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RESUMO

OLIVEIRA, Wemerson de Castro. D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de
2016. Caracterizacao de microrganismos e sucessao da comunidade microbiana em
silagem de cana-de-acgicar. Orientador Hilario Cuquetto Mantovani. Coorientador:
Odilon Gomes Pereira.

Em paises de clima tropical, a silagem de cana-de-acticar tem sido preconizada para uso
na alimentacdo de ruminantes. No entanto, a cana-de-agicar ensilada pode ter a
qualidade diminuida devido a presenca de microrganismos indesejiveis, como as
leveduras. O interesse em compreender a dindmica da sucessdo microbiana durante a
fermentacdo da cana-de-agucar estd relacionado com as perdas nutricionais associadas
com a fermentagdo alcodlica causada pelas leveduras. Neste estudo, foram isoladas e
caracterizadas 99 culturas de leveduras e 164 culturas de bactérias obtidas da cana in
natura e da silagem de cana-de-acticar obtidas em diferentes tempos de fermentacdo (1,
3,7, 14, 21 e 28 dias). Além disso, a andlise da composicao da comunidade bacteriana e
fingica da silagem de cana-de agucar foi realizada utilizando a técnica de PCR-DGGE.
Foram identificadas dez espécies de leveduras pertencentes aos géneros Candida,
Pichia, Meyerozyma e Torulaspora. As espécies Pichia kudriavzevii e Candida
glabrata foram abundantes em todos os periodos de fermentacgao, representando 45% e
29% do numero total de leveduras isoladas, respectivamente. Também foram
identificados isolados bacterianos pertencentes a 21 géneros diferentes, incluindo
bactérias do dcido lactico e bactérias aerdbias. O género Weissella foi o mais abundante
nos primeiros dias de fermentacdo, representando 34,7% dos isolados da cana-de-
acuicar, enquanto o género Lactobacillus predominou na fase mais tardia da
fermentacdo, com 22,9% dos isolados. Sessenta e nove isolados inibiram o crescimento
de Listeria monocytogenes in vitro e, dentre estes, 18 inibiram ao mesmo tempo L.
monocytogenes, Escherichia coli e Bacillus subtilis. A andlise da diversidade genética
da comunidade bacteriana das amostras avaliadas indicou diferencas entre a cana in
natura e a silagem ap6s 28 dias de fermentagcdo. O indice de riqueza de espécies do
Dominio Bacteria reduziu 34,5% e 27,6% no grupo de leveduras apds 28 dias de
fermentagdo. Entretanto, os indices de diversidade foram semelhantes entre os periodos

de fermentagdo avaliados. A andlise de diversidade de Firmicutes e y-Proteobacteria,
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indicou aumento de 40% na riqueza de membros do filo Firmicutes apds 28 dias de
fermentacdo e reducdo de 38,1% de representantes da Classe y-Proteobacteria. A
avaliacdo da composi¢cdo da microbiota da silagem de cana-de-agicar indicou o
predominio de algumas espécies de bactérias e leveduras durante a ensilage que poderao
ser utilizadas como alvos para o desenvolvimento de aditivos visando melhorar a

qualidade nutricional da silagem de cana-de-agucar.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Wemerson de Castro. D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2016. Characterization of microorganisms and microbial community succession in
sugarcane silage. Adviser: Hildrio Cuquetto Mantovani. Co-adviser: Odilon Gomes
Pereira.

In tropical countries, sugarcane silage has been recommended for use in ruminant feed.
However, the ensiled sugarcane can have a diminished quality due to the presence of
unwanted microorganisms, such as yeasts. The interest in studying the microbial
diversity and the dynamics of the microbial succession during sugarcane fermentation is
related to nutrient losses associated with alcoholic fermentation caused by yeasts. In this
study, we identified 99 yeast cultures and 164 bacterial cultures from silage of
sugarcane, in different fermentation times (1, 3, 7, 14, 21 and 28 days). Furthermore,
analysis of the bacterial community was performed using PCR-DGGE. Ten species of
yeasts belonging to the genera Candida, Pichia, Meyerozyma or Torulaspora were
identified. The species Pichia kudriavzevii and Candida glabrata were abundant in all
sampling times, representing 45% and 29% of the total number of yeasts, respectively.
Bacterial isolates belonging to 21 different genera were identified, including lactic acid
bacteria and aerobic bacteria. The Weissella genus represented 34.7% of the bacterial
population isolated in the first days of fermentation, while the genus Lactobacillus was
prevalent in the later stages of silage, accounting for 22.9% of the isolates. Sixty-nine
isolates inhibited the growth of Listeria monocytogenes in vitro and, among these
isolates, 18 also inhibited Escherichia coli and Bacillus subtilis. Analysis of the
bacterial communities showed a difference in diversity indices between fresh and 28-
days fermented ensiled sugarcane. A reduction of 34% in culturable bacteria and 27.6%
of the yeasts was observed after 28 days of fermentation. However, the diversity indices
were similar in both fermentation times. Diversity analysis indicated an increase of 40%
in the members of the phylum Firmicutes after 28 days of fermentation, while
representants of the Class y-Proteobacteria, reduced 38.1% during the ensiling process.
Determining the composition on the sugarcane silage microbiota indicated the
predominance of some species of bacteria and yeast that can be used as targets for the

development of additives to improve the nutritional quality of the sugarcane silage .



INTRODUCAO GERAL

A importancia da cana-de-agticar (Saccharum officinarum L.), como cultura, é
evidenciada pela historia, visto que antes do século XIX, o Brasil ja era mencionado
como o maior produtor mundial de agicar. As vdrias transformagdes no setor
sucroalcooleiro, explicam em parte a grande expansdo da cultura. Além disso, a cana-
de-aguicar, também tem tido grande importincia na utiliza¢do em dietas para bovinos,
visto que, apesar das limitagdes oferecidas por esta cultura, resultados positivos na
produtividade animal podem ser obtidos quando sao utilizadas estratégias alimentares
adequadas. As tradi¢des de cultivo, os baixos custos por unidade de matéria seca (MS)
produzida, alta produtividade por area, facilidades no estabelecimento € manejo da
cultura, a preservacdo do valor nutritivo apds a maturagao, maior disponibilidade nos
periodos de escassez de forragens nas pastagens, e flexibilidade no plantio e corte,
representam as grandes vantagens da utilizacdo da cana-de-acgicar em dietas de
ruminantes.

A cana-de-agicar € tradicionalmente utilizada na forma in natura, sendo
fornecida diariamente para os animais. Porém em escala de alta producao, a logistica
operacional com colheita didria torna-se um grande entrave para o setor devido a
necessidade de mao-de-obra didria para a realizacdo dos cortes, despalhamento,
trituracdo e transporte da forrageira. A ensilagem da cana-de-acticar surge como uma
alternativa para contornar os empecilhos relacionados a utilizacdo deste recurso
forrageiro na forma in natura, além disto, em casos de ocorréncia de incéndios
acidentais ou geadas nos canaviais, torna-se necessdrio o armazenamento imediato da
cultura, pois o valor nutritivo desta forrageira é comprometido pelo processo de
conversdo da sacarose.

Geralmente, os microrganismos existentes em maior nimero nas plantas
forrageiras sdo as enterobactérias, as leveduras e os fungos, que competem com
lactobacilos pelos agucares durante a ensilagem, sendo considerados indesejdveis.
Assim, o alto teor de carboidratos soliiveis na cana-de-actcar e a grande populacio de
leveduras epifitas, levam a fermentagao alcodlica na qual ocorre a conversdao dos
acticares em CO,, dgua e etanol, resultando na reducdo de carboidratos soldveis,
baixos teores de dcido lactico e acético e aumento nos teores de componentes fibrosos

nas silagens.



O principal foco dos estudos com silagem de cana-de-agicar € a busca de
aditivos que inibam a fermentagdo alcodlica da forragem visando a reducio de perdas
nutricionais do material ensilado. A utiliza¢do de aditivos quimicos e biolégicos tem
apresentado resultados controversos e os seus mecanismos de agdo ndo estdo
claramente elucidados. A adicdo de um inoculante microbiano no processo de
ensilagem visa estimular o crescimento de bactérias produtoras de 4cido l4ctico, a fim
destas dominarem a fermentacdo, produzindo uma silagem de boa qualidade. De
forma geral, tem o objetivo de inibir o crescimento de microrganismos aerdbios, que
estdo associados com a instabilidade aerdbia, inibir o crescimento de organismos
anaerdbios indesejdveis como enterobactérias e clostrideos, inibir a atividade de
proteases e desaminases da planta e de microrganismos, bem como adicionar
microrganismos benéficos para dominar a fermenta¢do, formar produtos finais
benéficos para estimular o consumo e a produ¢do do animal e melhorar a recuperacao
de matéria seca da forragem conservada.

Para obter um resultado eficiente do aditivo microbiolégico na silagem de cana-
de-agucar, é necessario também conhecer de forma mais aprofundada e detalhada o
processo de fermentacao. Entender a diversidade, a sucessao das espécies e a interacao
entre os microrganismos ao longo do periodo de fermentacdo permite uma melhor
compreensdo do processo para uma intervencdo mais eficiente da fermentacdo de
microrganismos indesejaveis. O conhecimento do ecossistema e da microbiota
presente durante o processo fermentativo da cana-de-acticar ensilada pode
proporcionar grandes avancos nos estudos com aditivos bioldgicos para a melhoria e
conservagado da silagem.

Neste aspecto, as técnicas moleculares, principalmente as independentes de
cultivo, t€ém contribuido para o conhecimento da diversidade desses microrganismos e
do potencial biotecnolégico das comunidades microbianas e processos ainda nao
explorados, como por exemplo, o perfil e a diversidade de microrganimos presentes na
cana-de-acicar e na sua forma fermentada (silagem) que ainda ndo sdo bem
caracterizados.

A maioria das técnicas moleculares aplicadas a microbiologia de silagens baseia-
se na metodologia da PCR para fazer cépias de uma por¢do do DNA dos
microrganimos. Esta andlise permite tanto identificar e quantificar espécies quanto
realizar estudos de andlise de comunidade. A partir de técnicas como essa, novas
espécies de bactérias e fungos vém sendo reveladas durante as fases de

armazenamento e pds-abertura da silagem de cana-de-acicar. Considerando que as
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técnicas de isolamento normalmente utilizadas para avaliar a comunidade microbiana
ndo permitem o estudo de microrganismos ndo cultivdveis, ocorre uma restricdo do
estudo somente a grupos j4 conhecidos. Nos ultimos anos, vdrias técnicas para
caracterizacdo da composicdo de comunidades microbianas tem sido utilizadas para
investigar a sucessido de microrganismos durante processos fermentativos, no entanto,
em estudos de silagens o uso dessas técnicas ainda € limitado.

Neste trabalho, os objetivos foram (I) enumerar a populacdo microbiana,
bactérias e leveduras, ao longo do periodo de fermentacdo da silagem de cana-de-
acucar; (II) isolar, identificar e caracterizar a diversidade e o perfil fermentativo das
leveduras predominantes durante o processo de ensilagem; (III) caracterizar
fisiologicamente e fenotipicamente os microrganismos cultivavéis; (IV) investigar a
microbiota presente na cana-de-acicar e a sucessdo microbiana ao longo da

fermentacgao utilizando técnicas moleculares.
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REVISAO DE LITERATURA

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, sendo que a
maioria dos animais € alimentada com dietas a base de forragens (Silva, 2011). A
disponibilidade das pastagens tropicais sofre interferéncia das altera¢des climaticas ao
longo do ano. No periodo das secas ocorre uma reducdo do crescimento das plantas
(Ferrari Junior et al., 2009), e uma diminui¢do do valor nutricional das forragens. Dessa
maneira, a silagem tem sido utilizada como estratégia para garantir o suprimento de
forragens de boa qualidade nutricional ao longo do ano (Pereira e Santos, 2006).

A silagem € o produto final da fermentacdo da massa de forragem na auséncia de
oxigénio, realizada por bactérias que consomem, principalmente, os carboidratos
soliveis em dgua disponiveis nas plantas produzindo 4cidos organicos, principalmente,
acido lactico que reduz o pH da silagem até valores préximos de quatro, inibindo a ag¢do
de enzimas hidroliticas e de microrganismos patogénicos e deterioradores capazes de
promover a deterioracdo da silagem (Holzer et al., 2003; Ennahar et al., 2003; Ferrari
Junior et al., 2009).

