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RESUMO

DIAS, N.M.S. Efeito da aplicacdo de vinhaca na emissdo de gases do efeito estufa e na
comunidade desnitrificante e metanogénica do solo. 2013. 92f. Dissertagao (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2013.

Existe uma preocupagao mundial com as mudancgas climéaticas causadas pelo aumento
da concentracdo de gases do efeito estufa (GEE) e consequente acréscimo na temperatura
média da superficie terrestre. A queima de combustiveis fosseis ¢ a maior causadora do
aquecimento global e responsavel por danos & saide humana. E notavel o esforgo global em
diversificar a matriz mundial de combustiveis liquidos, priorizando a substituicdo de fontes
fosseis por renovaveis. Tal substituicdo reforca a necessidade de avaliagdes de todas as
emissoes de GEE na cadeia produtiva da cana-de-agucar. O Brasil ¢ o maior produtor de
etanol proveniente de cana-de-a¢ticar. Um importante co-produto deste processo produtivo € a
vinhaca, sendo produzida em elevadas quantidades e constituida por uma expressiva carga
organica. Esta ¢ comumente aplicada ao solo por fertirrigagdo. Apesar de atuar beneficamente
no solo, pouco se sabe sobre a capacidade deste co-produto de aumentar as emissdes de GEE
no solo. Assim, o objetivo foi avaliar o efeito da aplicacdo da vinhaga nas emissdes de N>O e
CH4 e na comunidade de bactérias desnitrificantes e metanogénicas do solo. As amostragens
de GEE e solo foram em 4reas de cana sem queima a partir da aplicagdo de doses vinhaca (0,
150, 300 ¢ 450 m’ ha'). O delineamento experimental realizado foi em cinco blocos
casualizados, totalizando 25 camaras de coleta de gases do efeito estufa. Amostras de solo
foram coletadas em quatro periodos de amostragem apos aplicagdo de vinhaca (0, 7, 15 e 30
dias), em dois anos consecutivos. Foram analisados os GEE, N,O e CHy4, além da abundancia
de genes por meio da técnica de qPCR. A fertirrigagdo via aplicacdo de vinhaca no solo, nos
dois anos, proporcionou aumento nas emissdes de N-N,O, principalmente nos primeiros dias
apos a aplicagdo. Contudo os fluxos de C-CH4 oscilaram indicando a capacidade do solo de
servir ora como fonte ora como sumidouro deste GEE. Os fatores de emissdo obtidos para
aplica¢do de N na forma de vinhaga, dose de 300 m® ha™', foram de 0,08% para o primeiro ano
e 0,07% para o segundo ano. A partir da técnica de qPCR, a abundancia dos genes indicou
que a introduc¢do deste residuo ao solo pode aumentar significativamente o total de bactérias
no solo e a atividade do gene nosZ, contudo o mesmo ndo ocorre com o potencial de
desnitrificacdo biologica (gene nirK) e nem com o gene mcrA (reducdo de CHi). Os
resultados demonstram que a aplicacdo da vinhaca no solo influencia as emissdes de GEE,
assim como a comunidade microbiana do solo.

Palavras-chave: Cana-de-acucar, genes funcionais, ciclos biogeoquimicos, 6xido nitroso,
qPCR.
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ABSTRACT

DIAS, N.M.S. Effect of vinasse application on the emission of greenhouse gases and
denitrifying and methanogenic soil communities. 2013. 92f. Dissertacdo (Mestrado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2013.

There is a global concern with climate change caused by increased concentration of
greenhouse gases (GHG) and consequent increase in the average temperature of the Earth
surface. Fossil fuels burning is the major cause of global warming and it is responsible for
damages to human health. Remarkable global efforts in diversifying liquid fuels have been
attempted, giving priority to the replacement of fossil fuels to renewables. Such substitution
reinforces the need of an evaluation of all GHG emissions in the production chain of
sugarcane. Brazil is the largest producer of ethanol with source from sugarcane. An important
co-product of the production process is vinasse, which is being produced in large quantities
comprising a significant organic load. This is commonly applied over the ground by
fertigation. Despite being good for the soil, little is known about the ability of this co-product
of increasing GHG emissions. This work aimed to evaluate the effect of the application of
vinasse in the emissions of N,O and CH4 and in the soil community of denitrifying and
methanogenic bacteria. Sampling of GHG and soil were performed in areas of sugarcane
without burning with the application of different vinasse doses (0, 150, 300 and 450 m> ha™).
The experiment was conducted in five blocks, totaling 25 collection chambers of greenhouse
gases. Soil samples were collected in four sampling periods after application of vinasse (0, 7,
15 and 30 days), in two consecutive years. We analyzed the GHG, N,O and CHy, and the
abundance of genes by qPCR technique. The fertigation via vinasse application on the ground
in two years provided an increase in emissions of N-N»O, especially in the first couple of days
after application. However the flow of C-CH4 was variable indicating the ability of the soil to
serve either as source or as sink of this GHG. The emission factor obtained for N application
in the form of vinasse dose of 300 m® ha™' was 0.08% for the first year and 0.07% for the
second year. By qPCR technique, the abundance of the genes indicated that the use of this
residue to the soil can significantly increase the amount of bacteria in the soil and nosZ gene
activity. However it does not occur with the potential for biological denitrification (nirK gene)
or with the gene mcrA (reduction of CHy). These results demonstrate that the application of
vinasse in the soil influences GHG emissions as well as the soil microbial community.

Keywords: sugarcane, functional genes, biogeochemical cycles, nitrous oxide, qPCR.
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1 INTRODUCAO

As mudangas climéaticas observadas nos ultimos 100 anos resultam tanto de processos
naturais como antropicos e devem afetar o processo produtivo e o estilo de vida da
humanidade (AYROZA, 2011; MARIN; NASSIF, 2013). A América Latina, com 8,5% da
populacao global, ¢ responsavel por 12% das emissdes de gases de efeito estufa (GEE)
mundiais, sendo os trés principais: metano (CH), 6xido nitroso (N,O) e dioxido de carbono
(CO,). Ainda que sua responsabilidade pelo aquecimento do planeta seja menor que a dos
paises desenvolvidos, a América Latina tem extrema importancia em relagdo ao futuro da
alteragdo do clima (HONTY, 2009).

O Brasil ¢ um dos principais emissores de GEE. Diferentemente dos demais paises,
onde as emissdes se devem principalmente a queima de combustiveis fosseis, a maior parte
das emissdes em territorio brasileiro estdo associadas ao desmatamento A retirada da
vegetacdo nativa ocorre de maneira mais intensa em algumas areas, como por exemplo na
regido Amazonica, devido a crescente expansdo de areas para desenvolvimento da agricultura
e pecuaria (CERRI et al., 2007; 2009).

Eventos climaticos extremos, os quais podem se tornar mais frequentes devido ao
acimulo destes gases na atmosfera, podem afetar severamente paises como o Brasil, que
dependem fortemente de recursos naturais e comércio de “commodities”, principalmente do
ponto de vista econdmico e social (MARIN; NASSIF, 2013).

O setor sucroenergético vem sendo responsavel por grande parte do desenvolvimento
do Brasil. Na safra de 2011/2012, o pais produziu aproximadamente 494 milhdes de toneladas
de cana-de-agtcar, das quais 48,4% (238,7 milhdes de toneladas) foram para a fabricacao de
acucar e 51,6% (254,5 milhdes de toneladas) para a produgao de etanol (UNICA, 2013).

No cendrio nacional, o Estado de Sao Paulo ocupa posi¢ao de destaque, tendo gerado
pouco mais de 21 milhdes de toneladas de actcar e 11,5 trilhdes de litros de etanol. Desse
modo, foi responsavel por 56% da producao deste combustivel e 67% da producdo de agucar
de todo o pais (UNICA, 2013).

Cabe ressaltar, no entanto, que a producdo desses grandes volumes de agucar a alcool
tem como consequéncia a produ¢do de quantidades elevadas de uma série de co-produtos,
como por exemplo, vinhaca, torta de filtro e bagago. A vinhaga ¢ considerada o principal

residuo da industria sucroenergética. Para cada litro de etanol produzido sdo gerados em torno
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de 10 a 18 litros de vinhaca, volume este dependente das condigdes operacionais e das
instalacdes em uso (KUMAR et al, 1998; WADT, 2008). Esta é rica em nutrientes,
principalmente potéssio (K), e possui elevada carga organica (SILVA et al., 2007).

O uso deste residuo na agricultura gera diversos beneficios, tanto do ponto de vista
agrondmico, economico, quanto social (BARROS et al., 2010). Contudo, ha uma grande
discussdo quando o assunto ¢ sustentabilidade ambiental, ja que ndo se sabe ao certo qual o
impacto da vinhaca nos diferentes compartimentos, como por exemplo, o solo (OLIVEIRA et
al., 2013).

A vinhaga pode promover melhoria na fertilidade do solo. Entretanto, cabe ressaltar
que para alcancar tal objetivo, as quantidades aplicadas devem manter-se dentro da
capacidade de retencdo de ions do mesmo, isto €, as dosagens necessitam ser calculadas de
acordo com as caracteristicas de cada solo, ja que este residuo possui quantidades variaveis de
elementos organicos e minerais, podendo ocorrer a lixiviagdo de varios desses ions, sobretudo
do potassio e nitrato (SILVA et al., 2007).

Mesmo considerando as vantagens proporcionadas pela adocdo da fertirrigagdo,
existem duvidas acerca da adequacdo da pratica do ponto de vista da prote¢do do meio
ambiente, principalmente quando considerados seus efeitos a longo prazo no solo
(HASSUDA, 1989).

Em estudo recente, CARMO et al. (2012) verificaram que a aplica¢dao de vinhaga em
areas cultivadas com cana-de-agucar no Brasil levou a um aumento das emissdes de GEE a
partir do solo. A quantificagdo de tais emissdes durante o processo de produgdo do etanol,
como aquelas associadas ao manejo do solo, aplicagdo de insumos, dentre outras, tém
ganhado foco, ja que ndo se tem muito conhecimento sobre a sua magnitude e tampouco sobre
suas consequéncias no que se refere ao aquecimento global. A escassez de trabalhos
cientificos comprova tal fato.

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (Environmental Protection
Agency —EPA), 2010, o etanol ¢ capaz de reduzir em 61% as emissdes de GEE quando
comparado ao combustivel mais amplamente utilizado, a gasolina. Tal substitui¢do reforca
ainda mais a necessidade de avaliagdes de todas as emissdes de GEE, ao longo da cadeia
produtiva da cana-de-agucar. Desenvolver formas de manejo e métodos de produgdo do etanol
de cana-de-agticar buscando um melhor desempenho ambiental tornou-se crucial (COSTA,
2010).

Com base na hipdtese de que a aplicacao de vinhaga ao solo aumenta a disponibilidade

de nitrogénio (N) e carbono (C) para a microbiota endémica e que, portanto, ¢ capaz de
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provocar alteracdes nos ciclos biogeoquimicos de tais elementos, o principal objetivo desta
pesquisa foi avaliar o efeito dessa pratica agricola sobre as taxas de emissdo de N,O e CHy e
sobre a comunidade de bactérias desnitrificantes e metanogénicas do solo.

Para atingir o objetivo principal foram delineados os seguintes objetivos especificos:
- Quantificar a emissao dos principais GEE proveniente da aplicacdo de trés doses de vinhaga
no solo, durante o periodo chuvoso de dois anos consecutivos;
- Detectar de forma quantitativa a alteracdo da abundancia dos genes envolvidos na dindmica
do CH4 e N,O no solo por meio de qPCR (PCR quantitativo) em consequéncia da aplicagao
de vinhaca;
- Correlacionar variaveis ambientais com as emissdes de GEE e com a comunidade

metanogénica e desnitrificante para verificar possiveis influéncias.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Emissao de gases de efeito estufa (GEE) na agricultura

Os solos tém papel determinante nos “pools” de gases atmosféricos (NYBORG et al.,
1995). Sao fundamentais nos ciclos do C e N, cooperando como indispenséavel fonte e reserva
desses elementos. Por este motivo, a atividade agricola deve usufruir desses recursos naturais
de maneira sustentavel, evitando assim grandes impactos sobre o ambiente (ESCOBAR,
2008). Pelo fato de os solos poderem assumir tanto papel de fonte como dreno de GEE
(JOHNSON et al., 2005), seu uso ¢ manejo interferem no fluxo dos mesmos (LAL et al.,
1995; LIEBIG et al., 2005).

A agricultura contribui de maneira significativa com a produg¢do de GEE no territdrio
brasileiro, sendo responsavel por 75% das emissoes totais de CO,, 91% das emissdes de CHy
e 94% das emissdes de N,O (CERRI; CERRI, 2007). Sendo assim, pode-se dizer que o efeito
estufa antropico ¢ em grande parte consequéncia das atividades agricolas, sendo necessaria a
elaboracdo e implanta¢do de sistemas de manejo do solo que possibilitem a mitigacdo de
emissoes de tais formas gasosas (REICOSKY, 1997; JANZEN et al., 1998; BAYER et al,,
2000).

