiz fresca; PRS -
peso da raiz seca; PPAF - peso da parte aérea fresca; PPAS - peso da parte aérea seca.

CRemy CV% CPAem CV% PRFg CV% PRSq CV% PPAFg CV% PPASg CV%

T1 19,31 13 169,00 10 219a 3 257b 6 35369a 79 4103a 10

T2 1958 12 17800 4 1955b 3 265a 4 326,05b 37 3990b 5

T3 18,70 14 17100 9 1759c 4 232c 5 331,89b 86 36,72 6
*Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha ou coluna, diferem entre si, pelo teste Tukey

(p<0,05).

A realizacdo do manejo detém grande importancia sobre os efeitos positivos e
crescimento das plantas, assim o uso do biofertilizante tem auxiliado no desenvolvimento da
planta, seja de forma direta ou indireta, considerando também, a interacdo fundamental entre
planta e microrganismo. Contudo, é de suma importancia que seja realizado um levantamento
prévio da biota, diversidade e funcionalidade, a fim de obter-se maior efetividade das técnicas

no ambiente.
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Conclusodes

O biofertilizante promoveu um incremento de nutrientes e estimulou as acbes da
comunidade celulolitica resiliente do solo.

O nabo forrageiro exerceu um 6timo papel como adubo verde.

Sao necessarios mais estudos para identificagdo molecular do grupo das bactérias

celuloliticas.
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