O processo de fermentacdao durante a ensilagem € promovido pela microbiota
epifita ou por microrganismos inoculantes aplicados com o intuito de aumentar a
eficiéncia da fermentacdo. Essa eficiéncia é determinada pela quantidade e tipo de
microrganismos presentes no silo, bem como pelo teor de matéria seca, capacidade
tamponante e teor de carboidratos soltveis da forragem (McDonald et al., 1991).

O processo de fermentacdo € de fundamental importincia para determinar a
qualidade da silagem e pode ser influenciado por varios fatores, incluindo pH, poder
tampao, temperatura, populacdo bacteriana, conteido de carboidratos soltiveis, matéria
seca, nitrogénio, hemicelulose e volume de ar por volume de forragem (Woolford,
1984). No que se refere a forrageira, esta deve apresentar nivel adequado de substratos
fermentdveis sob a forma de carboidratos soldveis, baixa capacidade tamponante, teor
de matéria seca acima de 20% e estrutura fisica que permita boa compactaciao no silo
(McDonald et al., 1991).

A fermentagdo da silagem € divididas em etapas, sendo reconhecidas pelo menos
cinco fases que caracterizam as principais mudancas bioquimicas, fisico-quimicas e
microbioldgicas da silagem. A fase inicial considera o final da respiracao das células da
planta, a produgdo de calor e de di6xido de carbono. Essa fase € importante para o

estdgio da produgdo do 4cido acético e de reducdo do pH da forragem. No entanto, a



medida que o pH reduz, bactérias de acido acético diminuem rapidamente (Harris,
1984). As fases 2 e 3 sdo caracterizadas pelo inicio da formagdo de 4cido lactico. A
fixacdo da forragem e o aumento da taxa de infiltracdo ocorrem nos primeiros dias de

ensilagem, com o seu auge nos 4° e 5° dias (Figura 1).

Fased Estocagem
6° dia 7-21° dia Apobs 21° dia
Acucar
Mudanca + Condigdo estavel

quimica

dolactico | ACIDO LACTIcO | 2t€3exposicaoda
do acético Acido acético silagemao
tanol Etanol oxigenio

co, co,

Oxigénio

Crescimento
microbiano Bactérias Bactérias do
aerébias acido acético

Bactériasdo
acido lactico

>4,0

Figura 1: Etapas da fermentacdo da silagem. Fonte: adaptado de Harris (1984).

A formagdo de 4cido acético e lactico, assim como a presenca de amonia e
aminas, t€m influéncia sobre o pH do processo de ensilagem e estdo relacionados com o
pH da forragem fermentada. E necessério que o pH da massa ensilada esteja entre 3,5 e
4,5 para o armazenamento de uma boa silagem (Harris, 1984).

O sucesso da confeccao da silagem é determinado durante a fase 4, que
geralmente comeca apds 3 a 5 dias de ensilagem e requer de 15 a 20 dias para a sua
conclusdo. Nessa fase, ocorre aumento gradual no teor de 4cido lactico, que acidifica o
meio (pH 3,8 a 4,2), o suficiente para cessar a acdo bacteriana (Harris, 1984). A fase 5
representa a manutencdo da qualidade ao longo de um periodo de tempo indefinido.
Para que a silagem se mantenha constante durante todo o tempo de armazenamento, é
necessdria a producdo suficiente de acido acético e lactico nas primeiras quatro fases.
No entanto, quantidades insuficientes de &4cidos conduzem a um aumento da

decomposicao, que reduz a palatabilidade e causa uma possivel deterioracao (Figura 1).
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A cana-de-acticar € um alimento desbalanceado e possui baixo teor de proteina
(valor médio de 3,8%), alto teor de acucar e alta propor¢do de fibra com baixa
digestibilidade (Ortiz-Rubio et al., 2007). O valor nutricional da cana-de-agicar estéd
diretamente relacionado com o seu alto teor de agucar, o qual pode variar de 40 a50%
da matéria seca (Thiago e Vieira, 2002).

A cana-de-agucar tem papel fundamental nos confinamentos para terminacdo de
bovinos de corte por apresentar caracteristicas desejdveis, comomanutencdo da
qualidade por longos periodos, adaptacdo as condi¢cdes ambientais das regides
tropicais/subtropicais, disponibilidade de condi¢des e tecnologias adequada para o seu
cultivo (Pate et al., 2001), além da grande producdo de forragem por unidade de 4rea
(80 a 150 t/ha). A cana-de-agucar possui ainda baixo custo de produgdo por tonelada de
matéria seca (MS) e pode manter o valor nutritivo por até seis meses apos a maturagao e
a época de colheita (Silva et al., 1993). O fornecimento da cana-de-agicar como
suplemento volumoso no periodo de estiagem € uma das praticas mais interessantes,
considerando-se a disponibilidade de forragem neste periodo critico (Franzolin Neto et
al., 1989), coincidente com o periodo de escassez de forragem nas pastagens.

O fornecimentoda cana-de-agicar aos animais na forma in natura §é
tradicionalmente utilizada pelos pecuaristas. Entretanto, em escala de alta producio, a
logistica operacional com colheita didria torna-se um grande entrave para o setor devido
a necessidade de mao-de-obra didria para a realizacdo dos cortes, despalhamento,
trituracao e transporte da forrageira (Pedroso, 2003).

A ensilagem da cana-de-aguicar surge como uma alternativa para contornar esses
problemas relacionados a utilizagdo deste recurso forrageiro na forma in natura. No
caso de ocorréncia de incéndios acidentais ou geada nos canaviais, torna-se necessario o
armazenamento imediato da cultura, pois o valor nutritivo desta forrageira ¢é
comprometido pelo processo de conversdo da sacarose. A utilizagdo da cana-de-agucar
in natura fora de safra também sofre restri¢cdes pela baixa qualidade nutricional que a
forrageira apresenta em virtude do baixo teor de sacarose (Matsuoka e Hoffmann,
1993).

Quando ensilada, a cana-de-agicar tem o seu valor nutritivo diminuido
(Alcantara et al., 1989). A isto € atribuido ao consumo do agucar, que é convertido em
CO,, agua e etanol apds o processo de fermentagdo alcodlica realizada pelas leveduras
epifitas, e também, pelo seu elevado teor de umidade (70 a 80%), resultando em perdas

excessivas por infiltracdo (Pate et al., 2001; Pedroso, 2003).



A fermentagdo alcodlica pode consumir até 50% da sacarose presente na cana-
de-acgucar fresca. As demais perdas estdo relacionadas ao consumo de agticares durante
a fase aerdbia pela respiracdo da planta e produgdo de dcidos orgéanicos pelas bactérias
anaerodbias (Alli et al., 1982).

A adicdo de aditivos quimicos ou biologicos possibilita o controle da
fermentacdo alcodlica e a melhoria da conservagdo da silagem da cana-de-agucar .
Apesar da crescente demanda por informagdes sobre a ensilagem da cana-de-acucar,
poucos estudos tem investigado o uso de aditivos para o controle da producao de etanol
e aumento da estabilidade aerdbia destas silagens, que sdo aspectos fundamentais na
preservacdo da forragem (Pedroso, 2003). O principal foco dos estudos com ensilagem
de cana-de-agicar tem sido na busca de aditivos bioldgicos capazes de inibir a

fermentacgao alcodlica dessa forrageira e reduzir as perdas nutricionais.

1.1. Aditivos quimicos e biolégicos

O uso de aditivos quimicos ou bioldgicos possibilita melhorar a qualidade da
silagem e controlar a fermentacdo alcodlica pelas leveduras. Aditivos sdo ingredientes
adicionados a forragem durante o enchimento do silo, os quais influenciam o processo
fermentativo promovendo o desenvolvimento de microrganismos benéficos, como
bactérias produtoras de 4cido lactico, e, consequentemente, a reducao do pH da silagem,
inibindo reacdes indesejdveis e impedindo o crescimento de microrganismos aerobios
ou aqueles que degradam proteinas e produzem etanol (Cruz et al., 2001; Pedroso,
2003).

Existem hoje no mercado diferentes tipos de aditivos que tem como objetivo de
melhorar a qualidade da silagem e controlar a fermentagdo. O uso de inoculante nio traz
melhoras a uma silagem ruim, uma vez que ndo substituem as boas praticas de
ensilagem, como matéria seca (MS) ideal para colheita, picagem, compactagdo bem-
feita, rapidez no processo e boa vedagdo. Entretanto, os inoculantes fazem com que uma
silagem de boa qualidade torne-se melhor. Os inoculantes aceleram o processo de
fermentagdo l4ctica, reduzem rapidamente o pH, antecipam e aceleram o processo de
fermentacdo, reduzem o percentual de perdas de matéria seca, melhoram o valor
energético da silagem e aumentam a estabilidade apds a abertura do silo (Cruz et al.,
2001).

A utilizacdo de aditivos para melhorar a qualidade das silagens de forragens

tropicais nao € novidade, mas pouca informagao esta disponivel para a silagem de cana-
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de-aguicar. A cana-de-agucar ensilada com aditivos apresenta melhor valor nutricional
comparada a cana-de-acicar ensilada pura, embora os resultados de suas andlises
bromatoldgicas ndo sejam melhores do que os da cana in natura (Silvestre et al., 1976;
Alvarez et al., 1977).

Os aditivos quimicos, além de melhorar a qualidade da silagem, auxiliam na
digestdao do material fibroso da cana-de-agucar. Dentre estes, o 6xido de célcio (CaO) é
o mais utilizado em silagem de cana-de-acticar por oferecer menores riscos € custos,
sendo de facil estocagem. O uso da cal tem por base a formagao de hidréxido de célcio,
vcbum agente alcalino com moderado poder de hidrélise da fibra (Berger et al., 1994).
Além de a cal virgem apresentar efeito de hidrolise na cana-de-agticar, Domingues e
colaboradores (2006), mostraram o efeito eficaz no controle das leveduras e o aumento
da estabilidade aerdbia da silagem, o que € um aspecto interessante, uma vez que as
leveduras estdo associadas a deterioracdo aerdbia de alimentos ricos em carboidratos
(Pina et al., 2011) e pH baixo. Segundo Santos e colaboradores (2008), o CaO pode
alterar a populacdo de microrganismos presentes na silagem por reduzir a atividade de
agua e elevar o pH.

A utilizac@o de inoculantes microbianos comerciais em silagens, tem o objetivo
de inibir o crescimento de microrganismos aerébios € o de anaerdbios indesejaveis
como enterobactérias e clostrideos. Os aditivos microbioldgicos contém normalmente
linhagens de bactérias homofermentativas produtoras de dcido lactico como:
Lactobacillus  plantarum,  Pediococcus  acidilactici,  Streptococcus  faecium,
Enterococcus  faecium e Lactococcus lactis. Pesquisas utilizando bactérias
heterofermentativas, como: Lactobacillus buchneri, Pediococus cerevisiae,
Propionibacterium shermanie e Propionibacterium acidipropionici, t€m sido realizadas
buscando melhorar a estabilidade aerébia das silagens controlando a populagdo de
levedura, mas os resultados ainda sdo variaveis (Pedroso, 2003). Além do 4cido lactico,
as bactérias heterolacticas produzem 4cido acético e propidnico, que t€ém maior poder de
inibir o crescimento de leveduras e fungos filamentosos (Pedroso, 2003).

Os microrganismos homofermentativos caracterizam-se pela taxa de
fermentagdo mais rdpida, menor protedlise, maior concentracio de &cido lactico,
menores teores de dcidos acéticos e butirico, menor teor de etanol, e maior recuperacio
de energia e matéria seca. Bactérias heterofermentativas utilizam acido lactico e glicose
como substrato para produgdo de dcido acético e propidnico (Zopollatto et al., 2009).

O sucesso no uso de aditivos microbiologicos em silagens, depende da

habilidade da bactéria inoculada crescer rapidamente na massa de forragem ensilada, da
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presenca de substrato adequado e da populacdo de bactérias inoculadas em relacdo a
populacdo epifita da forragem, sendo necessdrias aproximadamente 10 UFC de
bactérias acido lacticas por grama de forragem para que o pH decline rapidamente. No
entanto, esta concentracdo € muito superior a suprida pelos aditivos microbioldgicos, e
neste caso, o inoculante deve apresentar rapida taxa de crescimento na forragem recém
ensilada (Muck, 1988). Com um aditivo, também € possivel utilizar estirpes com as
propriedades desejadas, como atividade antifiingica, para melhorar ainda mais o produto
final (Broberg et al., 2007).