Considerando esta vertente, mitigar significa que o homem precisa intervir,
desenvolvendo sistemas que venham a diminuir as emissdes ou que aumentem os drenos de
GEE (ROBERTSON; GRACE, 2004; METZ et al., 2005). Mas para que isso ocorra, o
primeiro passo necessario € a quantificacdo dos fluxos nos principais sistemas agricolas.

Discussoes sobre formas de redugdo da emissdo dos GEE tornaram-se bastante
comuns. Segundo Ometto et al. (2009), uma das maneiras de reduzir essa emissdo ¢ através da
substitui¢do dos combustiveis fosseis por bicombustiveis, tendo como alvo o etanol
proveniente da cultura da cana-de-agucar. O Brasil apresenta grande potencial para o
desenvolvimento desta cultura, dispondo de areas, solos e clima adequados (PISSIONI,
2011).

De acordo com o Quarto Relatorio de Avaliacdo (AR4), apresentado pelo IPCC
(2007), as estimativas de aumento de temperatura média global concentram-se na faixa de 1,8
a 3,6 °C e a concentragdo de CO; podera atingir 720 ppm, ambos até 2099, sendo estas taxas
diretamente relacionadas ao cenario de emissdo de GEE considerada nos modelos climaticos

(TRENBERTH et al., 2007). Bombardi e Carvalho (2008) projetaram que na regido Centro-
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oeste do Brasil havera uma intensificacdo nos eventos climaticos e ¢ nesta regido que se
localizam as maiores areas de expansdo da cana-de-agtcar.

Este cendrio instavel é especialmente importante para esta cultura, visto que a mesma
apresenta um ciclo relativamente longo. Entretanto, a cana de agucar ¢ uma planta de
metabolismo C4, que apresenta mecanismo de concentragdo de CO; nas células do mesoéfilo
(ALLEN et al., 1985), o que garante que a espécie seja afetada em menor extensdo pelo
aumento da concentracdo de CO, do que as plantas C3, devido ao fechamento parcial dos
estomatos e consequente reducdo da condutancia estomdtica e da transpiragdo (MARIN;
NASSIF, 2013). Este mecanismo ¢ uma vantagem para a cultura da cana-de-agucar frente ao
aumento das concentracoes de GEE.

Embora a producdo de etanol a partir da cana-de-aciicar seja uma estratégia
interessante relacionada a mitigacdo das emissdes de GEE, vale lembrar que o processo
produtivo da cana-de-actcar também leva a emissdes consideraveis de CO,, N,O e CHy
(OMETTO et al., 2009). Umas das etapas contribuintes ¢ a colheita, que quando precedida da
queima da palhada libera grandes quantidades de gases para a atmosfera. No entanto quando o
sistema adotado ¢ o de colheita mecanica, a qual ndo requer a queima prévia, ha uma
significativa redu¢do das emissdes de GEE (CAMARGO et al., 2008).

Neste sistema, a palha permanece sobre o solo, ficando condicionada ao processo de
decomposicdo microbiana. Isso permite uma ciclagem natural dos nutrientes, fonte de
alimento para a fauna edafica, cobertura do solo e eventual fixacdo de C no solo
(PASQUALIN, 2009). Este sistema atende também as exigéncias do mercado internacional,
sendo que as importagdes sO se concretizam se o bicombustivel ndo estiver relacionado com
impactos socioambientais severos (CAMARGO et al., 2008).

Além dos sistemas de manejo, a utilizacdo de residuos ou co-produtos, do setor
sucroenergético, pode contribuir significativamente com a mitigacdo das emissdes de GEE
pela agricultura (CERRI et al., 2010). A vinhaga, no entanto pode levar a um aumento das
emissoes, principalmente de CHa, devido ao processo de decomposi¢do que softre, ja que ¢ em
grande parte armazenada e distribuida a partir de sistemas de distribui¢do com predominante
anaerobiose (OLIVEIRA, 2010).

A forma como os residuos culturais sdo incorporados e o grau de revolvimento do solo
podem provocar drésticas alteragdes na temperatura, umidade, disponibilidade de nutrientes,

aeracdo do solo e nos teores de substratos organicos. Sendo assim, o tipo de manejo adotado
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pode afetar tanto a estrutura quanto a atividade das comunidades microbianas do solo,
incluindo aquela envolvida na emissao dos GEE (VARGAS; SCHOLLES, 2000).

As mudangas no uso da terra e agricultura promovem alteracdes significativas na
dindmica dos micro-organismos, quantidade de residuos vegetais depositados e também na
eficiéncia de utilizacdo do C pela microbiota do solo. Todos esses sdo fatores capazes de
determinar a imobilizagdo ou liberagdo de nutrientes no solo (BAUDOIN et al., 2003). Como
essa ciclagem pode interferir diretamente nas emissdes de GEE para a atmosfera, essas
altera¢des que o homem provoca na paisagem podem ser consideradas as acdes antropicas que

mais contribuem para o aumento das emissdes de CO,, N,O e CH, (FRAZAO, 2007).

2.2 Fluxos de 6xido nitroso

O nitrogénio (N) ¢ o elemento mais abundante na atmosfera terrestre e pode ser
encontrado em todos os seres vivos. Este elemento possui dois isdtopos estaveis e forma o gés
nitrogénio (N,) caracterizado como insipido, inodoro e incolor e que constitui
aproximadamente 78% do volume atmosférico (SCHAEFER, 2011). O N ¢ integrante de
diversos compostos em plantas, principalmente aminoacidos, clorofila e acidos nucleicos.
Sendo assim, reagdes quimicas essenciais para plantas e micro-organismos envolvem este
nutriente (CANTARELLA, 2007).

Além disso, este elemento ¢ bastante flexivel nas reacdes de oxirredugdo, podendo ser
encontrado nas formas bastante reduzidas (-3), até muito oxidadas (+5) (Figura 1). Isso lhe
atribui significativa importancia no metabolismo de plantas e nos ciclos biogeoquimicos

(EPSTEIN; BLOOM, 2005).
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Figura 1 - Ciclo do nitrogénio e sua versatilidade nos estados de oxidagdo, potencial redox e fluxo
energético no solo (Adaptado por Magas, 2008)

O N possui importante papel em praticamente todos os ecossistemas, podendo tornar-
se um preocupante poluente quando ha transferéncia deste entre ecossistemas. Este autor
ainda afirma que o transporte de N nas formas amoniacais e compostos organicos ocorrem na
superficie do solo, enquanto que os 6xidos nitrico e nitroso pela atmosfera e o NO3;™ por meio
de eventos como lixiviacdo. Vale ressaltar que grande parte da amonia e 6xidos de nitrogénio
na atmosfera provém de processos biologicos (CANTARELLA, 2007), sendo que dentre os
oxidos constituintes da atmosfera, o mais abundante ¢ o oxido nitroso (N,O).

O N;O ¢ caracterizado como um gés incolor e ndo toxico, porém representa uma
ameaca ambiental. Este gis retém o calor proveniente das radia¢des solares resultando em
aumento de temperatura. E considerado um dos trés principais gases causadores do efeito
estufa e seu potencial de aquecimento global (PAG) ¢ 298 vezes em base molecular, superior
ao CO; (IFA, 2001; ADDISCOTT, 2004), isto ¢, absorve cerca de 298 vezes mais
radiacdo infravermelha do que o CO,. Portanto quando isolado o impacto desse GEE,
expresso em termos de didxido de carbono equivalente (COzeq) sua contribuicdo cresce
consideravelmente de 0,03% para aproximadamente 10% das emissdes globais (IPCC, 2007).

Diferentemente dos outros 6xidos que tem tempo de residéncia na atmosfera de
poucos dias, o N,O pode residir por um periodo de 70 a 150 anos (IPCC, 2007). Entre os anos
1750 e 2000, a concentragdo de N,O na atmosfera teve um acréscimo ao redor de 16%,

passando de 270 para 320 ppbv, com taxa média de aumento de 0,8 ppbv ano™ (IPCC, 2007).
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Este gés, apos sofrer fotodecomposicao, atua como catalisador da molécula de ozdénio (O3),
afetando assim as concentracdes de ozonio estratosférico, devido a sua capacidade de reagir
com o oxigénio atomico e formar 6xido nitrico (HARISSON, 1995). Esta ¢ mais uma
evidéncia do relevante papel que o N>O desempenha na camada de o0z6nio e
consequentemente no aquecimento global.

As emissodes de N,O se dividem em naturais e antropicas. Entre as fontes naturais mais
citadas estdo solos de vegetagdo nativa, atmosfera e oceanos, que contribuem com 62% das
emissoes deste GEE. J4 as principais fontes antropicas, responsaveis por 38% das emissdes de
N0, estdo relacionadas a aplicacdo de fertilizantes minerais e organicos, ricos em N, a
deposicdo de dejetos animais em solos agricolas e a queima de biomassa e combustiveis
fosseis (CERRI et al., 2009).

A maior parte das emissOes naturais de N,O origina-se através de dois processos
bioldgicos, conhecidos como nitrificagdo e desnitrificagdo. Os substratos NH,;  (amonio) e
NOs™ (nitrato) utilizados na producdo de N,O podem adentrar o solo sob diversas formas. O
nitrogénio atmosférico (N,) pode sofrer fixacdo bioldgica pelos micro-organismos e
conversdo a NH; " pelas bactérias fixadoras de N. Parte deste NH4 ¢ consumida pelas plantas
e micro-organismos e parte ¢ oxidada a NOs pelo processo de nitrificagdo (SCHMIDT, 1982).

A nitrificagdo ocorre em duas etapas: nitritagdo, em que o NH4  é oxidado a nitrito
(NOy"), por meio das bactérias Nitrosococus sp., Nitrosospira sp. € Nitrosomonas sp.; €
nitratagdo, em que o NO; ¢ oxidado a NO;3™ pelas bactérias Nitrococus sp., Nitrospira sp.
Nitrobacter sp. (MOREIRA;SIQUEIRA, 2006). A nitrificagdo ¢ favorecida por condi¢des de
umidade no solo entre 35 a 60% do espaco poroso preenchido por agua (EPPA) (KHALIL et
al., 2004; BATEMAN; BAGGS, 2005; COSTA et al., 2008). Segundo Snyder et al. (2009)
em condigdes anaerdbias ocorre o acumulo de NO, no solo, onde bactérias nitrificadoras o
utilizam como aceptor final de elétrons e posterior formagdao de NO e N,O por desnitrificacao.

O processo de desnitrificagdo ocorre em ambientes estritamente anaerdbicos. Neste
processo ocorre a oxidacdo do NOs3™ a Ny, pela a¢do de bactérias anaerdbias facultativas, as
quais representam de 0,1 a 5% da populagdo total de bactérias do solo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Na rota de desnitrificacdo o N, utilizado como receptor de elétrons,sofre
uma oxidagdo sucessiva até a formacdo do produto final, N,. O produto intermedidrio
obrigatorio resultante do incompleto processo de desnitrificagio ¢ o N,O (DE KLEIN;
ECKARD, 2008; SINGH et al., 2010). Este processo ¢ facilitado em solos com mais de 70%
dos EPPA (RUSER et al., 2006). Vale ressaltar que os picos de emissdo de N,O do solo
geralmente sdo atribuidos a desnitrificacdo (WRAGE et al., 2001; LEE et al., 2006).
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Além dos processos de nitrificacdo e desnitrificagdo, emissdes de N,O podem ser
resultado da degradagdo microbiana de materiais biologicos de oceanos (LASSEY;
HARVEY, 2007) e também de processos ndo biologicos como quimiodesnitrificacdo e a
reducdo quimica da hidroxilamina (NH,OH) (STEVENS; LAUGHLIN, 1998). A
quimiodesnitrificacdo ¢ a decomposi¢do quimica do nitrito acumulado no solo e concomitante
reacdo com compostos organicos, tendo como produto final N,O e N,. Enquanto a reducao
quimica da hidroxilamina (produto intermediario na conversio de NH; a NO,) ocorre a
partir da reacdo desta com o NO; e também resulta na produ¢do de N,O (BREMMER, 1997).

A formagdo e a emissdo de N,O por processos de nitrificagdo e desnitrificacdo ¢
resultado de complexas intera¢des entre a microbiota do solo e seus fatores fisicos e quimicos.
A nitrificagdo ¢ influenciada principalmente por temperatura e densidade do solo, ja a
desnitrificacdo sofre maior influéncia do potencial redox (Eh) do solo e do EPPA

(DAVIDSON; SWANK, 1986).

2.3 Fluxos de metano

O metano (CHy), principal hidrocarboneto presente na atmosfera, vem aumentando a
uma taxa de 7 ppbv ano’ (IPCC, 2007). Este gas apresenta curto tempo de residéncia na
atmosfera, aproximadamente 12 anos, contudo este GEE tem potencial de absorcdo de
radiagdes infravermelhas 25 vezes maior que o CO,, sendo considerado o segundo gas de
relevante importancia no efeito estufa antropico (IPCC, 2007).

Este GEE ¢ liberado para a atmosfera a partir da superficie terrestre, tendo fontes
naturais (areas alagadas, oceanos, rios e hidratos de metano) e antrdpicas (combustiveis
fosseis, cultivo de arroz irrigado, fermentacdo entérica, queima de biomassa, dejetos de
animais e tratamento de esgotos domésticos) (WATSON, et al., 1990; AMSTEL, 1998).