Estudos realizados com diferentes estirpes de Lactobacillus plantarum foram
isolados e caracterizados substincias antifingicas, como as estirpes MiLABI14 e
MiLAB393 que produziram 4cido 3-fenildctico, vérios dcidos graxos 3-hidroxi e uma
série de dicetopiperazinas (Strom et al., 2002; Sjogren et al., 2003). Os 4cidos graxos
3-hidroxi foram as substancias antifingicas mais potentes, com valores de concentragao
inibitéria minima (MIC) contra leveduras e fungos deterioradores de 10 a 100 g.ml”,
enquanto que o 4cido 3-fenildtico e as dicetopiperazinas foram significativamente
menos ativos (Strom et al., 2002; Sjogren et al., 2003).

Valan Arasu e colaboradores (2013), isolaram, identificaram e caracterizaram
metabolitos antifingicos produzidos por Lactobacillus sp. KCC-10 em amostras de
forragem e observaram atividade antifiingica desses metabdlitos, com amplo espectro de
atividade, inibindo as seguintes espécies: Aspergillus clavatus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus pullulans, Botrytiscinerea,
Botrytiselliptica, Candida albicans, Candida lunata, Epidermophyton floccosum,
Fusarium culmorum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Gibberella moniliformis,
Penicillium chrysogenum, Penicillium roqueforti, Scytalidiumlignicola, Scytalidium
vaccinii, Scopulariopsis brevicaulis, Stemonitisfusca, Trichophyton mentagrophytese e
Thermomicrobium roseum.

Moon e colaboradores (1983) reportaram que misturas de concentragdes
elevadas de acido lactico, 4cido acético e propidnico inibiram espécies de leveduras que
normalmente crescem bem em concentracdes relativamente elevadas (100 mM) dos
acidos individuais, exceto para o 4cido propidonico. Lavermicocca e colaboradores
(2003) também avaliaram o efeito combinado de 4cido lictico e 4cido fenildctico e
obtiveram resultados satisfatérios na inibicdo filngica. Estudos realizados com
Lactobacillus casei e L. acidophilus demonstraram a producdo de varios metabdlitos
com propriedades antifiingicas que podem atuar em conjunto para inibir o crescimento

de fungos em cultura liquida. A atividade antiftingica tem sido resultado da combinacdo
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de 4cidos organicos como o dcido lactico, acético e fenilactico (Niku-Paavola et al.,
1999; Laitila et al., 2002; Lavermicocca et al., 2003), bacteriocinas (Mortvedt et al.,
1991) peptideos antimicrobianos e agentes de baixo peso molecular (Ouwehand, 1998;
Stiles et al., 1999; Strom et al., 2002).

O efeito combinado de varios dcidos organicos, além do 4cido lactico, tem sido
estudado e tem garantido melhorias na qualidade e principalmente na estabilidade
aerébia da silagem. Em 1996, Wienberg e Muck propuseram a utilizacdo de
Lactobacillus buchneri como cultura starter em silagem de milho. A principal razao
para a utilizacdo desta bactéria pertencente ao grupo heterofermentativo foi o aumento
da estabilidade da silagem contra a deterioracdo por leveduras e fungos, quando exposto
ao ar, devido a produgdo de acido acético e 1,2-propanodiol (Driehuis et al., 1999;
Schiitz ; Radler, 1984).

Em diversas investigacdes, o uso de L. buchneri na silagem como inoculate
resultou no aumento da estabilidades aerébicos (Driehuis et al., 1999; Kung Jr; Ranjit,
2001; Oude-Elferink et al., 2001; Ranjit et al., 2002; Weinberg et al., 1993; Weinberg
et al., 2002). Danner e colaboradores (2003) investigaram o efeito de diferentes
compostos formados por bactérias de dcido lactico heterofermentativas sobre a
estabilidade aerdbica da silagem e percebeu uma relagdo direta com a quantidade de
acido acético e o aumento da estabilidade da silagem. Weinberg e colaboradores (2002)
testaram o efeito de uma combinag¢do de Lactobacillus plantarum e L. buchneri e
observaram que depois de trés meses de armazenamento, as silagens de trigo tratados
com L. buchneri apresentaram os maiores teores de dcido acético e estavam livres de
fungos filamentosos, ao contrdrio do que foi observado nas camadas superiores do
controle ou das silagens tratadas com L. plantarum. A estabilidade aerébica das silagens
de trigo tratadas com L. buchneri era estavel, enquanto que as tratadas com L.
plantarum apresentou deterioracdo. Na silagem de milho a inoculacdo de L. buchneri
também melhorou a estabilidade aerdbica da silagem, como indicado pela redu¢do no
nimero de leveduras, menor producdo de di6xido de carbono e pH estavel.

Bergsson e colaboradores (2001) mostraram o efeito de acidos organicos na
célula de levedura (Figura 2). Os resultados mostraram que o acido cédprico, um 4cido
graxo saturado de 10 carbonos, provoca a morte rapida e de forma eficaz de estirpes de
Candida albicans, deixando o citoplasma desorganizado e comprimido por causa do

desarranjo e desintegracdo da membrana citoplasmatica.
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Figura 2: Efeito do 4cido cdprico na ultraestrutura de C. albicans. Demonstra¢ido de
cortes ultrafinos de células de levedura em Microscopia Eletronica de Transmissao. (A)
controle com citoplasma intacto, nicleo (N), vactolos (V) e mitocdndrias (M). (B)
celular tratadas com 4cido cdprico 10 mM durante 30 minutos, demonstrando a
desorganizacdo do citoplasma (Bergsson et al., 2001).

Nas leveduras a redu¢do de pH interno inibe a glicélise (Krebs et al., 1983).
Assim, a acidificagdo intracelular afeta diretamente o crescimento. Além da reducgdo de
pH interno, outras a¢des, como o acimulo de anion e desordenamento da estrutura da
membrana celular foram também propostos como sendo responséveis pela inibi¢do de
acido fraco (Piper et al., 2001). Outros estudos relatam sobre o acimulo de trealose
(Cheng et al., 1999) e, consequentemente, a inibi¢do da macroautofagia (Hazan et al.,
2004) e captacdo de aminodcidos arométicos (Bauer et al., 2003) em Saccharomyces
cerevisiae por 4cidos organicos fracos. As comparagdes da atividade inibidora por
diferentes 4cidos organicos t€ém demonstrado que a resposta fungica € diferente
dependendo dos 4cidos fracos que sdo utilizados (Stratford e Anslow, 1996). Atividade
antifingica de 4&cidos graxos hidroxilados de L. plantarum MiLAB 14 foram
descobertos por Magnusson (2003). Os 4cidos graxos isolados do sobrenadante foram
acido 3-hidroxidecandico, acido 3-hidroxidocecandico, acido 3-hidroxitetradecandico e
3-hidroxi-5-cis-4cido dodecendico. Bergsson e colaboradores (2001) também
verificaram efeito antifingico de 4cidos graxos produzidos por BAL contra levedura e
atribuiram este efeito inibitério aos dcidos caprico (C10) e laurico (C12).

Além do efeito inibitério dos dcidos organcos, existem relatos na literatura de
que as BAL produzem peptideos antifingicos. Batish e colaboradores (Batish et al.,
1989) relataram a produgdo de substincias antiftingica de natureza protéica em BAL.
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactobacillus casei apresentaram atividade
antifingica contra fungos filamentos e duas espécies de Penicillium, respectivamente

(Roy et al., 1996; Gourama, 1997). Ao investigar culturas starter de inoculante de
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silagem comercial, observou-se que uma linhagem de L. casei subsp. pseudoplantarum
apresentou atividade antifingica contra A. flavus. A substancia inibitéria foi
caracterizada como um composto protéico de baixa massa molecular, menor de 1 kDa

(Gourama e Bullerman, 1995).

1.2. Bactérias lacticas e compostos antibacterianos

Bactérias do 4cido lactico produzem uma variedade de compostos com atividade
antimicrobiana. A acdo microbicida das BAL € baseada na competi¢do por nutrientes e
na producdo de varios compostos, como dcidos organicos (lactico, acético, férmico,
propiodnico, fenildctico e outros), peréxido de hidrogénio, di6xido de carbono, diacetil
(2,3-butenodiona), reuterina (3-hidroxipropionaldeido), acetaldeido, dipéptidosciclicos,
acidos graxos 3-hidroxi, bacteriocinas e agentes antimicrobianos de baixa massa
molecular (Lindgren e Dobrogosz, 1990; Ouwehand,1998; Cleveland et al., 2001;
Lavermicocca et al., 2003; Schniirer e Magnusson, 2005).

O mecanismo preciso de acdo antimicrobiana pode muitas vezes ser definido
devido a uma complexa interacdo entre diferentes compostos (Corsetti et al., 1998;
Niku-Paavola et al., 1999). Pesquisas t€m sido direcionadas com o objetivo de
identificar diferentes substincias antimicrobianas, principalmente em sistemas simples
in vitro, mas, pouco se sabe sobre os mecanismos de acdo destes compostos dentro de
sistemas complexo no ambiente (Earnshaw, 1992).

As BAL sao historicamente empregadas na indudstria de alimentos para a
producdo de fermentados. Sdo consideradas como “organismos seguros” (generally
regarded as safe) e seus metabolitos finais contribuem tanto para inibir a microbiota
contaminante presente nos alimentos, como para garantir ao produto fermentado
caracteristicas particulares, como aroma, textura e flavour, além do valor nutricional
(Silva, 2011). Nos processos fermentativos, as BAL podem estar naturalmente presentes
ou podem ser adicionadas como culturas starter. Além destes tipos de cultura, as BAL
podem ser utilizadas na producdo de culturas probidticas direcionadas a alimentacdo
humana e a suplementacdo animal, que vem recebendo atencdo pelos beneficios
proporcionados a saude (Caplice, 1999; Teusink e Smid, 2006; Dalié et al., 2010).

Atualmente, muitos estudos tém sido direcionados para o isolamento e
caracterizacdo de bacteriocinas para diversas finalidades, dentre elas, conservacdo e
manipulagcdo da fermentacdo de alimentos. Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos

de sintese ribossomal produzidos por diferentes espécies de bactérias e que variam
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quanto a estrutura, caracteristicas bioquimicas, mecanismo e espectro de acgdo
(Komitopoulou et al., 1999; Nagao et al., 2006). As bacteriocinas geralmente inibem
bactérias de espécies filogeneticamente relacionadas e podem conferir vantagem
ecoldgica in vivo a cultura bacteriocinogénica (Tagg et al., 1976).

De acordo com Cotter e colaboradores (2005), as bacteriocinas podem ser
classificadas em classes I, Il e III. A classe I ou lantibidticos, apresenta massa molecular
inferior a 5 kDa, possuem 19-38 residuos de aminoécidos (Riley e Wertz, 2002) e
sofrem modificacdes pds-traducionais para a forma biologicamente ativa, apresentando
aminoacidos nao usuais como dehidroalanina (Dha) e dehidrobutirina (Dhb),
mondmeros de B-metilantionina (MeLan) e anéis de lantionina (Lan) (Cotter et al.,
2005; Kabuki ef al., 2011; Montalban-Lopez et al., 2012). Os lantibidticos foram
subdivididos em trés classes de acordo com as enzimas de modificagdo (Willey e Van
der Donk, 2007). A classe I é composta dos peptideos que sofrem a¢ao de LanB, LanC,
LanP e LanT (nisina A e epidermina); a classe II sdo modificados apenas por LanM e
LanT (lacticina 3147) e a classe III que sdo os peptideos sem atividade antimicrobiana

significativa (SapB) (Willey e Van der Donk, 2007).

1.3. Analise da diversidade microbiana em silagem de cana-de-acticar

Uma microbiota diversa pode ser encontrada associada aos vegetais, tanto em
sua superficie como em seu interior. Entre eles estdo os que podem ser classificados
como microrganismos epifitas, os quais habitam a superficie dos 6rgaos e tecidos
vegetais (Mendes e Azevedo, 2007). O nimero de espécies de microrganismos epifitas é
varidvel, sendo afetado pelo tipo de forragem, pelo estigio de maturidade das plantas,
pelo clima, pelo corte e condicionamento da forrageira (Lin et al., 1992).

Geralmente, os microrganismos existentes em maior nimero nas plantas
forrageiras, além das BAL, s@o as enterobactérias, as leveduras e os fungos, que
competem com os lactobacilos pelos acucares durante a ensilagem, sendo considerados
indesejaveis (Bolsen et al., 1992). Sdo diversos os gé€neros de microrganismos que
podem ser encontrados na cana-de-agtcar, mas, at¢ o momento, nenhum estudo mais
detalhado da diversidade microbiana dessa forrageira foi realizado. Estudos sistematicos
da sucessdo microbiana durante o processo de ensilagem da cana-de-agicar podem
auxiliar na manipula¢do da fermentacdo, reduzindo perdas nutritivas e a obtengdo de

uma silagem de boa qualidade com maior tempo de durabilidade.
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Apesar do avango em técnicas de cultivo, ainda ndo € possivel cultivar a grande
maioria de espécies bacterianas em condi¢des comuns de laboratdrio, estando dessa
forma, a caracterizacdo desses isolados microbianos sujeita a criticas, pois depende de
condi¢cdes ambientais especificas (Bakonyi et al., 2003). De modo geral, a descri¢ao de
comunidade microbiana requer o emprego de técnicas que nao envolvam o cultivo em
laboratdrio, uma vez que apenas uma pequena fragdo dos organismos na natureza (<1%)
€ cultivavel por meio de técnicas microbioldgicas de rotina (Amann et al., 1995).

Na ultima década, a andlise da composicio de comunidades microbianas
utilizando métodos independentes de cultivo tem sido utilizada para investigar
mudancas na microbiota de alimentos fermentados (Ercolini, 2004). Essas anélises
frequentemente baseiam-se na comparagdo de sequéncias dos genes que codificam para
o rRNA e na determinacdo de relacdes filogenéticas e evolutivas entre os organismos,
e na detec¢do e quantificacdo de populagdes especificas (Head et al., 1998).

Em bactérias, o gene que codifica o 16S rRNA € o mais amplamente utilizado
(Amann et al., 1995) para caracterizar a composi¢cdo de comunidades bacterianas por
meio de técnicas baseadas nos perfis eletroforéticos das sequéncias amplificadas por
PCR, como T-RFLP, ARISA e DGGE (Deng et al., 2008), técnicas de hibridizacao,
como o FISH ou uso de plataformas de sequenciamento de nova geragao.

Em estudo realizado por Li e Nishino (2011a) em que foi avaliado os efeitos da
inoculagdo de L. rhamnosus e L. buchneri em silagens de milho utilizando a técnica de
DGGE, os autores observaram que a adi¢ao de inoculantes microbianos nao alterou a
comunidade bacteriana da silagem e também apresentou pouco efeito sobre as
populacdes de fungos durante o processo de fermentagdo. Contudo, alteracdes
acentuadas foram detectadas na comunidade de fungos apds a deterioragdo aerdbia. Os
mesmos autores, avaliando a comunidade bacteriana em silagens de milho colhidas em
diferentes safras e armazenadas em diferentes silos, relataram que a andlise de DGGE
pode indicar uma relacdo diferente entre os silos e as diferencas dentro de um mesmo
silo s@o indicadas pela determinacdo dos produtos da fermentacdo, pois ndo foram
observadas alteracdes na comunidade bacteriana nos diferentes locais de amostragem
dentro de um mesmo silo. Nesse sentido, a andlise da comunidade bacteriana neste
estudo provou que, além das BAL inoculadas, uma comunidade bacteriana diversificada
esteve presente na silagem de milho (Li; Nishino, 2011b).

Stevenson e colaboradores (2006) com o objetivo de desenvolver um método
eficaz, independente de cultivo, para quantificar espécies individuais de BAL em

silagens e forragens conservadas sob condicdes divergentes, verificaram que a PCR em
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tempo real pode quantificar eficazmente as populacdes de BAL em forrageiras
conservadas. Como resultado, foi observado que os inoculantes melhoraram a qualidade
da silagem de alfafa, mas, espécies correspondentes aos inoculastes sofreram variagoes
ao longo de 96 h. Lactobacillus brevis foi a espécie mais abundante representando 12 a
32% do DNA total da amostra, seguido da espécie Lactobacillus plantarum com 10%.
Observou-se um aumento na populacdo de Pediococcus pentosaceus ao longo do
tempo, entretanto, ndo excedeu 2% do total. Lactobacillus buchneri, Lactococcus lactis,
Lactobacillu spentosus e Enterococcus faecium também foram quantificados, mas em
populacdes pequenas (Stevenson et al., 2006). Os resultados mostraram que a PCR em
tempo real € uma técnica eficiente para quantificar individuos das espécies de BAL em
sistemas complexos, como em silagem.

Estudos tém sido realizados com RFLP para quantificar a populacdo microbiana
e investigar efeitos de tratamentos em silagens. McEniry e colaboradores (2010)
estudaram essa técnica independente de cultivo, para realizar enumeracdo de bactérias e
investigar o efeito da concentragdao de massa seca (MS) nas fases iniciais de ensilagem,
bem como, a compactacdo de ar, apés um longo periodo de ensilagem, na composi¢ao
da comunidade bacteriana em silagem de capim. A técnica de RFLP foi usada para
investigar a dindmica da comunidade microbiana, e um total de 29 fragmentos de
restricdo terminal distintas foram detectados apds a andlise de todas as amostras. Um
total de dezessete fragmentos de restricao terminal foi detectado nas plantas com baixa
MS ao longo da fermentacdo em comparacdo com vinte e seis para as plantas com
elevada MS. A concentracdo de matéria seca e a auséncia de compactacdo foram os
principais fatores que afetaram a composi¢do da comunidade microbiana na silagem, e
esse resultado refletiu em ambos os dados obtidos para cultivo convencional, quanto
para o RFLP.

Anteriormente, o mesmo grupo investigou a dindmica da comunidade
microbiana de silagem utilizando a mesma técnica. O gene 16S rRNA foi amplificado,
digerido com a endonuclease Mspl, e entdo separado por eletroforese. A técnica
detectou mudangas na comunidade com o tempo (0, 2, 6, 14, 35 e 98 dias) e com o
método de ensilagem (enfardado ou silagem picada). Entretanto, devido ao fato de
multiplas espécies poderem apresentar fragmentos de igual comprimento, a
diferenciacao destas espécies nao foi possivel (Mceniry et al., 2010).

As plataformas de sequenciamento tem sido muito utilizadas nos estudos de
ecologia microbiana e a sua aplicagdo em estudos da comunidade microbiana em

silagem tem mostrado resultados que podem auxiliar na melhoria da qualidade da
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fermentacdo. Heinl e colaboradores (2012) realizaram o sequenciamento completo do
genoma de L. buchneri CD034 e determinaram a capacidade metabdlica relativa da
fermentacdo de carboidratos e degradacdo de é&cido lactico. O sequenciamento
(plataforma 454) resultou em 775.207 reads com cerca de 300 milhdes de bases. A
montagem do sequenciamento gerou 454 reads, sendo 39 contigs grandes (=500 pb) e 3
contigs pequenos (<500 pb), perfazendo um comprimento total de 2,52 Mb. Com base
no sequenciamento de todo o genoma de L. buchneri CD034, os autores foram capazes
de obter uma visdao aprofundada da base molecular de vias metabdlicas especificas e o
mecanismo de adaptacdo ao nicho deste microrganismo. A andlise revelou que a via
heterofermentativa padrdo de L. buchneri CD034 baseia-se na auséncia de 6-
fosfofrutoquinase e frutose-bisfosfato-aldolase, duas enzimas da parte superior da via de
Embden Meyerhof. Além disso, a anotagdo dos genes revelou um conjunto de genes
putativos envolvidos na dissimilagdo do lactato por conversdo do dcido lactico em
acetato, 1,2-propanodiol e etanol (Heinl et al., 2012).

Em outro estudo, Eikmeyer e colaboradores (2013) analisaram a comunidade
microbiana durante o processo de ensilagem utilizando andlise de DNA metagendmico
e sequenciamento de amplicons para o gene rRNA 16S. O objetivo do trabalho foi
avaliar alteragdes no perfil da comunidade taxonOmicas durante o processo de
ensilagem, identificar microrganismos que estdo predominantemente envolvidas na
ensilagem e elucidar a competitividade da estirpe L. buchneri CD034 inoculada dentro
da comunidade bacteriana epifitica com 14 e 58 dias de fermentacdo. Foi observado
aumento de BAL e da concentragdo de 4cido acético na silagem inoculada em
comparacdo com as amostras ndo tratadas. A partir do sequenciamento dos amplicons
de 16S rRNA verificou-se que a abundancia relativa de lactococcos reduziu no decorrer
da fermentacdo e que a propor¢ao de bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria e
Bacteroidetes aumentaram durante a fermentacdo da silagem tratada. Na silagem
inoculada, os membros desses filos foram reduzidos devido ao aumento na abundancia
de lactobacilos. Este aumento foi mais pronunciado para a silagem inoculada. Durante a
fermentacdo da silagem tratada, a abundancia de leituras atribuidos a bactérias nao
pertencentes ao filo Firmicutes também aumentou. Além disso, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis e Lactococcus lactis foram as espécies dominantes
dentro da silagem. A andlise metagendmica também forneceu evidéncias de
competitividade da estirpe usada como inoculante, L. buchneri CD034, com a

microbiota epifitica (Eikmeyer et al., 2013).
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Capitulo 2

CARACTERIZACAO E COMPOSICAO DE LEVEDURAS DURANTE A
FERMENTACAO DA SILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR
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Resumo

Objetivo: Isolar, identificar e caracterizar a biodiversidade e a sucessdo de leveduras
cultivaveis durante o processo fermentativo da silagem de cana-de-agticar. Métodos e
resultados: Cana-de-actcar foi ensilada e amostras coletadas nos tempos 1, 3, 7, 14, 21
e 28 dias de fermentagdo. A populacdo de bactérias e de leveduras foram determinadas.
Foram identificados noventa e nove isolados de leveduras por métodos moleculares e
representantes de cada espécie foram avaliados em relacdo aos parametros cinéticos e
fermentativos. Dez espécies diferentes foram identificadas, pertencentes aos géneros
Candida, Pichia, Meyerozyma e Torulaspora. A diversidade das leveduras variou de
acordo com o tempo de fermentacdo. Conclusoes: As espécies Pichia kudriavzevii e
Candida glabrata permaneceram abundantes em todos os tempos de amostragem
demonstrando seremresistentes as condi¢des do processo de ensilagem. A espécie
Pichia kudriavzevii foi a maior produtora de etanol e apresentou elevada taxa de
crescimento.

Palavras-chave: Diversidade; rRNA 26S; abundincia, sucessdao microbiana; Pichia
kudriavzevii; Candida glabrata.
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Introducao

O uso da cana-de-agticar como volumoso na alimentacdo de ruminantes em
regides tropicais € economicamente importante devido a alta produtividade por édrea
plantada (Siqueira et al., 2011), baixo custo de producdo por tonelada de massa seca
(MS) e época de colheita coincidente com a escassez de forragem nas pastagens (Silva
et al., 1993). Em sistemas intensivos de produc¢do, a cana-de-agucar fresca picada pode
ser substituida por sua silagem para facilitar a logistica operacional da colheita e o
fornecimento ao animal, além de manter a qualidade nutricional do alimento ao longo

do ano (Pedroso et al., 2006; Pereira e Santos, 2006; Balieiro-Neto et al., 2007).

Para fins de ensilagem, a cana-de-actiicar pode ser considerada uma boa
alternativa por possuir conteido relativamente alto de MS (25 a 30%), baixa capacidade
de tamponamento, o que permite a queda do pH para valores préximos a 3,5 e teores
adequados de carboidratos solaveis (Valvasori et al., 1995; Miranda, 2006). Entretanto,
ao contrdrio de outras forrageiras, a cana-de-agicar apresenta alto teor de carboidratos
nao-fibrosos que promovem rapida proliferacdo e desenvolvimento de leveduras durante
a ensilagem (Woolford 1984; Valvasori et al., 1995).