A formacao de CH4 no solo depende da condicao de aeragdo deste compartimento. Em
solos aerobios, o processo predominante ¢ a oxidacdo do CHs a CO,. Este processo ¢
conhecido como metanotrofia e, neste caso, o solo atua como dreno deste GEE (WANG;
INESON, 2003; CERRI, et al., 2010). Em solos anaerobios, o CH4 ¢ produto final da
decomposicdo anaerdbia de materiais orgénicos. Este processo ¢ chamado de metanogénese e
quando ocorre em maior intensidade faz com que o solo atue como fonte de CH4 (CERRI, et

al., 2010; YOSHIDA, 1978; LE MER; ROGER, 2001).
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Segundo Singh et al. (2010), a metanogénese ¢ responsavel pela emissdo de 250
milhdes de toneladas de metano para a atmosfera por ano, sendo este processo precedido de
diversas etapas através do metabolismo de diversos micro-organismos (MCINERNEY;

BRYANT, 1981; CHERNICHARO, 1997), conforme Figura 2.
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Figura 2 - Etapas metabdlicas e micro-organismos envolvidos na producdo de metano. (1) Bactérias
fermentativas hidroliticas; (2) Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio; (3) Bactérias
acetogénicas consumidoras de hidrogénio; (4) Archaeas metanogénicas redutoras de CO,; (5)
Archaeas metanogénicas descarboxiladoras de acetato. (Adaptado de Chernicharo, 1997 e Mcinerney;
Bryant, 1981).

A formacdo de CH4 envolve diversas etapas como demonstrado acima. A primeira
etapa ¢ a hidrodlise de polimeros em materiais dissolvidos mais simples, através de exoenzimas
excretadas por bactérias fermentativas hidroliticas. Nesta fase, as proteinas sofrem degradacgao
por polipeptideos, formando os aminoécidos. Os carboidratos sdo convertidos em agucares
soluveis e os lipideos transformam-se em acidos graxos de cadeia longa (LETTINGA et al.,
1997).

Na etapa seguinte, acidogénese, os produtos gerados na hidrolise sdo absorvidos nas
células das mesmas bactérias fermentativas. Posteriormente sdo excretados como acidos
organicos, alcoois e dioxido de carbono (NOVALIS, 1986).

A acetogénese ¢ a proxima fase. Nesta ocorre a oxidagdo dos produtos da fermentagao
acidogénica em substrato necessario para as archaeas metanogénicas. Os produtos gerados

sao acetato, Hy e CO, (CHERNICHARO, 1997).
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Finalmente, ocorre a ultima etapa de degradag¢do anaerdbica de compostos organicos
em CHy e CO,;, a metanogénese. Esta ¢ realizada de duas formas: metanogénese
hidrogenotrofica ou metanogénese acetotrofica. Na hidrogenotrofica os micro-organismos sao
capazes de produzir metano a partir de hidrogénio e didxido de carbono, isto ¢, o CO, como
aceptor de elétrons € posteriormente reduzido a CH4. No caso da metanogénese acetotrofica,
0s micro-organismos tem a fun¢do de converter o carbono organico na forma de acetato em
metano (MCINERNEY; BRYANT, 1981; SOUBES, 1994; CHERNICHARO, 1997).

E evidente a necessidade de interagio dos microorganismos fermentativos e
metanogénicos no processo de formagdo do CH4. Contudo, as archaeas metanogénicas sao
consideradas mais vulnerdveis as mudancas das condi¢cdes ambientais e requerem uma
aten¢do especial (CHERNICHARO, 1997). Apesar de ja existir um grande ntimero de estudos
a respeito dos micro-organismos envolvidos na produ¢do deste GEE, ainda existem muitas
questdes a serem respondidas quanto ao fluxo terrestre do CH4 (ZOTELLI, 2012).

As emissdes de CH4 provém principalmente de queima de biomassa, criagdo de
ruminantes, dejetos animais, cultivos em terras alagadas, aterros e queima de combustiveis
fosseis (DENMAN et al.,, 2007; FORSTER et al, 2007; IPCC, 2007). O manejo de
subprodutos resultantes principalmente do setor agricola, como a vinhaga, por exemplo,
também exerce importante papel na emissdo de GEE pelo solo (OLIVEIRA, 2010; CARMO
et al., 2012).

2.4 Vinhaca no solo

Um dos principais problemas enfrentados pelas industrias no Brasil ¢ o grande volume
de residuos gerados. No setor sucroenergético, o principal residuo ¢ a vinhaca (WADT, 2008).
A utilizagdo intensiva da vinhaga nos solos cultivados com cana-de-agucar surgiu devido a
producdo de mais de 150 bilhdes de litros desse residuo por safra, ou seja, cerca de 1.000
litros de efluentes liquidos por tonelada de cana-de-aciicar moida (RODELLA; FERRARI,
1977), que anteriormente eram, em grande parte, despejados nos rios e lagoas nas redondezas
das usinas e destilarias.

A vinhaca ¢ considerada um co-produto pelas usinas de cana-de-actcar, sendo
resultado final da fermentacdo e destilacdo do etanol. Segundo um levantamento feito pelo

Centro de Tecnologia Canavieira (CTC, 2012), a taxa média de produ¢do de vinhaga na safra
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de 2011/2012 foi de 15 litros por litro de etanol produzido. Este subproduto, quando
descartado em corpos hidricos, causa sérios impactos ambientais. No entanto, se corretamente
aplicado ao solo, favorece tanto a cultura como os micro-organismos do solo, ja que contém
expressiva quantidade de matéria organica e cations como o K*, Ca*" ¢ Mg>” (PASQUALIN,
2009).

Em virtude dos elevados niveis de nutrientes, a maior parte do setor de destilaria
brasileira tem adotado sua utilizagdo na fertirrigacdo (CUNHA et al., 1981). A vinhaga pode
ser usada para melhorar a fertilidade do solo; entretanto, deve-se estar atento as quantidades,
pois estas devem manter-se dentro da sua capacidade de reteng¢do de ions, o que € varidvel
para cada tipo de solo (SILVA et al., 2007). Mesmo considerando as vantagens
proporcionadas pela adocdo da fertirrigacdo, existem davidas quanto a adequacdo da pratica
do ponto de vista da protecio do meio ambiente, principalmente quando considerados seus
efeitos em longo prazo no solo (HASSUDA, 1989). Existem critérios e procedimentos para
dosagem e aplicacdo de vinhaca no solo agricola que seguem as normas estabelecidas pela
CETESB / P4. 231 /dez./06, a fim de evitar a polui¢ao do solo e das adguas.

Mudangas nas propriedades quimicas do solo, decorrentes da aplicacdo desse residuo,
podem alterar a estabilidade de agregados e a dispersdo de argilas do solo, influenciando
assim a sua compactacdo. Isso pode ter como principais consequéncias: o aumento da
densidade do solo, a diminuigdo do tamanho dos poros e a reducdo da condutividade
hidraulica (KLEIN; LIBARDI, 2002).

A vinhaca também contribui com o aumento da populagdo e atividade microbiana no
solo. O pH do solo nos primeiros dez dias ap6s sua aplicagdo sofre uma redugdo consideravel
para, posteriormente, elevar-se abruptamente (SILVA; RIBEIRO, 1998) principalmente em
areas cultivadas ha mais tempo, podendo alcangar valores de pH > 7. Este efeito se deve a
acao dos micro-organismos (ROSSETTO, 1987).

A matéria organica contida na vinhaca quando incorporada no solo, passa a ser
colonizada por fungos e transformada em himus, que neutralizam a acidez. Assim, a
proliferacdo bacteriana ¢ estimulada, bem como o desenvolvimento de micro-organismos que
atuam em processos ligados ao N, como mineralizagdo, imobilizagdo, nitrificagdo,
desnitrificacdo e fixagdo biologica, e também micro-organismos participantes dos ciclos
biogeoquimicos de outros elementos (SILVA et al., 2007).

Existem varios estudos do uso da vinhaca no solo como fertilizante e seus impactos
neste compartimento, porém existem poucas pesquisas direcionadas a contribuicdo desse

residuo nas emissdes de GEE em solos agricolas (ZOTELLI, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).



33

A emissdo de CH4 como resultado da aplicagdo de vinhaga, tem despertado interesse tanto da
comunidade cientifica como do setor produtivo, considerando sua acdo desde sistemas de
armazenamento até a aplicacdo na lavoura.

Inventarios de GEE do processo produtivo da cana-de-a¢tcar consideram que o valor
referéncia de 1% do nitrogénio aplicado no solo, via vinhaga, ¢ convertido a N,O (IPCC,
2006; SEABRA; MACEDO, 2007; MACEDO; SEABRA., et al., 2008). Entretanto em um
estudo recente, Oliveira et al. (2013) demonstraram que a quantidade de N do residuo que ¢
convertida a essa forma gasosa ¢ menor. Tal fato ressalta ainda mais a importancia de estudos

deste residuo e sua contribui¢do na emissao de gases do efeito estufa.

2.5 Comunidades microbianas envolvidas nos fluxos de oxido nitroso e metano e seu

estudo através de técnicas moleculares

Os solos desempenham um importante papel como fonte e dreno de gases do efeito
estufa em quase todos os ecossistemas terrestres. Os trés diferentes GEE, CO,, N,O e CH4 sao
frutos da atividade microbiologica. O CO, ¢ fixado por fotossintese e sua liberacao € resultado
do metabolismo energético dos microrganismos (MARSTORP, 1996), o N,O pode tanto ser
produzido pelos processos de desnitrificagdo e nitrificagdo, como ser oxidado a N,
(FIRESTONE; DAVIDSON, 1989). E o CHs pode ser produzido, através de micro-
organismos metanogénicos (BOHRZ, 2011) ou oxidado por bactérias metanotrdoficas
(MOSIER et al., 2004), o que dependera das condi¢des ambientais.

Existe uma grande necessidade de entendimento das inter-relagdes entre os micro-
organismos € o ambiente, sendo que as mesmas podem ser elucidadas através do estudo da
estrutura e da diversidade funcional da microbiota do solo e de como estas respondem aos
diversos distrbios, tanto naturais como antrépicos (RANJARD et al., 2000).

Os micro-organismos tém importante fun¢do na produgdo e consumo de CO,, N,O e
CH,, pois sobrevivem e ganham energia através da quebra das ligagdes de carbono dos
compostos organicos dissolvidos (LI, 2007). No ambito solos, o CO,, N,O e CH4 podem ser
produzidos ou consumidos pelas atividades microbianas, sendo estas reguladas pelo potencial
redox do solo e a disponibilidade de carbono organico dissolvido (LI, 2007).

Quando o assunto ¢ CH,, deve-se levar em conta que a oxidag¢do deste ¢ feita por

bactérias metanotroficas, as quais sdo aerobias obrigatdrias. Isto porque a enzima
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monoxigenase (MMO), responsavel pelo primeiro passo da oxidagdo, precisa de O, molecular
(MOSIER et al., 2004). A emissdo ou consumo de CH, tende a variar conforme a natureza do
sistema agricola adotado e suas referidas as praticas (MOSIER et al., 2004).

Os micro-organismos metanogénicos, responsaveis pelo processo de metanogénese,
estdo classificados na ramificagdo euriarqueal do Dominio Archaea (WOESE; FOX, 1977;
REEVE et al., 1997). A principal caracteristica desses micro-organismos ¢ a especialidade
catabolica (VAZOLLER, 1995). Podem ser encontrados em diversos hébitats anaerobicos,
como por exemplo, solos inundados, pantanos, trato gastrointestinal de animais, sistemas de
armazenamento e distribui¢do de alguns residuos, como vinhaga, dentre outros (OLIVEIRA,
2010). Estudos tem usado o gene mcrA (Metil Coenzima M Redutase), associado a
metanogénese, para investigacdo de diversidade de metanogénicas em amostras ambientais
(LUTON et al., 2002; WILMS et al., 2007; ORPHAN et al., 2008; TAKETANI et al., 2010).
Este gene se mostrou conservado entre micro-organismos metanogénicos (DHILLON et
al.,2005).

A utilizagdo dos chamados genes funcionais ¢ muitas vezes considerado como uma
ferramenta poderosa para os grupos de estudo de organismos associados com um determinado
processo metabolico (TAKETANI et al., 2010).

A emissdo de N,O por nitrificagdo ou desnitrificagdo ¢ dependente do grau de
oxigenac¢do do solo. Quando o solo esta sob baixa saturacdo de dgua prevalece o processo de
nitrificagdo. No entanto, quando esta condi¢do ¢ inversa, a desnitrificagdo ¢ predominante
(JANTALIA et al., 2006). Em solos agricolas, de acordo com Dalal et al. (2003) e Nevison
(2000), o processo de desnitrificacdo prevalece como o principal mecanismo de formacao de
N»O. Esse fato justifica varios estudos envolvendo genes funcionais (Figura 3) que codificam

subunidades de enzimas envolvidas no processo de desnitrificagdo, principalmente nirK, nirsS,

cnorB e nosZ (MORALES, et al., 2010; DANDIE et al., 2011; FAGERSTONE et al., 2011).
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Figura 3 - Genes de bactérias e archaeas involvidos no ciclo do nitrogénio no solo (Adaptado de
Javier Izquierdo, 2007)

Quantificacdes de taxas de processos microbianos, desnitrificagdo, por exemplo, ou
at¢é mesmo de seus produtos, emissdo de N- N,O sdo formas faceis de investigar como
impactos ambientais podem interferir na funcionalidade de uma comunidade (ALLISON;
MARTINY, 2008). Tal verificacdo também pode ser feita através do estudo de grupos
microbianos especificos (PAULA, 2012).