Na ensilagem da cana-de-actcar, a elevada populacdo epifita de leveduras
domina o processo fermentativo por nao ser inibida pelo baixo pH, produzindo elevadas
concentracdes de etanol e reduzindo a matéria seca no alimento (Pahlow 1982;
McDonald et al., 1991; Avila et al., 2014; Carvalho et al., 2014). Algumas espécies de
leveduras desenvolvem-se em condicdes anaerdbias, podendo atingir populacdes
elevadas nessas condi¢des em decorréncia da fermentagdo dos actcares (Walker, 1998).
Avila e colaboradores (2010) quantificaram a populacio de leveduras na silagem de
cana-de-actcar de diferentes cultivares e detectaram valores entre 9,3 x 10° a 5,0 x 10°
UFC g de silagem ap6s 10 dias de ensilagem e 2,1 x 10° a 1,3 x 10° UFC g de
silagem aos 40 dias de fermentacao (populacao final).

As leveduras sdo os principais microrganismos responsdveis pelas perdas
nutricionais durante a fermentacdo da cana-de-agicar e pelo inicio da deterioragdo
aerébia da silagem (McDonald et al., 1991; Carvalho et al., 2014). Durante a
fermentacdo da cana-de-acticar pelas leveduras, até 70% do teor de carboidratos
soliveis e 30% da massa seca pode ser perdida em consequéncia da transformacdo do
actcar em etanol e di6xido de carbono (Pedroso et al., 2005; Freitas et al., 2006; Santos
et al., 2008). Teores de etanol de 8 a 17% da MS tém sido relatados para cana-de-
acucar ensilada (Pedroso et al., 2005) e estudos anteriores indicaram que a produgdo de
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etanol na silagem de cana-de-aciicar pode atingir concentracdes de 66 e 104 g.kg'.MS,
apos 40 e 126 dias de fermentagdo, respectivamente, com populacdo final de leveduras
variando de 10° a 10° UFC.g"' de silagem (Avila et al., 2010; Carvalho ef al., 2014).
Além disso, algumas leveduras utilizam &cido lactico como substrato na presenca de
oxigénio, promovendo o aumento do pH e o risco de desenvolvimento de
microrganismos indesejdveis na silagem, principalmente bactérias aerdbias e fungos
patogénicos (Pahlow et al., 2003; Wilkinson & Davies, 2013). Muitos microrganismos
envolvidos na deterioragao nao sé diminuem o valor nutritivo da silagem, como também
tem efeito negativo sobre a saide do animal ou a qualidade do leite, ou ambos (Oude
Elferink et al., 2015).

Alguns trabalhos tém caracterizado e identificado leveduras que estdo
envolvidas com a deterioracdo aerdobia de silagem, como os géneros Candida,
Endomycopsis, Hansenula, Pichia, Issatchenkia, Zygosaccharomyces, Debaryomyces e
Torulopsis (Jonsson e Pahlow 1984; Bravo-Martins et al., 2006; Carvalho et al., 2014).
Além disso, outros géneros como Saccharomyces e Kluyveromyces também foram
isolados da silagem de cana-de-acticar (Avila et al., 2010).

O estudo da composicio da comunidade microbiana € essencial para a
compreensdo da dinamica dos ecossistemas e estudos anteriores demonstram que o
controle do crescimento de leveduras € importante para a qualidade nutricional da
silagem de cana-de-agicar (Bravo-Martins et al., 2006; Lopes et al., 2007; Pedroso et
al., 2008). Assim, a caracteriza¢do da diversidade e sucessdo das espécies de leveduras
durante a ensilagem da cana-de-acticar pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias
para inibir esses microrganismos.

Portanto, esses trabalhos nao avaliaram a sucessao das leveduras ao longo do
processo de fermentacdo da silagem. Neste trabalho, a hipdtese é que a diversidade de
leveduras inicialmente presente na comunidade epifita da cana-de-aciicar diminui
durante a ensilagem e que as espécies dominantes na sucessdo microbiana sao
responsaveis pela fermentagdo alcodlica e pelas perdas nutricionais da silagem de cana-
de-acucar.

Diante disso, os objetivos deste trabalho foram: (1) Enumerar a populacdo de
bactérias aerdbias, bactérias do &cido lactico e leveduras ao longo do processo de
ensilagem da cana-de-acucar; (2) isolar e identificar as leveduras presente durante o
processo de ensilagem da cana-de-actcar; (3) caracterizar a diversidade e perfil
fermentativo das leveduras predominantes durante o processo de ensilagem da cana-de-
acucar.
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Material e métodos

1.0. Forragem e condicao de ensilagem

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L) foi colhida manualmente, com
aproximadamente 12 meses de idade no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Vigosa, localizado no municipio de Vicosa, estado de Minas Gerais, Brasil,
situada a 20° e 45° de latitude sul, 42° e 51° de longitude oeste e 640 m de altitude.
Ap0s a colheita, a cana-de-agucar foi picada em maquina forrageira (particulas de 1 cm)
e 500 g da forragem picada foi em bags com dimensdes de 25,4 cm x 35,56 cm (Doug
CareEquipament, Springville, CA) e lacrados com seladora a vacuo, em triplicata. Os
bags foram armazenados em temperatura ambiente e abertos apds 1, 3, 7, 14, 21 e 28

dias de fermentacao.
2.0. Processamento das amostras de silagem e procedimentos analiticos

No momento da abertura, para a contagem da populacdo microbiana foi
constituida uma amostra composta com material das trés repeticdes de cada tempo de
fermentacdo. Em 25 g de amostra da cana in natura ou silagem foram adicionados a 225
ml de solu¢do de Ringer’s (Oxoid) estéril para obtecdo do extrato aquoso. Esse extrato
foi filtrado em gaze e utilizado para enumeracdo de microrganismos e a leitura do pH
foi feita em potenciometro digital TEC-2 (Gehaka, Sao Paulo, Brasil). Dois mililitros
do extrato aquoso foram acidificados com 1 ml de solu¢cdo de dcido metafosférico a
20% (v/v) e congelada para posterior andlise dos produtos de fermentacao (Kung Jr e
Ranjit 2001). As amostras foram descongeladas, centrifugadas e tratadas de acordo com
o procedimento descrito por Siegrifield e colaboradores (Siegfried et al., 1984). As
amostras foram analisadas no cromatdgrafo Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a um
detector de indice de refragdo (RI) Shodex RI-101, a 45°C, com coluna de exclusao
i6nica Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm, mantida a 45°C. A fase modvel utilizada
foi 4cido sulfirico (H,SO4) 5 mM com fluxo de 0,7 ml.min™. Os padrdes utilizados
foram 4cido lactico (60 mM), acido acético (10 mM), 4cido propidnico (10 mM), 1,3-
propanodiol (10 mM) e etanol (20 mM).

Para determinar a composicdo bromatoldgica, as amostras foram acondicionadas
em sacos de papel, pesadas e levadas a estufa com circulacao forcada de ar a 55° C, por
72h. Apés o periodo de secagem foram moidas em moinho tipo Wiley, em particulas de

1 mm. As amostras foram analisadas, segundo os métodos descritos por Silva e Queiroz
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(Silva e Queiroz, 2002), quanto ao teor de massa seca (MS), material mineral (MM),
proteina insoluvel em detergente neutro (PDIN) e cinzas insoluvel em detergente neutro
(CDIN). O teor de fibra insolivel em detergente neutro (FDN) foi analisado conforme
proposto por Mertens (2002) e o teor de fibra em detergente dcido (FDA), segundo
Goering & Van Soest (1975). O teor de nitrogénio amoniacal foi determinado segundo

Bolsen et al., (1992).
3.0. Enumeracio de microrganismos

A andlise microbioldgica foi realizada a partir da cana-de-agucar fresca —
(microbiota epifita) e de amostras compostas da silagem nos diferentes periodos de
fermentacdo. Parte do extrato aquoso da amostra composta obtida em cada tempo de
fermentacao foi utilizada para a enumeracdo de bactérias aerdbias, bactérias lacticas e
leveduras. Dilui¢des seriadas foram preparadas (10" a 10™®) usando solucdo salina
(0,85% de NaCl). Os microrganismos foram enumerados por inoculagdo em superficie
(0,Iml) em meio dgar nutriente (Himedia, Mumbai, fndia) para bactérias aerdbias, agar
MRS (Himedia, Mumbai, fndia) pH 6,5 para BAL e dgar YPD com cloranfenicol [1%
extrato de levedura (Himedia, Mumbai, fndia), 2% de peptona (Himedia, Mumbai,
fndia), 2% glicose (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), cloranfenicol 0,05 mg/ml] para
leveduras por até 48h. As placas foram incubadas em estufas bacterioldgicas a 25°C
para bactérias aerdbias e a 37°C em jarra de anaerobiose para BAL e leveduras, por até
72h. Apds a incubacdo o ndmero de unidades formadoras de coldnias (UFC) foi
determinado considerando valores entre 30 e 300 coldnias € as caracteristicas culturais

das col6nias (tamanho, cor, textura, forma e borda) foram avaliadas.
4.0. Isolamento e identificacio de leveduras
4.1. Isolamento

Apés a enumeracdo, as colonias cultivadas em dgar YPD com cloranfenicol
foram estriadas sucessivamente no mesmo meio de cultura para obtencdo de culturas
puras. Os isolados de leveduras foram cultivados em caldo YPD e, posteriormente,
armazenados a — 80°C no em caldo YPD contendo 20% de glicerol (v/v). Antes de cada

experimento as culturas estoque foram ativadas em caldo YPD a 37°C overnight.
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4.2. Extracao de DNA genomico

Os isolados (n=99) foram ativados em caldo YPD a 37°C durante 24 h e as
células foram colhidas por centrifugacdo (12.000 rpm/5Smin.). O pellet foi lavado duas
vezes com dgua peptonada 0,01% (p/v) e ressuspendido para um volume final de 1 ml.
A suspensdo de células foi transferida para tubo de microcentrifuga e centrifugada
(12.000 rpm, 5 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi acrescido de 400 ul de
tampao de extracdo (Triton 100x, SDS 10%, NaCl 1M, Tris 1M pH 8,0, EDTA 0,5M
pH 8,0 e dgua), 200 pl de fenol-cloroférmio (1:1) e 0,3 g de beads de zirconio (0,1 mm
de diametro). Os tubos foram agitados vigorosamente por 2 min para promover a lise
celular, centrifugados (12.000 rpm, 10 min) e o sobrenadante transferido para um novo
tubo de microcentrifuga. Cloroférmio (200 ul) foi adicionado ao sobrenadante, e os
tubos foram agitados novamente em vortex, centrifugados (12.000 rpm, 10 min) e a fase
superior coletada. Em seguida, a fase liquida coletada foi acrescida de 1/10 volume de
acetato de potdssio 5 M e 2 volumes de etanol absoluto frio. A mistura foi mantida por 2
min em temperatura ambiente e centrifugada por 5 min a 12.000 rpm. O pellet foi
lavado com 1 ml de etanol 75%, centrifugado (12.000 rpm, 5 min) e seco em
temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido em 20 ul de dgua ultrapura estéril.
Apoés a extragdo, as amostras foram tratadas com RNAse para concentragdo final de 50

pug ml™ a 37°C por 30 min.
5.0. Analise Filogenética

O dominio D1/D2 da regiao 26S rRNA das leveduras isoladas foi amplificado
por meio da reagdo em cadeira da polimerase (PCR). O DNA extraido foi utilizado
como molde para amplificar o dominio D1/D2 com os primers NL-1 (5 -
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") e NL4 (5 -
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3") (Lachance et al., 1999). A reacdo de amplificacao
foi preparada utilizando 5,0 ul de tampao de reagdao GoTaq (5X), 2,5 ul de MgCl,, 1,0
ul de dNTPs (2,5 mmol 1), 1,0 ul de cada primer (10 mmol 1), 0,2 ul de Tag DNA
polimerase (Promega) e 1,0 ul de DNA genomico (200 ng). As condi¢des da reacdo
foram: desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30
seg, anelamento a 54 °C por 30 seg, extensdo a 72 °C por 1 min e extensao final a 72 °C
por 10 min. Ao produto da PCR foi adicionado gel Red e analisado por eletroforese em

gel de agarose 1,2% (p/v). As sequéncias de nucleotideos do dominio D1/ D2 do rRNA

26S foram determinadas a partir da purificacdo do produto da PCR (tamanho
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aproximado de 800 pb) e sequenciamento automatizado (Macrogen Inc, South Korea).
As sequéncias de fragmentos de rRNA de cada isolado foram analisadas no software
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool - 2215 BLAST, version 2.0) disponivel
no sitio do Centro Nacional de Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
na internet. A identidade das culturas foi atribuida conforme os critérios propostos por
Barnett et al., (2000) (Tabela S1). Os isolados que apresentaram sequéncias com
identidade igual ou superior a 97% a sequéncias anteriormente depositadas no GenBank
foram consideradas como pertencentes a mesma espécie. O nimero dos isolados com os
valores de identidade, similaridade e o ndmero de acesso estdao incluidos na Tabela S1.
O alinhamento foi realizado utilizando o software Mafft (Multiple alignment
program for amino acido or nucleotide sequence, version 7), disponivel no site
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/. Para eliminar posi¢des e regides divergentes do
alinhamento das sequéncias mal alinhadas de modo que se torne mais adequado para
andlise filogenética foi utilizado o software Gblocks Server (Castresana Lab, Animal
Biodiversity and Evolution Program — Barcelo , Spain, version 0,91b) (Castresana,
2000; Talavera e Castresana, 2007), disponivel no site
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html). As relagdes
filogenéticas foram calculadas com o método Maximum Composite Likelihood (Brysch-
Herzberg e Seidel, 2015) no software MEGA 5.0. Os valores foram calculados a partir

de bootstrap com 5000 interacoes.
6.0. Numero de acesso da sequéncia de nucleotideos

As sequéncias de genes da regido 26S rRNA, dominio D1/D2, das leveduras
isoladas utilizadas neste estudo foram depositadas no banco de dados DDBJ — DNA
Data Bank of Japan. As sequéncias referéncia para as comparacdes filogenéticas do
gene 26S rRNA foram obtidas a partir do banco de dados GenBank para as espécies:
Candida coipomoensis ATCC58904 (HQ651966), Candida glabrata 1.18 (EU373468),
Candida glabrata UMY (KP171571), Candida glabrata LE0O04 (JQ672605), Candida
glabrata DMIC (KP260989), Candida glabrata ATCC2001 (JQO070154), Candida
glabrata CG1107 (KMO055440), Candida glabrata CGA26 (KMO055474), Candida
glabrata RND13 (AJ617300), Candida glabrata ATCC64677 (KP780469), Candida
glabrata ATCC908776 (KP780472), Candida lignicola MA-4674 (HQ652029),
Candida sorbosivrans DMC113940 (JN031573), Candida stellimalicola KDLYS10-1
(KM14008), Candida tartarivorans NU28S61 (HM461710), Candida tropicalis

ATCC20615 (EU589206), Meyerozyma caribbica BJ111(JQ219337), Meyerozyma
30



guilliernandii KCTC7832 (AF257270), Pichia aff. fermentans IMUFRJ51964
(FN428873), Pichia fermentans LTQB69 (KR558718), Pichia galeiformis
7B05242196/97 (KF442633), Pichia galeiformis PiGa4(KP324975), Pichia
hampshirensis ATCC62897 (FJ381702), Pichia kudriavzevii SA16S06 (EF460648),
Pichia kudriavzevii SI (KR336548), Pichia kudriavzevii DMKU3-ET15 (AB742515),
Pichia kudriavzevii CTS1405 (KMO005245), Pichia kudriavzevii DM3212 (KM005239),
Pichia kudriavzevii SB150 (AB568332), Pichia kudriavzevii 11C-2Y1 (KP190153),
Pichia kudriavzevii HOY8 (HQ860272), Torulaspora delbrueckii NSA-1 (KM434245),
Torulaspora delbrueckii WKZ1-2 (JQ678673), Torulaspora delbrueckii V1-23
(KP8552496), Torulaspora delbrueckii LEO0S (JQ672606), Torulaspora delbrueckii
LTQB48 (KR558713). Os nimeros de acesso dos isolados obtidos neste estudo sdo de
LC015261 até LC015327.

7.0. Perfil fermentativo das leveduras

O meio utilizado para anélise dos produtos de fermentacdo foi o caldo YPD. O
cultivo foi realizado em batelada, em tubos de vidro (30 ml), contendo 15 ml do meio, a
uma temperatura de 37°C por 48 h.

Para os ensaios de fermentacdo foi selecionado aleatoriamente um isolado de
cada espécie identificada durante o processo de ensilagem da cana-de-actcar,
totalizando 10 diferentes isolados utilizados nos experimentos de batelada: Candida
glabrata (Y28.211), Candida sorbosivrans (0.145), Candida stellimalicola (Y1.157),
Candida tartarivorans (Y0.285), Candida tropicalis (Y1.161), Meyerozyma caribbica
(Y0.142), Pichia aff. fermentans (Y0.150), Pichia galeiformis (Y21.307), Pichia
kudriavzevii (Y0.141), Torulaspora delbruecki (Y3.170).

Amostras coletadas no inicio (0 horas) e apds 48 horas de fermenta¢do foram
centrifugadas (12.000 rpm, 10 min) e o sobrenadante livre de células foi analisado em
HPLC nas mesmas condi¢Oes descritas no item 2.0. Foram determinados a concentragdo

de sacarose e etanol.
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8.0. Cinética de crescimento

8.1. Medida de crescimento

O crescimento das culturas de leveduras foi estimado pela medida da densidade
optica (D.O.) em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 600 nm. Os valores
obtidos foram convertidos em Ln DO para posterior andlise. As culturas de leveduras
foram ativadas, padronizado a D.Ogponm para 0,1 e inoculadas (3%, v/v) em caldo YPD.
Os isolados foram cultivados a 37°C por até 24 h em microplacas de 96 pocos, em

condi¢Oes de microaerofilia.

8.2. Determinacdo dos parametros de crescimento, fermentativo e velocidade de

consumo e producao de etanol

- Velocidade especifica de crescimento (h'l): foi determinada como o
coeficiente angular da equacdo da reta representativa do crescimento exponencial das
culturas de leveduras em funcdo do tempo, utilizando a equacdo LnX = ut + LnXO0.

- Tempo de geracao (Tg): log2/u

- Rendimento de etanol (Yys): y s = Bimail-tpinicinilgi=1
[S'fmﬂl]—[_'-‘mwra!]gl_—l

9. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa

SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados

A composi¢ao quimica da silagem de cana-de-agucar para os diferentes periodos
de fermentacdo é apresentada na Tabela 1. Os contetidos de MS, PDIN e NHj3; nao
variaram durante a fermentacdo (p>0,05). A concentracdo de FDN e FDA da cana in
natura (486,1 e 271,5 g kg'lMS) diferiu da silagem apds 28 dias de fermentagdo (619,6
e 363,6 g kg'lMS) sendo 21,5 e 25,3% maior, respectivamente em relagdo a cana in
natura (Tabela 1). A anélise de CDIN indicou que a maior concentragdo foi obtida no

tempo final de fermentacdo (28 dias) e a menor no terceiro dia apds a vedacao do silo.
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Tabela 1. Variagdo da composicdo centesimal e produtos metabélicos da silagem da cana in natura e da
silagem de cana-de-actcar em diferentes periodos de fermentacdo. Teores médios de matéria seca (MS),
nitrogénio amoniacal (NHj), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente 4cido (FDA),
proteinas insolivel em detergente neutro (PDIN), cinzas insoliivel em detergente neutro (CDIN), 4cidos
orginicos e etanol apds 28 dias de fermentacdo de silagem de cana-de-agucar.

Composicao* Periodo de abertura
(g kg'1 MS) 0 dia 1 dia 3dias 7dias 14dias 21 dias 28 dias EPM  P-valor
MS 263,7 2571 2580 2344 2358 2536 2528 7.36 0,10
FDN 486,1° 545,0™ 511,8™ 569,1 578,9"  612,3® 619,6° 2132  <0,01
FDA 271,5°  309,7*° 290,3* 321,7" 330,6® = 352,0° 363,6° 1528 0,01
PDIN 72,6 65,1 1239 71,1 45,1 67,7 75,7 25,57 0,53
CDIN 5,9 6,4 4,7 8,2 9,5%® 9,5%® 11,2 0,85 <0,01
NH; nd 1373 1709 1743 174,9 188.,4 165,1 1,39 0,27
pH 55" 3,7° 36  36™ 3,59 3,59 3,4 0,03 <0,01
Acidos Organicos (g kg MS)
Acético nd 4,5 5,6° 7,5® 9,0" 10,27 12,9° 1,27 <0,01
Lictico nd 15,0° 17.4° 32,0 36,2 45,7 66,5 7,64 0,01
Propidnico nd 0,4° 0,7° 1,0° 1,6° 1,7° 3,7 0,38 <0,01
1,3 propanodiol nd 0 0 0,2 0,4 0,5 0,8 0,24 0,25
Etanol nd 36,5° 433 803  111,1° 106,2° 73,8 9,61 <0,01
Lactico/acético nd 3,23 2,9 4,1 4,1 4,4 5,0 0,68 0,17

nd = ndo determinado;
*Médias da composi¢ao quimica-bromatoldgica da silagem de cana-de-agucar seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem

em 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

A reducdo mais rapida no pH ocorreu no primeiro dia de fermentacdo (de 5,5
para 3,7) e ap0s o terceiro dia ndo foi verificado diferenca entre os valores encontrados
(Tabela 1). O valor médio de pH da silagem de cana-de-agicar foi de 3,83. A
concentracdo de acido acético e dcido lactico quantificado na silagem no vigésimo
oitavo dia de fermentacdo foi, em média, 60% e 75% maior, respectivamente do que a
concentracdo desses dcidos na silagem apds 1 e 3 dias de fermentacdo (Tabela 1). A
concentracdo de dcido propidnico foi maior no 28° dia de fermentagdo em relacdo aos
demais periodos de ensilagem amostrados e a concentracdo de 1,3 propanodiol e a
relacdo dcido lactico/acético ndo diferiu (p>0,05) durante a ensilagem da cana-de-
acucar.

A concentragdo de etanol aumentou entre 7 e 21 dias de fermentacdo (111,1 e
106,2 g kg”' MS, respectivamente), porém a concentracdo final de etanol na silagem de
cana-de-acticar (73,8 g kg”! MS) ndo diferiu do inicio da fermentacdo (36,5 g kg”! MS)
(Tabela 1).

As populacdes microbianas presentes na silagem de cana-de-agucar variaram de
acordo com o periodo de fermentacdo, com média populacional de 6,82, 5,43 e 5,68 log
UFC.g" de silagem para BAL, bactérias aerébias e leveduras, respectivamente (Figura
1). BAL foram predominantes durante todo o periodo de fermentacdo, com rapido

aumento da populacdo apds 1 dia de fermentacdao (p<0,05) (Figura 1A). Bactérias
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Log4g CFU mL™"

aerébias foram abundantes na comunidade epifita da cana in natura, porém a populagcao
diminuiu cerca de 2 ciclos log apds a ensilagem, retornando a niveis mais altos que os
iniciais no final da fermentacdo (28 dias) (p<0,05) (Figura 1B). O aumento das
leveduras foi mais lento e gradual em relagdo as bactérias, porém a populacdo de
leveduras no final da fermentagao foi maior do que na cana in natura e nos 3 primeiros

dias de ensilagem (Figura 1C).
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A andlise morfolégica e fenotipica das coldnias de bactérias e leveduras
demonstrou grande diversidade de microrganismos cultivdveis. Dentre as caracteristicas
avaliadas (cor, tamanho, textura, forma e borda das colonias) observou-se maior
diversidade morfoldgica e fenotipica na populacdo de bactérias que na de leveduras
(Figura 2). Em ambos os grupos microbianos ocorreu reducdo da diversidade ao longo
do periodo de fermentacdo. A diversidade fenotipica das bactérias foi reduzida,
diminuindo a ocorréncia de colOnias pigmentadas e aumentando a predominancia de

colOnias pequenas, brancas e de forma circular (Figura 2). Nas leveduras, ocorreu
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reducdo das colonias pequenas e brancas, com aumento de colonias grandes, de cor
bege e com bordas irregulares. As caracteristicas morfolégicas e fenotipicas das

colonias de leveduras estdo apresentadas na Tabela S2.