A estrutura da comunidade microbiana de um determinado ambiente, sua funcao e sua
dindmica tém sido foco de muitos estudos de ecologia microbiana (WAGNER et al., 2005).
Nos tultimos anos, técnicas baseadas na andlise de genes do 16S rRNA em procariotos
(MUYZER et al.,, 1993) tém sido amplamente utilizadas na deteccdo, identificacao,
classificagdo e filogenia de micro-organismos.

A diversidade das comunidades de micro-organismos foi investigada, por muito tempo,
através de técnicas baseadas no cultivo e isolamento. Avalia-se que menos de 1% das espécies
bacterianas sdo passiveis de cultivo a partir de técnicas disponiveis atualmente (AMMAN
etal., 1995), o que demonstra que essas técnicas ndo abrangem de forma representativa a
maior parte da comunidade microbiana em solos (BENT; FORNEY, 2008). Para tanto houve
avangos no desenvolvimento de técnicas independentes de cultivo, permitindo assim a
detec¢do de uma vasta diversidade de espécies de bactérias no solo (AMANN; LUDWING
2000; CANNAVAN, 2007).
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Essas novas ferramentas proporcionam maior desenvolvimento no ambito de pesquisas,
Jj& que produzem um volume maior de dados, a um custo bem menor (RANJARD et al., 2000;
ARMOUGOM; RAOULT, 2009). Existe uma extensa gama de técnicas moleculares que
podem ser empregadas ao estudo e entendimento das comunidades microbianas, incluindo
micro-organismos nao cultivaveis (ROSADO et al., 1997, HANDELSMAN; SMALLA,
2003). De acordo com os objetivos pretendidos, essas técnicas podem ser usadas isoladas ou
até mesmo em conjunto.

A técnica de PCR em Tempo Real (QPCR- Real-time polymerase chain reaction), ou
PCR quantitativa, permite estimar o numero de copias de um gene de interesse (HIGUCHI,
FOCKLER, 1993; HEID; STEVENS, 1996; DOLKEN; SCHULER, 1998). Os beneficios
desta técnica tem se destacado por ndo necessitar de deteccdo de banda em gel de agarose,
sendo que essa deteccdo do produto amplificado se d4a durante a reacdo, além de fornecer
resultados rapidamente (LORENZI, 2008). O qPCR tém grande aplicagdo na ecologia
microbiana, pois permite a quantificacdo da abundancia e expressdao de genes taxondmicos €
funcionais em amostras provenientes de diversos ambientes (SMITH; OSBORN, 2009).

Genes funcionais desnitrificantes tém sido isolados a partir de culturas de bactérias, e
os fragmentos de genes amplificados a partir de amostras ambientais e cultivadas utilizando
uma gama de iniciadores (BRAKER et al., 1998; BRAKER; TIEDJE, 2003; HALLIN;
LINDGREN, 1999; SCALA; KERKHOF, 1998). Estudos de desnitrificantes tendem a se
concentrar nas etapas de nitrito redutase em diante ja que a nitrato redutase ndo estd sempre
ligada a completa desnitrificagdo (PHILIPPOT, 2005). PCR em tempo real fornece um
método simples e rapido para quantificar os genes alvo em amostras complexas, tais como do
solo e outras matrizes ambientais. Muitos trabalhos em ecologia molecular de bactérias
desnitrificantes tem sido baseados nos genes funcionais, nirK e nosZ (HENRY et al., 2005;
THROBACK et al., 2004; DANDIE et al., 2007; GEETS et al., 2007; MAGALHAES et al.,
2008; CHEN et al., 2010; SINGH et al., 2011; PASTORELLI et al., 2011).

Enfim, as possibilidades de estudo da diversidade de bactérias em solo através de
técnicas moleculares vém crescendo a cada dia. Essas técnicas vém sendo melhoradas e
também ha o surgimento de novas técnicas, ferramenta esta importante para uma busca de
conhecimento da ecologia microbiana. O Brasil demonstra grande potencial de aplicagao
destas técnicas, ja que tem uma grande variedade de solos e ecossistemas (MOREIRA;

SIQUEIRA, 2006).



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em drea de cultivo de cana-de-agucar colhida sem
queima prévia. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados tendo como
tratamentos trés doses de vinhaga. As analises das amostras de GEE foram realizadas no
Laboratério de Biogeoquimica Ambiental, enquanto as andalises moleculares foram
desenvolvidas no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular (Figura 4), ambos pertencentes

ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura, CENA/USP, Piracicaba/SP. O mesmo

experimento foi desenvolvido em novembro de 2011 e repetido em novembro de 2012.

Area experimental

Amostras ambientais de GEE

Amostras ambientais de solo

Andlise por cromatografia gasosa

Fluxo de N20 Fluxo de CH4

Figura 4 - Fluxograma dos estudos realizados no presente trabalho de acordo com as andlises

empregadas

Andlises Extracdo de
fisico— quimicas DNA
gPCR

Abundancias
de genes funcionais

16S rRNA

mcrA

nirk

nosZ
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3.1 Localizacao e caracterizacdo da area de estudo

A area de estudo adotada foi a Fazenda Santana, pertencente a Usina Costa Pinto,
situada em Tanquinho (22°35°31°’°S, 47°38°23°°0), Distrito de Piracicaba-SP, (Figura 5). Esta
area foi selecionada por apresentar cultivo de cana-de-agucar sem queima por um periodo
maior que cinco anos. A regido apresenta clima tropical imido com verdo chuvoso e inverno
seco (precipitagdo do més mais seco < 30mm, temperatura média do més mais quente > 22°C
e do més mais frio >18°C), , segundo a classificacdo de Koppen. O solo ¢ classificado como
Latossolo Vermelho Escuro (EMBRAPA, 2006) e possui textura média arenosa (CAMARGO
et al.,, 2009). Os dados de precipitacio e temperaturas maximas e minimas dos periodos

experimentais encontram-se na Figura 6.

Figura 5 - Area de coleta em Tanquinho, Distrito de Piracicaba-SP. Mapa do Brasil com destaque em
Sao Paulo (A); (B) Mapa do estado de Sdo Paulo com destaque em Tanquinho (B) e area de cana-de-
acucar sem queima (C), pertencente a Usina Costa Pinto
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Figura 6 - Temperaturas maxima e minima e precipitagdo diaria no més de (A) Novembro de 2011,

(B) Novembro de 2012 e (C) Dezembro de 2012

3.2 Caracterizacio fisico-quimica da area de estudo

Para caracterizagdo inicial das propriedades fisico-quimicas do solo, a amostragem foi
feita ao redor das camaras na camada 0-10 cm, com o auxilio de tubos PVC (10 cm) e
enxaddo para a retirada dos tubos do solo, sendo as amostras acondicionadas em sacos
plasticos e analisadas segundo Raij et al., (2001) (Tabela 1). Os valores das propriedades

fisico-quimicos apresentados sdo a média de cinco repetigdes, tornando essa caracterizagao

mais precisa e representativa.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas da camada 0-10 cm do solo em estudo, nos anos de 2011 e
2012, antes da aplicag@o dos tratamentos

2011 2012
pH (CaCly) 5.4 5,9
S mg dm’ 5 7
P mg dm’™ 176 233
K mmol. dm™ 13,2 8.8
Ca mmol. dm™ 42 41
Mg mmol, dm’ 13 10
H+Al mmol, dm™ 25 18
SB mmol. dm™ 68,0 60,1
CTC mmol. dm™ 92,9 78,3
\% % 73 77
B mg dm’™ 0,11 0,18
Cu mg dm’ 2,5 1,2
Fe mg dm’™ 106 160
Mn mg dm’™ 15,4 16,2
Zn mg dm’ 3,4 2,4
C % 1,7 1,2
N % 0,13 0,10
Relagdo C/N 12,41 12,93

pH-potencial hidrogenionico, S-enxofre, P-fosforo, K-potassio, Ca-calcio, Mg-magnésio, H+Al-
potencial de acidez, SB-soma de bases, CTC-capacidade de troca catidnica, V-saturacdo de bases , B-
boro, Cu-cobre, Fe-ferro, Mn-manganés, Zn-zinco, C-carbono, N-nitrogénio, C/N-relagdo carbono
nitrogénio.

3.3 Densidade do solo, Carbono e Nitrogénio total

A determinacdo da densidade aparente do solo foi feita em 10 mini-trincheiras
utilizando o método do anel volumétrico (BLAKE; HARTGE, 1986; EMBRAPA, 1997), que
envolve a obtengdo de amostras de volumes conhecidos, 98 cm’, por meio de anéis
volumétricos de ago inox (5 x 5 cm), inseridos no solo por pressdo, com o uso de trado
especifico. E essencial que as amostras permane¢am indeformadas (Figura 7). Apds serem
pesadas as amostras foram levadas para a estufa a 105 °C até sua massa permanecer constante,
em que se obteve a massa seca da amostra. Para a determinacao de densidade aparente (g dm”
%) foi dividida a massa seca do solo (g) pelo volume do anel (cm?).

A densidade aparente do solo determinada no presente experimento foi utilizada para

calcular os valores dos espacos porosos do solo preenchidos por agua (EPPA; %) (Equacao

1).
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EPPA ou WFPS= (umidade do solo*densidade aparente) / porosidade total (Eq. 1)

A porosidade total foi obtida pela expressdo:1- (densidade aparente/densidade da
particula), sendo assumido o valor de densidade de particula do solo de 2,65 mg m™,de acordo
com (BIELDERS et al., 1990; FAGERIA; STONE, 2006).

O calculo do EPPA do solo foi feita simultaneamente as coletas de GEE e de amostras

de solo para andlises moleculares.

Figura 7 - Coleta de amostras para determinacao da densidade do solo. (A) Mini-trincheiras em

degraus (0-10, 10-20, 20-30); (B) Anéis volumétricos sem ruptura, amostra indeformada

As amostras destinadas a determinacdo de carbono total (Ct) e nitrogénio total (Nt),
coletadas de 0-10 cm, foram secas a 42°C, destorroadas e trituradas em almofariz e passadas
em peneira de malha 100 mesh (0,150 mm). A determinacdo das concentracdes de Ct e Nt,
nestas fracdes, foram obtidas por combustdo a seco, com analisador elementar Carbon

Analyzer CN-2000 (Leco, Michigan, MI, EUA) (NELSON; SOMMERS, 1982).

3.4 Caracterizacio da vinhaca

Para a caracterizagdo fisico-quimica da vinhaga aplicada (Tabela 2), amostras foram
coletadas em triplicata e enviadas ao Laboratério de Analises Quimicas do Departamento de
Ciéncia do Solo (ESALQ-USP). Essa determinagdo ¢ crucial, pois, estes elementos podem

interferir na emissdo de gases do efeito estufa, quando adicionados ao solo via vinhaga.



Tabela 2 - Caracteristicas quimicas da vinhaga aplicada em 2011 e 2012

2011 2012
pH 4,4' 5,1

Densidade gmL”’ 0,94 0,96
Residuo seco a 100-110°C gL’ 18,42 22,08
M.O total (combustio) gL’ 10,01 13,21
Carbono total (organico e mineral) g L' 5,56 7,34
Residuo mineral total gL’ 8,41 8,87
Residuo mineral insoluvel g L’ 0,09 0,19
Residuo mineral solavel gL’ 8,32 8,68
Nitrogénio total gL’ 0,57 0,54
Fésforo (P,0Os) total g L’ 0,15 0,13
Potassio (K,0) gL’ 3,75 3,05
Calcio gL’ 0,98 0,76
Magnésio gL’ 0,33 0,28
Enxofre gL’ 1,12 0,061
Cobre ppm 1,0 1,0

Manganés ppm 9,0 5,0

Zinco ppm 11,0 1,0

Ferro ppm 24,0 18,0
Relacao C/N 91 8/1

pH-potencial hidrogenidnico, M.O-matéria orgéanica, C/N- relagdo carbono nitrogénio.

'Valores representam a média de quatro repetigdes

3.5 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em blocos, distribuidos na area com cultivo de cana-de-
acucar selecionada. Em cada bloco foram instaladas cinco camaras estaticas (Figura 8) para a
coleta de GEE, sendo que cada uma representava um tratamento. Os tratamentos foram doses

de vinhaga de 150, 300 e 450 m’ha™', uma dose de 4gua de 300 m” ha™ (controle) e o solo sem

nenhum aditivo, mantendo-o em condig¢des originais (Figura 9).

A vinhaga foi aplicada com o auxilio de um delimitador, com dimensdo de um metro

quadrado, e aplicador com os volumes previamente calculados, mensurados em proveta e

demarcados no mesmo (Figura 10).
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Figura 8 - Instalagdo das cAmaras na 4rea de cana-de-aglicar com manejo sem queima

50m

50m
50m

50m

Figura 9 - Croqui da disposi¢do dos blocos na area experimental, respeitando 50m de bordadura. Os
tratamentos encontram-se representados por cores; cor branca (solo sem aplicagio), azul (300 m® ha™
de agua), rosa (150 m’ hade vinhaga), laranja (300 m® ha’'de vinhaca) e marrom (450 m® ha™' de
vinhaga)
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Figura 10 - Aplicagdo dos tratamentos. (A) Delimita¢do da area amostral (B) aplicacdo da dose de 300
m’ha™' de 4gua, (C) aplicagio das doses de vinhaga e (D) perimetro demarcado apés a retirada do
delimitador

3.6 Amostragem e quantificacio dos fluxos de GEE

Em cada um dos tratamentos, foram instaladas camaras estaticas para coleta de
amostras de GEE, conforme metodologia descrita por Steudler et al. (1991). As amostragens
dos fluxos de GEE do solo foram realizadas diariamente (entre 10:00h e 14:00h) iniciando no
primeiro dia de aplicagdo da vinhaga até o décimo quinto dia ap6s a aplicagdo. A partir de
entdo, as coletas ocorreram em dias espacados, findando no trigésimo dia apos a aplicacdo da
vinhaga.

As camaras eram compostas por base e tampa (volume total médio de 10,4 L), sendo a
base fixa, evitando perturbagdo do solo e facilitando as diversas coletas ao longo do periodo
experimental. Para determinacdo do volume médio de cada camara foram feitas medi¢des de

alturas de trés pontos da superficie do solo até a tampa e calculada a média (Figura 12).
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O experimento foi conduzido de forma semelhante em novembro de 2011 e 2012.
Para a coleta de amostras de GEE do interior das camaras foram utilizadas seringas de nylon
tipo BD de 20 mL e intervalos de coleta de 15s, 5min, 10min e 20min, tempo este
determinado em experimentos preliminares. A contagem do tempo iniciava-se apds o
fechamento hermético da tampa na base fixa (Figura 11). Durante o periodo de coleta foram
obtidas também as temperaturas do solo nas profundidades de 2, 5 ¢ 10 cm, dentro e fora da

camara, por meio de termometro analdgico em inox. Foram avaliadas também a pressao

atmosférica, utilizando bar6metro, ¢ a umidade do solo.

Figura 12 - Medi¢do da altura de trés pontos dentro da camara para posterior calculo de volume médio
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Para cada amostra foram determinadas as concentracdes de N>O e CHs por
cromatografia gasosa, através de cromatografo GC-2014 (Shimadzu, Toéquio, Japao),
constituido por uma coluna empacotada, um detector de captura de elétrons (ECD) para
analise de N,O e um detector de ionizacdo de chama (FID) para determinacdo de CHj. O
fluxo de cada GEE foi determinado pela alteragdo linear das concentragdes em funcdo do

tempo de incubac¢ao, baseado na Equagdo 2:

Fluxo=(d [GEE] /dt) x (Vh /A) x ((1-e/P)/VM) (Equagdo 2)

Em que:

(d[GEE]/ dt) = alteracdo da concentra¢do do GEE em funcao do tempo (mol gas mol™ s™);
(Vh) = volume da camara utilizada na amostragem (m’);

(A) = area da cAmara (m®);

(1-e/P) = pressdo de agua/pressdo atmosférica na camara (kPa/kPa);

(VM) = volume molar da cdmara (m® mol™).

A emissdo diaria de 6xido nitroso e metano foi obtida pela média dos fluxos das cinco
repeti¢des de cada tratamento. A emissdo total (acumulada) dos GEE foi determinada por
integracdo de curvas, gerando a quantidade total de GEE emitida para o periodo estudado. A
partir das emissdes acumuladas de N-N,O foi calculado o fator de emissdo deste GEE em
relacdo a quantidade de N adicionado via vinhaga.

Os fluxos de N,O e CH4 foram convertidos em COseq. De acordo com IPCC (2007), o
potencial de aquecimento global (PAG) do N,O ¢ 298 vezes a do CO;, e CHy4 equivale 25
vezes. Sendo assim, a formula de conversao dos fluxos de N,O e CH4 em COseq encontra-se

apresentada nas Equacdes 3 e 4:
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CO,eq (N-N:0) =N- N0 x (44/28) x 298 (Equacéo 3)
COseq (C-CH,) = C-CH, x (16/12) x 25 (Equacéo 4)

Em que:

N,O = fluxo de N,O na situagao

CH4= fluxo de CH4 na situagao

(44/28) = relagdo entre o peso molecular do N,O e do nitrogénio
(16/12) = relagdo entre o peso molecular do CHy4 e do carbono
298 = potencial de aquecimento global do N,O em relacdo ao CO,

25 = potencial de aquecimento global do CH4 em relagdo ao COs.

3.7 Amostragens e analises moleculares microbianas

As amostras de solo para analises moleculares foram coletadas em trés pontos ao redor
de cada camara de GEE (Figura 13). Tubos de PVC de 6 cm de didmetro por 10 cm de
comprimento foram utilizados para retirar o material a uma profundidade de 0-10cm. As
amostras (tubos) foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em caixa térmica até o

término da coleta e em seguida foram armazenadas em ultra-freezer (-80 °C), para andlises.

Figura 13- Coleta de solo na area de cana-de-acticar sem queima
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3.7.1 Extracdo de DNA das amostras de solo

Para a extracdo de DNA genomico total de cada amostra foi utilizado o Kit Power
Lyzer (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA, EUA) seguindo instrugdes fornecidas pelo
fabricante. E muito importante que a extragdo de DNA das células seja feita com muito rigor,
pois se cometermos erros nesta fase, as seguintes que consistem nas analises, baseadas neste
produto, serdo em suas totalidades comprometidas.

Primeiramente, 0,25 g de solo foram adicionados em um microtubo do kit contendo
micro-esferas de vidro (tubo Power Bead 2mL) e um tampdo que ajuda a dispersar as
particulas de solo e a dissolver os acidos htimicos protegendo o DNA de degradagdo. Em
seguida, o microtubo foi agitado por 5 s em vortex e adicionado 60 pL da solucdo C1 do kit
ao microtubo e este foi invertido varias vezes. Esta solucdo ¢ um detergente que quebra os
acidos graxos e lipideos associados a membrana celular. Os tubos foram agitados
horizontalmente em vortex por 10 min a velocidade maxima. O procedimento do vortex ¢
essencial para a completa homogeneizacdo e lise das células. Em seguida, os tubos foram
centrifugados por 30 segundos a 10.000 x g e o sobrenadante (500 pL) foi transferido para um
novo tubo do kit. Foram adicionados entdo 250 pL da solugdo C2 e vortexado por
5 s. A solucdo C2 precipita materiais organicos e inorganicos que nao sejam DNA, incluindo
acidos humicos, restos celulares e proteinas. E importante remover todos estes compostos, ja
que podem reduzir a pureza do DNA e prejudicar andlises futuras. A reacdo foi entdo
incubada a 4 °C por 5 min e, em seguida, centrifugada por 60 s a 10.000 x g. Foi transferido
600 pL para um novo tubo do kit, adicionado 200 pL. da solu¢do C3 e essa mistura foi agitada
em vortex. A solugcdo C3 tem a funcdo de precipitar compostos adicionais que restaram. A
reacdo foi incubada a 4 °C por 5 min e posteriormente, centrifugada por 1 min a 10.000 x g.
Foi transferido 750 pL para um novo tubo do kit com 1.200 pL da solugdo C4 (proporciona a
ligagdo do DNA) e agitada em vortex por 5 s. Em um novo tubo do kit, contendo uma coluna
com filtro, foram carregados 675 puL. da mistura e centrifugada por 60 s a 10.000 x g. O
liquido do tubo foi descartado e mais 675 pL da mistura foi adicionada, repetindo a
centrifugacdo. O mesmo processo foi novamente executado para filtrar o restante do liquido
contendo DNA. Foram adicionados 500 pL da solu¢do C5 e centrifugado por 30 s a
10.000 x g. A solugdo C5 contém etanol e tem a funcdo de limpeza do DNA. Esta também

remove sais residuais e outros contaminantes enquanto permite que o DNA continue ligado a
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membrana. O sobrenadante foi descartado e centrifugado novamente por 60 s a 10.000 x g. A
coluna foi transferida para um novo tubo e adicionado a ele 100 puL da solugdo C6 no centro
da mesma seguido de centrifugacdo por 30 s a 10.000 x g. A solucdo C6 (Tampao 10mM
Tris) deve ser colocada bem no centro da coluna, garantindo assim que toda a membrana seja
embebida com a mesma. Isso resulta em uma eficiente e completa liberacio do DNA da
membrana.

A qualidade do DNA e quantidade aproximada foram conferidas em gel de agarose
1% (SAMBROOK et al., 1989), corado com 1,5 pL. de Ge/ Red™ (Biotium Inc., CITY, UF,
COUNTRY) em tampao TSB (BRODY; KERN, 2004), utilizando 2uL. de Low Mass DNA
Ladder (Life Technologies, CITY, UF, COUNTRY) como padrio de massa. Apds o
carregamento do gel com os padrdes, as amostras e 0 DNA extraido, este foi submetido a um
campo elétrico de 85V por 30 min e em seguida transferido para um transiluminador e foto-
documentado.

As extragdes feitas também foram quantificadas em espectrofotdmetro modelo ND-
2000 (Nanodrop Technologies,Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) com leitura D.O =

260 nm. Aliquotas de DNA foram armazenadas em freezer a -20 °C e ultra-freezer a -80 °C.

3.7.2 PCR quantitativo em tempo-real (qPCR)

Ap6s verificada a eficiéncia da extracdo de DNA, a técnica molecular de PCR
quantitativo em Tempo Real (qPCR) foi aplicada com o objetivo de estimar o nimero de
copias de quatro genes de interesse no presente estudo; gene relacionado a comunidade total
de bactérias (16S rRNA); ao potencial de desnitrificacdo (nirK e nosZ) e a metanogénese
(mcrA). As reagdes de qPCR foram realizadas no StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Life Technologies), utilizando o sistema SYBR Green ROX gPCR (Fermentas).

Para as reacdes de qPCR, para o gene 16S rRNA, foi feito um mix (solu¢do) contendo
5 uL do kit SYBR Green ROX qPCR , 1 puL de cada primer (5 pmol) (U968 — 5 CGA ACG
AGA ACCTTA C3’ e R1387 - 5" CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG 3’; HEUER
etal., 1997) 1 pL do DNA e 2 pL agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada para um volume final
de 10 pL. As condigdes de amplificagdo foram: uma pré-incubagdo a 95 °C por 10 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 56 °C por 20 s e 72 °C por 45 s com coleta de dados de
fluorescéncia. Ao final da reacdo foi incluida uma curva de melting nas seguintes condigoes:

95 °C por 15 s, 56 °C por 1 min e 95 °C por 15 s com leitura de dados a cada 0,7 °C.
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Jé& para as reagdes de qPCR, para o gene nirK foi utilizado um mix (solugdo) contendo
5 puL do kit SYBR Green ROX qPCR, 1 pL de cada primer (5 pmol) (1IF — 5’
GGRATGGTYCCSTGGCA 3’ e 5R — 57 GCCTCGATCAGRTTRTGG 3’; BRAKER et
al.,1998) 1 uL do DNA e 2 pL 4gua ultrapura (Milli-Q) autoclavada para um volume final de
10 pL. As condigdes de amplificacdo foram: desnaturagdo de 5 min a 95 °C seguido por
touchdown de 6 ciclos com a desnaturagdo a 95 °C durante 30 s, anelamento a 45 °C durante
30 s, e extensdo a 72 °C durante 40 s, e fase seguinte com 40 ciclos de amplificagdo de DNA a
95 °C durante 30 s, 43 °C durante 30 s e 72 °C durante 40 s. Um passo final a 95 °C durante
155,43 °C por 1 min e 95 °C por 15 s com leitura de dados a cada 0,5 °C.

Para as reagdes de qPCR, para o gene nosZ, foi feito um mix (solu¢ao) contendo 5 pL
do kit SYBR Greem ROX ¢gPCR, 1 puL de cada primer (5 pmol) (2F -
5’CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT 3’ e 2R — 5 CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA 3
HENRY et al., 1997) 1 pL do DNA e 2 pL agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada para um
volume final de 10 pL. As condi¢des de amplificagdo foram: desnaturacdo de 10 min a
95 °C seguido por touchdown de 6 ciclos com a desnaturacdo a 95 °C durante 15 s,
anelamento a 65 °C durante 30 s, e extensdo a 72 °C durante 30 s, e fase seguinte com
40 ciclos de amplificagdo de DNA a 95 °C durante 20 s, 60 °C durante 15 s ¢ 72 °C durante
30 s. Um passo final a 95 °C durante 15 s, 60 °C por 1 min e 95 °C por 15 s com leitura de
dados a cada 0,5 °C.