3 dias 0 dia

14 dias

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas
da populacdo de bactérias aerdbias e de
leveduras da silagem de cana-de-agticar
durante o processo de ensilagem.
Amostras foram coletadas da cana in
natura e nos tempos 1, 7, 14, 21 e 28
dias de fermentagdo. Os plaqueamentos
foram realizados em 4gar nutriente
(25°C por 48 h) ou YPD com
cloranfenicol (37°C por 24 h) para
enumeracdo de bactérias aerdbias e

Agar utriente Agar YPD leveduras, respectivamente.

Noventa e nove isolados de leveduras foram obtidos a partir das amostras de
silagem de cana-de-actcar, e as culturas apresentaram sequéncias de 26S rRNA com
identidade > 97% para dez espécies distintas de leveduras. Foram identificados quatro
géneros distintos, sendo o género Pichia o mais predominante, seguido do género
Candida, Torulaspora e Meyerozyma. Em relacdo a diversidade de espécies de
leveduras na cana-de acticar, foram detectadas cinco espécies diferentes do género
Candida, seguida de Pichia com trés espécies diferentes e Meyerozyma e Torulaspora
com um representante cada. As espécies identificadas foram, C. glabrata, C.

sorbosivorans, C. tartarivorans, C. stellimalicola, C. tropicalis, P. kudriavzevii, P. aff.
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fermentans, P. galeiformis, M. caribbica e T. delbrueckii. Alguns isolados foram
identificados como Issatchenkia orientalis, no entanto, esses isolados foram
denominados P. kudriavzevii neste estudo, seguindo a reclassificacdo feita por Boidin e
colaboradores (1965). Dentre todas as espécies de leveduras isoladas neste trabalho, a P.
kudriavzevii foi a espécie encontrada em maior nimero durante todo o processo de
ensilagem, com a razdo do nimero de individuos total de cada espécie pelo tempo de
fermentacdo de 1,57, seguida da C. glabrata e T. delbrueckii, com 1,03 e 0,392,
respectivamente.

O numero de espécies de levedura variou durante os periodos de fermentacdo. A
maior diversidade de leveduras (seis espécies) foi encontrada na populagdo epifita da
cana-de-actcar, reduzindo drasticamente ao final do periodo de fermentacdo (duas
espécies) (Figura 3). As espécies encontradas aos 28 dias de fermentacdo foram P.
kudriavzevii e C. glabrata que estiveram presentes em todos os periodos de
fermentacdo. A abundancia de C. glabrata diminuiu a partir do 7° dia de fermentacao,
enquanto P. kudriavzevii aumentou apds esse mesmo periodo, dominando a populagdo

de leveduras na silagem de cana-de acucar (Figura 3).
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Figura 3. Dindmica e abundancia da populacdo de leveduras na cana-de-agucar in natura e na silagem de cana-de-
acucar com 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de fermentacdo. As leveduras foram isoladas em meio YPD a 37°C, em jarra de
anaerobiose. Foi realizado o sequenciamento do dominio D1/D2 da regido 26S rRNA. ( A ) concentragdo de etanol
em relacdo a porcentagem de massa seca.

A andlise filogenética dos isolados de levedura revelou 11 subgrupos contendo
pelo menos uma das espécies de leveduras identificadas neste trabalho (Figura 4). O

clado incluindo as estirpes que estdo estreitamente relacionadas com as espécies do
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género Pichia foi suportado por um valor de bootstrap de 93% e esteve préoximo
filogeneticamente do clado da espécie C. sorbosivorans (clado 8) (Figura 4). Quarenta e
dois isolados foram mais estreitamente relacionados com P. kudriavzevii, uma levedura
comumente encontrada em silagens de capim, azevém, milho e cana-de-agtcar (Jonsson
& Pahlow 1984; Li & Nishino 2011; Carvalho er al., 2014; Avila et al., 2014) e no
rimen bovino (clado 11). Vinte e nove isolados agruparam com as sequéncias
referéncia da espécie C. glabrata (clado 1), indicando elevado nivel de homogeneidade
entre as sequéncias analisadas. Os clados 1, 2, 3, 4, 5 e 6 compartilharam de um mesmo
ancestral comum, ao contrério do isolado do clado 7 se que agrupou separado (Figura

4).
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Figura 4. Dendograma de similaridade genética de leveduras isoladas da silagem de cana-de-agticar pelo
sequenciamento da regido rRNA 26S, dominio D1/D2. As sequéncias dos isolados foram comparadas
com o software MEGA 5.0. Andlise Bootstrap foi realizada a partir de 5000 resamplings aleatdrios.
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A velocidade especifica de crescimento e o tempo de geracdo ndo variaram
(p>0,05) entre as espécies de leveduras estudadas (Tabela 2). Os isolados Y3.170 (T.
delbrueckii), Y0.150 (P. aff. fermentans), Y0.142 (M. caribbica), Y0.141 (P.
kudriavizevii), Y1.161 (C. tropicalis), Y0.285 (C. tartarivorans) e Y28.211 (C.
glabrata) apresentaram a concentracdo de etanol acima de 100 mmol” e apenas trés
isolados, Y1.157 (C. stellimalicola), Y0.145 (C. sorbosivorans) e Y21.307 (P.
galeiforms), produziram concentracdes de etanol abaixo dessa concentracdo (Tabela 2).
A concentracio média de etanol do grupo 1 (161,42 mmol™) foi 76,7% maior quando
comparada ao grupo 2 (37,6 mmol ). O rendimento maximo de etanol por substrato
(Yps) também diferiu entre os isolados, sendo as espécies T. delbrueckii, P. aff.
Fermentans, M. caribbica, P. kudriavizevii, C. tropicalis, C. tartarivorans e C.
glabrata as que apresentaram os maiores valores de rendimento (0,41-0,47) e as
espécies C. stellimalicola, C. sorbosivorans e P. galeiforms apresentaram o menor
rendimento (0,08 — 0,26) (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros de crescimento e fermentacdo de leveduras isoladas da silagem de cana-de-agticar
em caldo YPD a 37°C por 48 h.

Growth parameters

Fermentation broth YPD - Yield

Group Isolate Yeast 4 (hora™) Tg Ethanol
horas Concentracio (mmol')** Yoss
3.170  T. delbrueckii 0.95+0.2  0.3240.1 176.1£20.3" 0.47+0.1*
0.150  P. aff. fermentans ~ 0.73£0.1  0.65+0.4 162.2+6.2° 0.460.0™
0.142 M. caribbica 0.90+0.1  0.37+0.0 159.5+9.5° 0.47+0.1*
1 0.141  P. kudriavizevii 1.0320.1  0.29+0.0 158.8+11.2° 0.43+0.0™
1.161  C. tropicalis 1.0320.1  0.28+0.0 157.8+10.4 0.4520.1%°
0.285  C. tartarivorans 0.94+0.2  0.3220.1 152.8+1.0° 0.4120.0™°
28211 C. glabrata 1.02+0.1  0.29+0.1 151.9+8.0° 0.4120.1%°
1.157  C. stellimalicola 0.8120.1  0.490.2 73.5431.5° 0.2620.0b™
2 0.145  C. sorbosivorans 0.70£0.2  0.87+0.8 29.0+18.4° 0.22+0.1%
21.307 P. galeiforms 0.80+0.1  0.47+0.2 10.3+7.5° 0.08+0.0°
EPM 0,13 0,19 11,11 0,03
P-valor 057 053 <001 <001

*Rendimento maximo de etanol por substrato em g g”'. Valor expresso em porcentagem (%).
** Concentracdo final apds 48 h de fermentacao.

Discussao

Com o intuito de definir o perfil bromatolégico da silagem de cana-de-agicar
Zopollatto e colaboradores (2009) realizaram uma metandlise em que foi avaliada a
variacdo no valor nutricional, nos parametros fermentativos € no desempenho de
bovinos alimentados com silagem de cana-de-agticar. Os autores verificaram variacao

na composicao nutricional de MS, FDN e FDA com valores entre 193-341, 491-753 e
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346-487 g kg DM respectivamente. No entanto, no presente estudo as concentracdes
de MS, PDIN e NH3 ndo variaram ao longo de toda a fermentacdo. A manuten¢do do
valor de MS na silagem de cana-de-aciicar com 84 dias de fermentacdo também foi
observado por Balieiro-Neto e colaboradores (Balieiro-Neto et al., 2009). A possivel
explicacdo para a manutencdo da MS durante a fermentacdo é a disponibilidade de
elevada concentragdo de agicares no meio que foram suficientes para as reagdes de
fermentagdo, fazendo com que as leveduras tivessem acesso diretamente a fonte de
carbono. Em uma avaliacdo realizada por Avila e colaboradores (2010) para determinar
a concentragdo de agucares totais em suspensdo da silagem da cana-de-acticar com o
auxilio de um refratdmetro, valores de 21 °Brix foram obtidos. Segundo esses autores, a
concentracdo de acticares disponivel era suficiente para as reacdes de fermentacdo na
silagem.

A populacdo de BAL aumentou ap6s o primeiro dia de fermentagdo e o principal
efeito desse aumento foi a drastica reducdo do pH de 5,5 para 3,7. A rdpida acidez do
meio nos tempos iniciais da fermentagcdo, entre 3,5-4,5, € necessdrio para o
armazenamento de uma boa silagem (Harris, 1984). A acidificacdo da silagem ocorre
devido a alta concentracdo de dcidos organicos produzidos pelas BAL e a baixa
capacidade de tamponamento da cana (Alli et al., 1982; Santos et al., 2008; Evangelista
et al., 2009). O &cido organico que deve estar em maior propor¢do em uma silagem € o
acido lactico, devido a sua maior eficiéncia em baixar o pH rapidamente (Cruz et al.,
2001). Apds o terceiro dia de fermentagdo houve reducdo da populagdo de BAL. Para
Oude Elferink e colaboradores (2001) a reducao da populacdo de BAL apds os primeiro
dias de fermentacdo ocorre devido a perda de viabilidade das espécies mais sensiveis
que € decorrente da elevada acidez, permanecendo as espécies mais dcido-tolerantes
(Oude Elferink et al., 2001).

A contagem de leveduras vidveis indicou que esse grupo de microrganismos nao
foi inibido pela acidez do meio, aumentando de populacdo ao longo da fermentagio,
mesmo com valores de pH abaixo de 3,7. A cana-de-acticar possui uma populagdo
epifita de leveduras elevada que pode chegar até 10° UFC/g de forragem fresca. Mesmo
com uma populagdo epifita de leveduras (2,7x10* UFC/ g de forragem fresca) menor do
que tem aquela observada outros estudos com silagem de cana-de-agucar (Pedroso et
al., 2005; Avila et al., 2008; Avila et al., 2010; Cavali et al., 2010; Avila et al., 2014;
Carvalho et al., 2014), a populacdo de levedura cresceu no meio dcido atingindo valores

de 2,8x10° UFC.g" de silagem apés 7 dias de fermentagio.
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Como consequéncia da elevada populacdo de levedura na silagem de cana-de-
acucar, observou-se valores elevados da concentracido de etanol devido a fermentagdo
alcodlica. A fermentagdo alcodlica reduz o valor nutritivo da silagem devido a
conversdao do agucar em CO,, 4gua e etanol (Pate et al., 2001; Pedroso, 2003). A
producdo de etanol pode corresponder ao consumo de 50% da sacarose presente na
cana-de-actcar fresca (Alli et al., 1982). Neste estudo, a populacao média de levedura
foi de 4,8 x 10° UFC.g'1 de silagem e observagdes prévias indicam que silagens
contendo populacdes de levedura de 10° UFC.g" sdo mais suscetiveis 2 deteriora¢io
aerobia (Webster, 1992).