Por fim para as reagdes de qPCR, para o gene mcrA, o mix (solucdo) continha 5 pl do
kit SYBR Green ROX qPCR , 1ul de cada primer (5 pmol) (mcrAF — 5 CGA ACG AGA ACC
TTA C 3’ e mecrAR — 5° CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG 3’; TAKETANI et al.,
2010) 1 pl do DNA e 2 pl 4gua ultrapura (Milli-Q) autoclavada para um volume final de 10
pl. As condigdes de amplificagdo foram: uma pré-incubacio a 95 °C por 10 min, seguido de
42 ciclos de 95 °C por 30 s, 60 °C por 30 s e 72 °C por 45 s com coleta de dados de
fluorescéncia e ao final da reagdo foi incluida uma curva de melting nas seguintes condigoes:
95 °C por 15 segundos, 60 °C por 60 s e 95 °C por 15 s com leitura de dados a cada 0,7 °C.

Em todas as reagdes foi incluido controle negativo, usando agua como molde em vez
de DNA. Para cada amostra de cada gene estudado e para a curva padrdo de cada gene foram
feitas triplicatas (réplicas técnicas). Para construir a curva padrdo dos genes 16S rRNA, nirK,
nosZ e mcrA, foram utilizados clones disponiveis no laboratério de Biologia Celular e

Molecular do CENA/USP, os quais foram obtidos a partir da amplificagdo do DNA de
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amostras ambientais em reagdes feitas com os primers anteriormente descritos, especificos de
cada gene.

O produto de PCR dos clones, aproximadamente 419 pb, 510 pb, 259 e 440 pb,
respectivos aos genes 16S rRNA, nirK, nosZ e mcrA, foi purificado e quantificado com
auxilio do espectrofotdmetro modelo ND-2000 (Nanodrop Technologies). Dilui¢des seriadas
contendo de 10® a 10" copias do fragmento de 16S rRNA, 10° a 10* copias do fragmento de
nirkK, 10° a 10° copias do fragmento nosZ e 10° a 10 copias do fragmento de mcrd foram feitas

para a curva padrao.

3.8 Analises estatisticas

Foi aplicada estatistica descritiva nos fluxos diarios de GEE, ja os fluxos acumulados
de GEE e quantificacio de genes foram analisados utilizando-se a andlise de variancia
(ANOVA) e quando significativo, foi submetido ao teste de Tukey com nivel de significancia
de 5% (SAS version 9.2, SAS Institute, Cary, NC). O Coeficiente de correlagdo de Pearson

foi calculado entre as variaveis estudadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito das doses de vinhaca sobre as taxas de emissdo de metano e 6xido nitroso

4.1.1 Espaco poroso preenchido por agua (EPPA) e temperatura do solo

Os valores de EPPA, profundidade de 0-10 cm, variaram nos diferentes tratamentos no
primeiro e no segundo ano (Figuras 14 e 15). A densidade do solo utilizada para o calculo
desta variavel ndo apresentou variagdes entre os anos experimentais, apresentando de tal
forma um valor médio de 1,59 g m™. O EPPA médio do periodo amostrado no primeiro ano
para solo (Tsolo) foi de 59%, sendo que para o controle (300 m® ha™ de agua) (Tagua) foi de
58% e para as doses de vinhaga (150, 300 e 450 m’ ha™) (T150, T300, T450), 62, 63 ¢ 65%
respectivamente. Ja para o segundo ano, o Tsolo apresentou um EPPA médio de 68%, o
Tagua de 64% e as doses de vinhaga 70, 71, 69% respectivos a T150, T300 e T450. No
primeiro ano houve diferenca estatistica (p<0,05) entre o Tégua e Tsolo e o Tsolo com as
diferentes doses de vinhaga, T150, T300 e T450. J& no segundo ano ndo houve diferenca
(p>0,05) entre o Tsolo e T150, T300 e T450. Tal varidvel ¢ importante, j& que exerce
influéncia na atividade bioldgica, conteudo de dgua, aeracdo do solo e consequentemente na
emissdo de GEE (OLIVEIRA et al., 2013).

Tal pardmetro tem relevancia ja que a emissdo de GEE pode ocorrer quando o solo
apresenta a maior parte da porosidade ocupada por dgua (PAVEI, 2005). A mineralizagdo do
N ¢ favorecida com um EPPA em torno de 60%, além disso, tal valor dificulta a difusado de
oxigénio no solo acarretando na formagdo de ambientes anaerobicos (PARTON et al., 1996;
MERINO et al., 2001; BATEMAN; BAGGS, 2005).

Nao houve variagdes na temperatura do solo nas diferentes camadas 2, 5 ¢ 10 cm, em
ambos os anos (Figura 16). Com temperaturas médias de 22 °C no primeiro ano e 25 °C no

segundo ano.
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Figura 14 - Espago poroso preenchido agua (EPPA) durante o periodo de coleta do primeiro ano

experimental (2011).
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Figura 15- Espago poroso preenchido agua (EPPA) durante o periodo de coleta do segundo ano
experimental (2012).
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Figura 16 - Temperatura do solo a 2, 5 e 10 cm de profundidade, amostrados nos blocos

experimentais, em 2011 (A) e 2012 (B)

4.1.2 Fluxos de N-N,O

Os fluxos didrios de N,O observados no periodo experimental, 2011 e 2012, foram
positivos para todos os tratamentos (Figuras 17 e 18). No primeiro ano, as emissdes de N-N,O
provenientes do Tsolo variaram de 7,5 a 182,86 pg N-N,Om™ h”'. O Tagua apresentou
emissdes de N-N,O variando de 9,38 a 156,57 pug N-N,O m™ h™. J4 as doses de vinhaga,
T150, T300 e T450, variaram respectivamente de 19,66 a 233,04 pg N-N,O m2 h'; 79,55 a
497,78 pg N-N,O m> h' e 63,87 a 1270,62 pg N-N,O m~h". Durante todo o periodo
avaliado, a emissio média para Tsolo foi de 54,28 pug N-N,O m™ h™', enquanto que para
Tagua foi de 82,98 pg N-N,O m™ h'. Para as doses de vinhaga, T150, T300 ¢ T450, as
emissoes médias foram respectivamente, 117,48; 167,28; 239,24 ng N-N,O m>h'.

No segundo ano, as emissdes de N-N,O provenientes Tsolo variaram de 25,6 a 66,9 pg
N-N,O m™ h™. O Tagua apresentou emissdes de N-N,O variando de 15 a 79,6 pg N-N,O m™
h'. J4 T150, T300 e T450, variaram respectivamente de 15,8 a 87,5 pg N-N,O m?h';373a
80,4 pg N-N,O m™ h™' e 40 a 180,7 ug N-N,O m™ h™'. Durante todo o periodo avaliado, a
emissdo média para Tsolo foi de 45,3 pg N-N,O m™ h™', enquanto que para Tagua foi de
38,1 ug N-N,O m™ h'. Para as doses de vinhaga, T150, T300 e T450, as emissdes médias
foram respectivamente, 53,7; 54,1; 75,0 pg N-N,O m~h™'. Analisando tais resultados, é
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possivel observar emissdo mais acentuada de N-N,O nos tratamentos com aplicacdo de
vinhaca. Tal fato estd associado ao aporte de N, aplicado via vinhaca e sua influéncia na
velocidade da decomposi¢do da palha (OLIVEIRA, 2010).

Vale ressaltar que os picos de emissdo de N-N,O no primeiro dia de coleta, no
primeiro e segundo ano, podem ser resultado do chamado efeito priming, que ¢ um estimulo a
mineralizagdo da matéria organica do solo a partir da entrada de C e N como residuos
organicos (ALFAIA, 1994; ALFAIA et al, 1995; RIBEIRO, 1996;ALFAIA, 1997;
KUZYAKOV et al.; 2000) e consequente aumento da atividade microbiana (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Este efeito ¢ dependente do solo e do tipo de substrato organico
adicionado. A intensidade do efeito priming ¢ mais elevada em Latossolos (ALFAIA, 1997).
Além disso, ¢ possivel que este efeito explique a auséncia de resposta a aplicacdo de doses
crescentes de vinhaca, ja que doses pequenas de N podem aumentar os rendimentos a 90% do

rendimento maximo (VAN WAMBEKE, 1992).
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Figura 17 - Fluxo diario de N,O em area cultivada com cana-de-agucar no municipio de Piracicaba-SP
em 2011
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Figura 18 - Fluxo diario de N,O em area cultivada com cana-de-agucar no municipio de Piracicaba-SP
em 2012

Os resultados das medi¢des de N>O, no primeiro e segundo ano, revelaram diferencas
entre os tratamentos quando considerado o efeito da aplicagdo de vinhaga nas emissdes
acumulativas de N-N,O durante os 30 dias de avaliacdo (Tabela 3). Este efeito pode estar
relacionado ao fato da vinhaga ser uma fonte matéria organica prontamente decomponivel,
resultando em maior emissao de GEE (OLIVEIRA et al., 2013).

Os fluxos de N-N,O observados foram positivos, indicando, portanto, que os GEE
foram emitidos a partir do solo. No primeiro ano o Tsolo com uma emissdo média de 210,52
g N-N,O ha™ diferiu de todos os outros tratamentos (p<0,05), bem como do Tagua, com uma
emissdo média de 395,78 g N-N,O ha™ que diferiu do T450, com uma emissio de 660,05 g N-
N>O ha™. Enquanto no segundo ano o Tsolo com uma emissdo média de 253,23 g N-N,O ha
nio diferiu do Tagua (p>0,05), emissdo média de 253,55 g N-N,O ha™', mas diferiu de todos
os tratamentos com aplica¢do de vinhaga (p<0,05), tendo o T150 apresentado uma emissao
média acumulada de 306,38 g N-N,O ha™', o T300, 363,03 g N-N,O ha™' ¢ o T450, 407,35 g
N-N,O ha™. O Tagua s6 ndo diferiu do T150. Essas diferencas podem estar associadas com as

principais contribui¢des da aplica¢do de vinhaca, a oferta de N e solo anaerdbico.
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O grau de oxigenagdo do solo interfere diretamente com o processo de emissdo de
N0, e este pode ser um resultado do processo de nitrificagdo (baixa saturacdo de agua) e
desnitrificacdo (saturado com agua). De acordo com Denmead et al. (2009), o N,O produzido
no solo ¢ favorecido quando had preenchimento dos poros do solo com 4gua
(aproximadamente 80%). Isso estimula a desnitrificagdo anaerdbia, que converte NOs a N,O

através da atividade microbiana.

Tabela 3 - Fluxos acumulados de N,O em éarea cultivada com cana-de-agicar no municipio de
Piracicaba-SP em 2011 ¢ 2012

Tratamentos 2011 2012
g N-N>O ha'’

Solo 210,5 ¢ 2532 b

300 m® ha™ de 4gua 395,8 b 253,5b

150 m® ha™ de vinhaca 466,5 b 306,4 ab

300 m® ha™ de vinhaca 525,5b 363,0 a

450 m® ha™ de vinhaca 660,1 a 4073 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

As doses de vinhaca tiveram efeitos mais pronunciados sobre as emissdes
acumulativas. Isto pode estar relacionado ndo s6 a anaerobiose, mas também ao fato deste co-
produto de etanol ter baixa relagdo C/N [ 9/1 (2011) e 8/1 (2012)] (Tabela 2), facilitando a sua
decomposicdo por micro-organismos do solo (ALEXANDER, 1977; SCHULTEN;
HEMPFLING, 1992) e consequentemente aumentando os fluxos de N-N,O.

Outro fator que deve ser levado em consideragdo ¢ o EPPA, que no primeiro ano teve
média de 59% e no segundo ano de 68%. Emissdes de 6xido nitroso, dependendo das
caracteristicas do solo, sofrem estimulo com o EPPA a partir de valores entre 40-50%,
atingindo ponto maximo de emissdo entre 65-75% de saturacdo de a4gua no solo

(BOUWMAN, 1998; DALAL et al., 2003).
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4.1.3 Fluxos de C-CH,4

Os fluxos de C-CH, apresentaram valores negativos e positivos em todos os
tratamentos analisados, demonstrando a capacidade do solo de servir como fonte e sumidouro
deste GEE.

Observando os fluxos diarios no primeiro ano (Figura 19), os fluxos de C-CHy
provenientes do Tsolo variaram de -147,2 a 157,4 ug C-CH; m™ h™'. O Tagua apresentou
fluxos de C-CH4 variando de -216,8 a 46,6 ug N-N,O m™ h''. J4 as doses de vinhaga, T150,
T300 e T450, variaram respectivamente de -67,6 a 204,8 pg C-CHy4 m? h', -147,6 a
201,6 ug C-CHy m™ h™' ¢ -226,6 a 215,1 pg C-CH4 m™h™". Durante todo o periodo avaliado, o
fluxo médio para Tsolo foi de 5,7 pg C-CHs m™ h™', enquanto que para Tagua foi de -54,8 pg
C-CHs m™? h''. Para as doses de vinhaga, T150, T300 ¢ T450, os fluxos médios foram
respectivamente, 58,8; 24,7; 18,2ug C-CHy4 m>h'.

No segundo ano (Figura 20), os fluxos de C-CH4 provenientes do Tsolo variaram
de -25,1 a 113,1 pg C-CH; m™ h™'. O Tagua apresentou fluxos de C-CH, variando de
-89,5 a 81,0 ug C-CH; m™ h™'. Ja as doses de vinhaga, T150, T300 ¢ T450, variaram
respectivamente de -151,2 a 99,8 pg C-CH; m™ h', -74,5 a 126,3 pg C-CH; m™ h' e
-137,5 a 89,3 pug C-CH; m™ h™'. Durante todo o periodo avaliado, o fluxo médio para Tsolo
foi de 35ug C-CH4 m™ h™', enquanto que para Tagua foi de 9,3ug C-CH; m™ h™'. Para as
doses de vinhaga, T150, T300 e T450, os fluxos médios foram respectivamente, 23; 25;
1,8 ug C-CH; m™ h™'. De acordo com os resultados obtidos podemos afirmar que o solo atuou
ora como fonte ora como dreno de metano, contudo o processo predominante foi de emissao

deste GEE, no periodo amostrado.
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Os resultados das medicdes de CHi, no primeiro e segundo ano, revelaram
comportamentos bastante varidveis entre os tratamentos quando considerado o efeito da
aplicagdo de vinhaga nas emissdes acumulativas de C-CH4 durante os 30 dias de avalia¢ao
(Tabela 4).

Os fluxos acumulados de C-CH4 observados ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre os tratamentos (p>0,05), nem para o primeiro € nem para o segundo ano. Contudo os
fluxos obtidos foram negativos no primeiro ano e positivos no segundo. No primeiro ano os
fluxos acumulados médios foram: Tsolo (-12,1 g C-CH,4 ha™), Tagua (-129,0 g C-CH,4 ha™),
T150 (-333,9 g C-CH,4 ha™), T300 (-146,0 g C-CH4 ha™') e T450 (-97,3 g C-CH4 ha™).
Enquanto no segundo ano fluxos acumulados médios foram: Tsolo (47,5g C-CH, ha™"), Tagua
(34,0 g C-CH4 ha™), T150 (35,3 g C-CH4 ha™), T300 (37,8 g C-CH4; ha) e T450
(39,9 g C-CH,4 ha™). Isso é um indicio de que a carga de C via aplicagio de vinhaga ndo
interfere nos fluxos de C-CH4, O mesmo foi observado por Carmo et al. (2012) e Oliveira et
al. (2013).

Os fluxos de C-CH4 demonstraram a capacidade do solo de cana-de-actcar de servir
como fonte e sumidouro deste GEE, resultado este, diferente aos descritos por Weier (1999),
Denmead (2009), Zotelli (2012), Carmo et al. (2012) e Oliveira et al. (2013), em que este
GEE apresentou apenas a capacidade de atuar como sumidouro de metano.

A absor¢ao de CH4 pelo solo ¢ resultado da acdo das bactérias metanotroficas, sendo
aerdbias obrigatorias (MOSIER et al., 2004). A emissdo ou consumo de CHy4 ¢ dependente do
sistema de cultivo e das praticas relacionadas a este (MOSIER et al., 2004). Se perturbados,
através de preparo do solo, por exemplo, os microrganismos metanotréficos, podem ter sua
capacidade de oxidacdo do metano comprometida (BALL et al., 1999). Em solos agricolas, a
taxa de oxidagdo de CHy4 pode diminuir também devido a aplicacdo de adubos nitrogenados
(MOSIER et al., 1991; MAJUMDAR; MITRA, 2004), pois o amoénio inibe a oxidagdo do
CH4 no solo ao competir pela enzima monoxigenase, que exerce a funcdo de catalisar a
oxidagdo de CH; (HUSTCH et al., 1993; BOECKX et al., 1997). Solos aerados apresentam
capacidade de absorcdo de CHy, ja solos submetidos a eventos de chuva ou irrigacdo podem
apresentar micrositios de anaerobiose resultando em emissdo de metano (CORTON, et al.,
2000; ESCOBAR, 2008).

A capacidade do solo de atuar como fonte de metano estd diretamente relacionada a

acdo de micro-organismos procariotos, Archaeas metanogénicas. Este grupo microbiano em
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condi¢des de anaerobiose tem a capacidade de catabolizar acetato e compostos de carbono em

metano (LEIGH et al.,2011).

Tabela 4 - Fluxos acumulados de CH4 em 4rea cultivada com cana-de-aciicar no municipio de
Piracicaba-SP em 2011 ¢ 2012

Tratamentos 2011 2012
g C-CH, ha!

Solo -12,1 a 47,5 a

300 m*ha™ de agua -129,0 a 34,0a

150 m* ha™ de vinhaca -3339a 353a

300 m*ha™ de vinhaca -146,0 a 378 a

450 m*ha™ de vinhaca 973 a 399 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
4.1.4 Conversao dos fluxos de N-N,O e C-CH4 em CO; equivalente (CO,eq)

Na Tabela 5 pode ser observado a conversao dos fluxos de N,O e CH4 em COseq, para
cada um dos tratamentos. Tal medida ¢ baseada nos respectivos potenciais de aquecimento
global. O N,O tem um PAG 298 vezes superior ao CO, (ADDISCOTT, 2004). J4 o do CH4 ¢
25 vezes maior que o do CO, (IPCC, 2007).

O Tsolo no primeiro ano experimental emitiu 98,18 kg de COseq ha™, considerando
um periodo de 30 dias. Ja o Tagua foi responséavel por uma emissdo de 181,04 kg de CO,eq
ha’, enquanto as doses de vinhaga emitiram 207,35; 241,24; 305,85 kg de COeq ha’,
respectivamente para T150, T300 e T450.

No segundo ano houve reducao destes valores (Tabela 6), de forma que o Tsolo emitiu
120,17 kg de COseq ha™', o Tagua 119,87 kg de COzeq ha™ e as doses de vinhaga 144,65,
171,26 e 192,02 kg de CO,eq ha™, respectivamente para T150, T300 e T450. A emissio total
de GEE ¢ resultado da somatoéria dos fluxos de C-CO,, N-N,O e C-CHy, entretanto, quando se
trata de setor sucroenergético e decomposi¢do de vinhaga, os fluxos de C-CO, ndo sao
considerados devido a reassimilagdo deste GEE por meio de fotossintese pela cultura da cana-

de-agucar (CERRI et al., 2004).
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Tratamentos CO,eq (N;0) CO,eq (CHy) CO,eq Total
kg ha

Solo 98,58 -0,40 98,18

300 m® ha™ de 4gua 185,34 -4,30 181,04

150 m® ha™ de vinhaca 218,48 -11,13 207,35

300 m® ha™ de vinhaca 246,11 -4,87 241,24

450 m® ha™' de vinhaca 309,09 -3,24 305,85

Tabela 6 -Conversdo dos fluxos de N,O e CHsem CO; equivalente do segundo ano experimental

Tratamentos CO,eq (N20) CO,eq (CHy) CO,eq Total
kg ha

Solo 118,58 1,58 120,17

300 m® ha™ de 4gua 118,74 1,13 119,87

150 m® ha " de vinhaca 143,47 1,18 144,65

300 m® ha™ de vinhaca 170,00 1,26 171,26

450 m® ha™ de vinhaca 190,76 1,33 192,08

A conversdo de COjeq baseada no potencial de aquecimento global, apesar de

largamente utilizada na apresentacdo das emissodes totais dos GEE e assegurar a transparéncia

da informacdo, tem sido questionada pelo fato de ndo se saber se ela representa

adequadamente a importancia relativa dos diferentes GEE a mudanga do clima (BRASIL,

2010). A AR4 tem analisado alternativas métricas ao uso de PAG, sendo que o Quinto

Relatorio do IPCC (ARS) devera examinar profundamente tais métricas (BRASIL, 2010).

4.1.5 Fator de emissdo de N,O devido a aplicacido de vinhaca no solo

O fator de emissdo ¢ um numero que relaciona a quantidade de poluentes emitidos

para a atmosfera com uma atividade potencialmente poluidora. Este fator pode ser avaliado

partindo da quantidade de N-N,O emitida, em funcdo da dose de N aplicada no solo, via

fertilizantes nitrogenados (BOUWMAN,1996) e vinhaca (OLIVEIRA, 2010; ZOTELLI,

2012). Tal fator ¢ utilizado nas preparagdes de inventdrios de gases do efeito estufa (IPCC,

1997).
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O fator de emissdo do presente estudo foi calculado apenas para a dose de 300 m’ ha™
de vinhaga, devido & necessidade de um tratamento controle de 300 m® ha" de agua. Para o
calculo foi utilizada a integracdo das emissdes de N-N,O para os respectivos tratamentos.
Ap6s isto, o fluxo de N-N,O do controle foi subtraido do fluxo de N-N,O respectivo ao
tratamento com aplicagdo de vinhaga. Foi considerado, como citado anteriormente, a
quantidade de vinhaga aplicada de 300 m® ha™ e o teor de N contido na vinhaga, 0,57 g L' no
primeiro ano e 0,54 g L™ no segundo ano. Ou seja, no primeiro ano foi aplicado via vinhaga
171 kg de N de ha™', enquanto no segundo ano a dose foi de 162 kg de N ha™, tais quantidades
de N sao bastante elevadas.

Baseado no exposto acima, os fatores de emissdao foram de 0,08% para o primeiro ano
e 0,07% para o segundo ano, valores estes muito inferiores ao valor genérico proposto pelo
IPCC que considera que 1% do N aplicado no solo, seja forma mineral ou organica ¢ emitido
como N-N,O. O mesmo pode ser observado em Oliveira et al. (2013), que obteve fator de
emissdo via aplicacdo de vinhaca de 0,44%. Diferentemente de Zotelli (2012) que obteve para
a aplicagdo deste residuo organico fatores de emissdo de 1,27% e 3,45%.

O estudo de um unico fator de emissdo ndo ¢ aconselhavel, pois as emissdes de N,O
diferem muito em funcdo do tipo de fertilizante, tipo de solo, etc (BOECKX; VAN
CLEEMPUT, 2001; SNYDER et al., 2009). A maioria dos resultados obtidos em diversos
estudos (DOBBIE; SMITH, 2003; ROCHETTE et al., 2004; JANTALIA, et al.,2008)
demonstram a magnitude do fator de emissao proposto pelo IPCC. Devido a imensa faixa de
valores de fator de emissdo para fontes de N aplicadas ao solo, torna-se dificil a comparagao

entre estudos e a possivel defini¢do de um valor referéncia.

4.2 Efeito das doses de vinhaca sobre a comunidade microbiana do solo

4.2.1 Extracao de DNA

O DNA das amostras ambientais foi extraido com sucesso, apresentando Otima
qualidade e quantidade, cujas concentragdes para cada amostra variaram em torno de 30 a

60 ng uL™' (Figura 21).
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Figura 21 - Gel de agarose resultante da extracdo do DNA gendomico das amostras ambientais. Padrdao
molecular: 100 pb

4.2.2 PCR quantitativo em tempo-real (QPCR)

4.2.2.1 Analise da abundincia da comunidade bacteriana do solo

As curvas-padriio foram feitas a partir de dilui¢des em série do gene 16S rRNA, de 10°
a 10* copias do gene pL™'. Estas foram feitas para cada um dos tempos de coleta e para cada
ponto de diluicdo foram feitas trés repeticdes. A Figura 22 mostra que as curvas geradas
apresentaram Otimos coeficientes de correlagdo (R*>0,99), o que ¢ essencial j4 que as mesmas
sdo usadas para interpolar os dados obtidos e determinar o nimero de copias do gene-alvo
presente em cada amostra analisada. Outro fator relevante ¢ o pico na curva de melting, pois
este demonstra a especificidade do primer na reacdo. Isso porque segmentos de DNA com
composi¢des nucleotidicas distintas apresentam diferentes picos, de modo que a presenca de
um unico pico indica que todos os amplicons gerados se referem ao mesmo segmento de

DNA.
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Figura 22 - qPCR: (A) Curva padrdo desenvolvida para a quantificacdo do gene 16S rRNA e (B) curva
de melting das amplificagdes do gene 16S rRNA

Os dados de qPCR mostraram diferencas significativas (p<0,05) no numero de copias
do gene 16S rRNA de bactérias em resposta a adi¢do de vinhaga no primeiro ano, sendo que o
residuo levou a um aumento na abundancia destes micro-organismos no solo. Contudo, no
segundo ano essa diferenca ndo foi significativa (p>0,05) (Tabela 7), de modo que esse
estimulo ao crescimento bacteriano ndo foi observado. Um fato que poderia explicar esse
fendomeno ¢ a ocorréncia de precipitacdo no dia da aplicacdo dos tratamentos no segundo ano.
Esta pode ter provocado a dilui¢do das doses de vinhaga aplicadas, eliminando assim o efeito
das maiores concentragdes de nutrientes do residuo capazes de promover a multiplicagao
microbiana. No primeiro ano a abundancia do gene no Tsolo foi de 2,26x10® copias do gene

g solo, no Tagua foi de 1,98 x10°® copias do gene g solo, ja nas doses de vinhaga, as
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abundancias foram de 2,75x10°, 2,00x10°, 2,97x10° copias do gene g'1 solo, respectivamente
para os T150, T300 e T450. No segundo ano a abundéncia do gene no Tsolo foi de 6,91 x10°
copias do gene g solo, no Tagua foi de 6,57 x10° copias do gene g solo, j4 nas doses de
vinhaga, as abundancias foram de 7,57x10°, 7,15x10°, 7,57x10° copias do gene g'l solo,
respectivamente para os T150, T300 e T450.

Apesar da importancia dos micro-organismos do solo na realizacdo de processos ainda
ndo ¢ bem estipulado como mudangas no habitat interferem nas comunidades e suas func¢des
(BERTHRONG et al., 2009). Mudangas na forma de manejo, na maioria das vezes sao
acompanhadas por alteracdes caracteristicas do solo como pH, umidade e disponibilidade de
nutrientes, sendo que tais alteragdes influenciam as comunidades microbianas do solo (HE et

al., 2012; KURAMAE et al., 2012).

Tabela 7 -Quantificagdo do gene 16S rRNA, comunidade total de bactéria, em solo com aplicagdo de
diferentes doses de vinhaga

Tratamentos 2011 2012
cépias de genes g solo

Solo 2,26E+08 b 6,91E+09 a

300 m® ha™ de 4gua 1,98E+08 b 6,57E+09 a

150 m® ha™ de vinhaga 2,75E+09 a 7,57E+09 a

300 m® ha™ de vinhaca 2,00E+09 a 7,15E+09 a

450 m® ha™' de vinhaca 2,97E+09 a 7,57E+09 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
4.2.2.2 Comunidade desnitrificante

As Figuras 23 e 24 mostram que as curvas padrdes geradas, para os genes de potencial
de desnitrificagio apresentaram 6timos coeficientes de correlagdo (R*>0,99), e eficiéncia de
90,73 % para o gene nirk e 66,41% para o gene nosZ.

Nao foram observadas diferengas significativas em nenhum dos anos experimentais no
potencial de desnitrificagdo (p>0,05) para gene nirK (Tabela 8), normalmente utilizado como
indicador bioldgico de emissdo de N,O. Estes dados indicam que a vinhaca, embora capaz de
aumentar a abundancia total de bactérias do solo, ndo tem qualquer efeito sobre o gene nirk.

No primeiro ano a abundancia do gene no Tsolo foi de 1,68x10° copias do gene g
solo, no Tagua foi de 1,57x10° copias do gene g’ solo, j4 nas doses de vinhaga, as

abundancias foram de 2,21x10°, 1,86x10°, 2,38x10° copias do gene g'1 solo, respectivamente
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para as doses de T150, T300 e T450. No segundo ano a abundancia do gene no Tsolo foi de
8,40x10° copias do gene g solo, no Tagua foi de 7,65x10° copias do gene g solo, ja nas
doses de vinhacga, as abundancias foram de 9,26x10°%, 8,69x10%, 9,35x10° copias do gene g'1
solo, respectivamente para os T150, T300 e T450. E interessante considerar que nem todos os
organismos desnitrificantes presentes em um determinado ambiente devem obrigatoriamente
contribuir para o processo de emissdo de N,O, e que mudangas nas condi¢des ambientais
podem resultar em alteragdes de composi¢do e abundancia dos desnitrificantes ativos,

independente da comunidade total (WERTZ, et al., 2006).
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Figura 23 - qPCR: (A) Curva padrdo desenvolvida para a quantificacdo do gene nirK e (B) Curva de
melting das amplificacdes do gene nirk
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Tabela 8 -Quantificacdo do gene nirK, potencial de desnitrificacdo, em solo com aplicacdo de
diferentes doses de vinhaga

Tratamentos 2011 2012
cépias de genes g solo

Solo 1,68E+06 a 8,40E+08 a

300 m® ha™ de 4gua 1,57E+06 a 7,65E+08 a

150 m® ha™ de vinhaca 2,21E+06 a 9,26E+08 a

300 m® ha™ de vinhaca 1,86E+06 a 8,69E+08 a

450 m® ha™' de vinhaca 2,38E+06 a 9,35E+08 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Diferentemente do gene nirK, o gene nosZ, também considerado indicador do
potencial de desnitrificacdo do solo, apresentou diferencas significativas (p<0,05) nos dois
anos experimentais (Tabela 9). Vale ressaltar que a resposta do gene nosZ a adigdo de
vinhaga, no primeiro ano, foi apenas para a dose maxima, diferente do segundo ano que tal
gene respondeu significativamente as trés diferentes doses.

No primeiro ano a abundancia do gene no Tsolo foi de 2,29 x10” copias do gene g
solo, no Tagua foi de 2,74x10" copias do gene g solo, j4 nas doses de vinhaca, as
abundancias foram de 4,85x10’, 5,50x10’, 6,43x10’ copias do gene g'1 solo, respectivamente
para as doses de T150, T300 e T450 m® ha™'de vinhaga. No segundo ano a abundéncia do gene
no Tsolo foi de 6,61x10” copias do gene g solo, no Tagua foi de 5,71x10” copias do gene g
solo, ja nas doses de vinhaga, as abundancias foram de 1,06 x10®, 1,06x10%, 1,21x10° copias

do gene g™ solo, respectivamente para as doses de T150, T300 ¢ T450.
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Figura 24 - qPCR: (A) Curva padrdo desenvolvida para a quantificagdo do gene nosZ e (B) Curva de
melting das amplificacdes do gene nosZ

Tabela 9 - Quantificagdo do gene nosZ, potencial de desnitrificagdo, em solo com aplicagdo de
diferentes doses de vinhaga

Tratamentos 2011 2012
copias de genes g solo

Solo 2,29E+07 ¢ 6,61E+07 b

300 m® ha™ de 4gua 2,74E+07 be 5,71E+07 b

150 m® ha™ de vinhaga 4,85E+07 abc 1,06E+08 a

300 m® ha™' de vinhaca 5,50E+07 ab 1,06E+08 a

450 m® ha™' de vinhaca 6,43E+07 a 1,21E+08 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Desnitrificac¢do e nitrificacdo sdo processos bioldgicos que tém causado emissdes de
N2O dos solos agricolas. No entanto, a desnitrificagdo foi postulada como o processo
dominante responsavel pela emissdo deste GEE em solos agricolas (AULAKH et al., 1984)
particularmente sob condi¢des de alta umidade do solo (MATHIEU et al., 2006).

4.2.2.3 Comunidade metanogénica

No presente estudo, para quantificar a abundancia do gene mcrA foram geradas curvas
padrdes (FIGURA 25) que apresentaram Otimos coeficientes de correlagio (R*>0,99), e
eficiéncia de 65,44%.

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre o solo e os demais
tratamentos (Tabela 10) no primeiro ano, sugerindo que o gene mcrA é muito mais
relacionado a umidade do solo do que a conteudo organico aplicado via vinhaga. Ressaltando
que a falta de oxigénio, juntamente com a quantidade de matéria organica, cria um ambiente
ideal para varios grupos de organismos anaerdbicos, como metanogénicos (DAR et al., 2008).
J& no segundo ano, ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os
tratamentos (Tabela 10). No primeiro ano a abundéncia do gene no Tsolo foi de 1,27x10’
copias do gene g solo, no Tagua foi de 5,09x10” copias do gene g solo, ja nas doses de
vinhaga, as abundancias foram de 5,03x107, 1,74x107, 3,06x10’ copias do gene g'l solo,
respectivamente para as doses de T150, T300 e T450. No segundo ano a abundéancia do gene
no Tsolo foi de 4,12x10° copias do gene g solo, no Tagua foi de 1,12x10° copias do gene g
solo, ja nas doses de vinhaga, as abundancias foram de 2,02x10°, 1,35x10°, 1,47x10° copias

do gene g™ solo, respectivamente para as doses de T150, T300 e T450.
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Figura 25 - qPCR: (A) Curva padrdo desenvolvida para a quantificacdo do gene mcrde (B) Curva de
melting das amplificacdes do gene mcrA

Tabela 10 - Quantificacdo do gene mcrAd , archaeas metanogénicas, em solo com aplicagdo de
diferentes doses de vinhaga

Tratamentos 2011 2012
copias de genes g solo

Solo 1,27E+07 b 4,12E+05 a

300 m® ha™ de 4gua 5,09E+07 a 1,12E+05 a

150 m® ha™ de vinhaga 5,03E+07 a 2,01E+05 a

300 m® ha™' de vinhaca 1,74E+07 ab 1,35E+05 a

450 m® ha™' de vinhaca 3,06E+07 ab 1,47E+05 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5. CORRELACOES DAS VARIAVEIS BIOLOGICAS COM AS VARIAVEIS
AMBIENTAIS

As variaveis bioldgicas foram correlacionadas as varidveis ambientais resultando em
diversas correlagdes significativas (p<0,05) (Tabela 10). Houve correlagdo negativa entre N,O
e a relacdo C/N do solo. Isto pode estar associado ao fato de que a presenca de palha na
superficie do solo pode facilitar o processo de imobilizagdo do nitrogénio, devido a elevada
relacdo C/N reduzindo assim as reacdes de desnitrificacdo e consequentes emissdes de N,O
(SIGNOR, 2010).

O CHy4 teve correlagdo positiva com EPPA e com o teor de carbono do solo. Tal
correlacdo pode ser justificada pelo fato de que este GEE pode ser produzido ou consumido
de acordo com a aeragdo do solo e sua disponibilidade de carbono orgénico dissolvido (LI,
2007).

O gene nirK correlacionou-se negativamente com relacdo C/N; tal correlacdo, como ja
citada anteriormente deve-se ao fato de o processo de imobilizagdo de N ser facilitado pela
elevada relagdo C/N e consequente reducdo do potencial de desnitrificacao.

O gene mcrA teve correlacdo positiva com EPPA e negativa com relagao C/N, tal
correlacdo demonstra a associacdo destes micro-organismos com a aera¢do do solo, a
decomposi¢ao de matéria organica e atividades geoquimicas (ZINDER, 1998).

O gene nosZ teve correlagdo positiva com a umidade, facilmente justificavel pelo fato
de que os micro-organismos desnitrificantes sdo em sua maioria anaerdobios.

E importante ressaltar que ndo houve correlagio entre as emissdes de N-N,O e os
genes de potencial de desnitrificagdo, assim como as emissdes de C-CH4 e o gene mcrA.
Possivelmente este fato deve estar associado a sensibilidade das comunidades microbianas em
responder as variagdes de temperatura e umidade do solo, principalmente entre os anos

experimentais.
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Tabela 11 — Correlacdo de Pearson para as variaveis analisadas.

N,O CHy; 16SrRNA nirK mcrA nosZ Umidade EPPA N% C% Relacio C/N

N,O -

CH,4 049 -

16S rRNA 0,01 0,66 -

nirK 0,53 0,34 0,05 -

mcrA 0,20 0,71 0,52 0,76 -

nosZ 0,01 0,62 0,01 0,01 0,29 -

Umidade 0,12 0,16 0,44 0,28 0,20 0,87* -

EPPA 0,01 0,88* 0,01 0,04 091* 0,01 0,39 -

N% 0,12 0,21 0,12 0,55 0,19 0,34 0,85 0,09 -
C% 0,10 0,84* 0,29 0,62 042 0,32 0,57 0,16 0,01 -

Relacdo C/N  0,82* 0,70 0,50 0,85* 0,78*% 0,44 0,29 0,70 0,2 0,19 -
Legenda - ** e *, significativo a 1 e 5%.
WEFPS — espago poroso preenchido por agua

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam a hipdtese de que a aplicacdo de vinhaga ao solo
aumenta a disponibilidade de nitrogénio (N) e carbono (C) para a microbiota endémica e que,
portanto, ¢ capaz de provocar alteragdes nos ciclos biogeoquimicos de tais elementos e sobre
a comunidade de bactérias desnitrificantes e metanogénicas do solo.

A aplicagdo de vinhaca no solo proporciona aumento nas emissdes de N-N,O,
contudo, o fator de emissdo ¢ baixo, o que indica que pouco do N aplicado via vinhaga ¢
perdido na forma de gés. Além disto, a utilizacdo deste co-produto, mesmo em doses elevadas
ndo estimula a emissdo de C-CH,4, Portanto a aplicagdo de vinhaga ao solo como fertirrigagao
¢ uma otima forma de destino as elevadas quantidades produzidas pelo setor sucroenergético,
considerando sua contribui¢do no efeito estufa.

A utiliza¢do da vinhaga como fertilizante do solo, em areas de cana-de-aglicar sem
queima, modelo sustentdvel para a producdo de cana de agucar, aumenta significativamente o
total de bactérias no solo e a atividade do gene nosZ, que € responsavel pela redugdo de N,O a
N, considerado um gas inerte que ndo agrava o efeito estufa. Em outras palavras a aplicagdo
de vinhaca estimulou apenas os genes com func¢ao mitigadora de GEE.

Enfim ¢ importante que estudos continuem sendo feitos na busca de uma compreensao
das complexas dindmicas do C e do N durante o processo de decomposi¢do de co-produtos
agricolas, como a vinhaca. Uma compreensdo mais detalhada e precisa poderia ser feita a
partir do uso de isotopos °N e °C aplicados a estudos sobre dindmica desses elementos,

associados as atividades microbianas no solo.
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