Virios géneros de leveduras ja foram relatados em silagem de cana-de-agucar
sendo eles Candida, Pichia, Torulaspora, Hanseniaspora, Schizosaccharomyces,
Debaryomyces, Zygosaccharomyces, Endomycopsis, Hansenula, Issatchenkia,
Torulopsis, Saccharomyces e Kluyveromyces (Jonsson e Pahlow 1984; Webster 1992;
Bravo-Martins et al., 2006; Avila et al., 2010; Carvalho et al., 2014), destes, trés foram
identificadas no nosso estudo (Candida, Pichia e Torulaspora). O género Meyerozyma
identificado neste estudo ainda ndo foi relatado na literatura como componente da
populacdo de leveduras da silagem de cana-de-acucar. A espécie M. caribbica foi
isolada a partir da cana in natura fazendo parte da populagdo epifita.

Espécies do género Meyerozyma tém sido isoladas de diversos ambientes, como
o solo, alimentos, insetos, 4gua do mar e subprodutos de arvores. Algumas espécies
fazem parte da microbiota da pele e mucosas, podendo causar doencas em pacientes
imunossuprimidos (Papon et al., 2013). Algumas caracteristicas importantes podem ser
atribuidas a esse género: temperatura padrao de crescimento de 30°C (maxima de 42°C);
crescimento em aerobiose e em condig¢des estritas de oxigénio; capacidade de fermentar
acucares; incapacidade de metabolizar amido, lactose e inositol como fontes de carbono;
leveduras heterotdlicas e que possuem divisdo celular multilateral por brotamento;
algumas espécies produzem pseudohifas (Kurtzman e Suzuki 2010; Papon et al., 2013).
Diversos estudos tem sido realizados com o género Meyerozyma sp. por apresentar
importancia clinica e possuir potencial para aplicagdes biotecnoldgicas e controle
bioldgico (Coda et al., 2013; Joel & Valentin Bhimba, 2013; Papon et al., 2013; Romi
et al., 2014). Espécies desse gé€nero ja foram descritas como produtoras de surfactantes
e enzimas extracelulares P450, as quais sao importantes no processo de degradacdo de
moléculas aromaticas (Das e Chandran 2011).

A espécie M. caribbica foi capaz de liberar acicares redutores a partir de

residuos in natura de bagago de cana-de-agicar sendo promissora na degradacdo de
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residuos da agroindustria, além de produzir etanol a partir da fermentagdo de D-xilose
(Canali 2015). Essa caracteristica € de grande relevancia, uma vez que existe um grande
nimero de leveduras capazes de fermentar pentoses, mas apenas algumas espécies
podem produzir etanol a partir de D-xilose (Matos et al., 2014). Isso demonstra a
capacidade de utilizacdo dessa levedura para a producao de etanol a partir de biomassa
lignocelulosica.

Para todos os isolados sequenciados a homologia com espécies depositadas no
GenBank foi >99%, caracterizando os isolados como da mesma espécie de referéncia
(Kurtzman e Robnett 1998). Vérios métodos moleculares estdo bem estabelecidos para a
identificacdo e tipagem de leveduras, incluindo a amplificacdo do rRNA 5.8S e as duas
regides espacadoras intergénica ribossomais (ITS1 e ITS2) que sdo usados no
agrupamento de isolados de leveduras (James et al., 1996; Petersen et al., 2001).
Entretanto, nos ultimos anos, o sequenciamento do dominio D1/D2 da regido rRNA 26S
tem sido utilizado na identificacdo de leveduras a nivel de espécie (Kurtzman e Robnett
1998; van der Aa Kiihle e Jespersen 2003).

O nosso estudo avaliou, pela primeira vez, a sucessao e abundancia das espécies
de leveduras cultivaveis presentes durante a fermentacdo da cana-de-acucar. A
diversidade de espécies diminuiu de acordo com a acidificacdo da silagem e algumas
espécies como C. glabrata e P. kudriavzevii estiveram presente durante todo o periodo
de fermentacdo e aumentaram a sua abundancia ao longo da ensilagem, demonstrando
ser resistentes a baixos valores de pH. As leveduras sdo capazes de se desenvolverem
em baixas concentragdes de oxigénio e podem tolerar um pH tdao baixo quanto 3,0-4,0
(Laukova et al., 2003), ocorrendo a sucessao de populacdes ao longo de todo o processo
fermentativo (Webster 1992).

As leveduras possuem sistemas elaborados para manter o pH intracelular e esses
sistemas desempenham papel essencial na fisiologia e no crescimento desse grupo
microbiano (Henriques et al., 1997). O pH intracelular e a bomba de H" sdo regulados
pela ATPase da membrana plasmadtica que mantém o gradiente transmembrana de H*
utilizado para o transporte de nutrientes (Imai e Ohno, 1995). Este sistema desempenha
um papel essencial na fisiologia da levedura diminuindo a permeabilidade da membrana
plasmdtica e auxiliando a extrusdo ativa de prétons (Henriques et al., 1997). A extrusdo
ativa do 4cido para a manutencdo do pH intracelular ji foi reportado em
Zygosaccharomyces bailii (Warth, 1977) e Saccharomyces cerevisiae (Henriques et al.,

1997).
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Além dos mecanismos de resisténcia a dcidos organicos, algumas leveduras sao
capazes de assimilar 4cido lactico (Laukova er al., 2003). Algumas espécies de
leveduras dos géneros Candida spp., Debaryomyces spp., Metschnikowia spp., Pichia
spp., Rhodotorula spp., Torulaspora spp., Trichosporon spp. e Yarrowia spp degradam
oxidativamente acido lactico e produzem CO; e dgua (Laukova et al., 2003). Leveduras
possuem lactato desidrogenase, o que lhes permite utilizar dcido lactico como uma fonte
de carbono e energia para o crescimento (Cassio et al., 1987). A assimilacdo de lactato
pelas leveduras quando a silagem € exposta ao ar permite o aparecimento de fungos
filamentosos e o aumento do pH. Diante disso, o efeito inibidor do pH € reduzido e a
populacdo de microrganismos deterioradores e patogénicos aumentada. Estudos relatam
a influéncia de espécies dos géneros Candida e Pichia na diminui¢do da estabilidade
aerobia (McDonald 1981; Jonsson and Pahlow 1984; Bravo-Martins, Carneiro et al.,
2006; Carvalho, Avila et al., 2014).

A presenca de P. kudriavzevii foi associada com o aumento da concentracdo de
etanol na silagem de cana-de-acucar (Figura 3 e Tabela 1). No 14° dia de fermentacgdo a
prevaléncia dessa espécie foi de 98% em relagdo ao nimero de espécies totais isoladas e
a producgdo de etanol atingiu a maior concentra¢do dentre os periodos de amostragem.
Entretanto, o intervalo em que se observou a maior variacdo na concentragdo de etanol
foi entre o 3° e 7° dia de fermentacdo em que as espécies mais prevalentes foram C.
glabrata, P. kudriavzevii e T. delbrueckii. Isto indica que essas espécies tém alta
capacidade de fermentar a cana-de-acgucar, produzindo elevadas concentragdes de
etanol, além de se manterem vidveis em condi¢des adversas e em ambientes altamente
competitivos. Embora as espécies de levedura envolvidas na fermentacdo de cana-de-
acticar ainda ndao tenham sido totalmente identificadas, sabe-se que as diferentes
espécies sdo divergentes em relacdo a sua efici€ncia na producdo de etanol (Campos et
al., 2010).

A espécie C. glabrata também esteve presente em todo o processo fermentativo
da silagem de cana-de-agucar, representando 25% do total de isolados do udltimo dia de
fermentacao (28 dias). Essa espécie pode ser intrinsecamente associada com diarreia em
bezerros recém-nascidos (Elad er al., 1998) e associada com casos de mastite clinica ou
sub-clinica em ruminantes, quer como agentes primdrios ou secundarios (Spanamberg et
al., 2009). Além disso, ela tem sido frequentemente associada com resisténcia multipla
a drogas antifingicas (Samaranayake e Samaranayake, 1994).

As espécies P. galeiformis, C. tartarivorans, C. tropicalis, C. stellimalicola e

Meyerozyma caribbica nao sao frequentemente relatadas em silagem de cana-de-agucar,
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ao contrdrio das espécies P. fermentans, P. kudriavzevii e C. glabrata que sao relatadas
por diversos autores (Rossi e Dellaglio 2007; Avila er al., 2010; Li e Nishino 2011;
Dolci et al., 2011; Carvalho et al., 2014). Avila e colaboradores (2010) isolaram cinco
géneros de leveduras em diferentes cultivares e tempos da silagem de cana-de-agucar.
As espécies encontradas foram 7. delbrueckii, P. anomala, P. guilliermondii, P. jadinii,
Saccharomyces cerevisiae, S. bayanus, C. glabrata, C. membranifaciens,
Kluyveromyces lactis.

Devido a grande biodiversidade de leveduras, diferentes reagdes de fermentacao
e assimilag¢do de distintas fontes de carbono e nitrogénio sdo observadas durante todo o
processo de fermentacdo (Avila et al., 2010). Os resultados obtidos neste estudo,
adicionam novas informagdes sobre a diversidade e a sucessdo de leveduras durante a
ensilagem da cana-de-agticar. A populacdo de leveduras se manteve alta e constante na
maior parte do periodo de fermentagdo, entretanto, a diversidade de levedura diminuiu
ao longo do periodo de fermentacdo e as espécies dominantes foram estritamente
relacionadas a fermentagcdo alcodlica. Novos estudos poderdo avaliar estratégias para
reduzir ou inibir o crescimento de determinadas espécies de levedura na silagem de
cana-de-acticar minimizando as perdas de matéria seca causadas pela fermentagcdo

alcodlica.
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Anexos

Tabela S1. Identificag@o dos isolados de leveduras obtidas de silagem de cana-de-agicar.

Identificacdo dos isolados de leveduras

Isolado Identificacio Bp Max Toral Query cover E-value Identidade % Acesso no
score score NCBI

Y0.141(LCO15261) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 580 1064 1064 99% 0.0 100 KF811416
Y0.142 (LCO15262) Meyerozyma caribbica strain Y-17844 589 1086 1086 99% 0.0 100 KJ705006
YO0.143 (LC015263) Pichia aff. fermentans IMUFRJ 51964 571 1040 1040 99% 0.0 99 FN428873
Y0.145 (LC015264) Candida sorbosivorans strain DMic 113940 465 857 857 99% 0.0 100 IN031573
YO0.146 (LCO015265) Candida glabrata isolate HC10C 594 1096 1096 99% 0.0 100 KJ624034
Y0.147 (LC015266) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 576 1061 1061 99% 0.0 100 KJ183049
YO0.148 (LC015267) Candida glabrata isolate HC10C 585 1079 1079 99% 0.0 100 KJ624034
Y0.149 (LC015268) Pichia aff. fermentans Y153 567 1037 1037 99% 0.0 99 HE863822
Y0.150 (LCO015269) Pichia aff. fermentans Y15 569 1050 1050 99% 0.0 100 HE63822
Y0.151 (LC015270) Meyerozyma caribbica strain Y-17844 574 1057 1057 99% 0.0 100 KJ705006
Y0.281 (LCO015271) Issatchenkia orientalis strain IMAU3Y005 573 1057 1057 99% 0.0 100 FJ770478
Y0.282 (LC015272) Meyerozyma caribbica strain Y-17844 582 1075 1075 100% 0.0 100 KJ705006
Y0.283 (LC015273) Meyerozyma caribbica strain Y-17844 581 1072 1072 99% 0.0 100 KJ705006
Y0.284 (LC0O15274) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 576 1059 1059 99% 0.0 100 KJ183049
Y0.285 (LCO015275) Candida tartarivorans 578 1055 1055 99% 0.0 99 DQ438226
Y1.153 (LCO15276) Candida glabrata isolate HC10C 588 1083 1083 99% 0.0 100 KJ624034
Y1.154 (LCO15277) Candida glabrata isolate HC10C 597 1103 1103 100% 0.0 100 KJ624034
Y1.155 (LCO15278) Candida glabrata isolate HC10C 593 1090 1090 99% 0.0 100 KJ624034
Y1.156 (LC015279) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 577 1064 1064 99% 0.0 100 KF633187
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Tabela S1 cont. Identificagdo dos isolados de leveduras obtidas de silagem de cana-de-agtcar.

Identificacdo dos isolados de leveduras

Isolado Identificacio Bp Max Toral Query cover E-value Identidade % Acesso no
score score NCBI

Y1.157 (LC015280) Candida stellimalicola 590 883 883 99% 0.0 91 FM 180552
Y1.158 (LCO15281) Candida glabrata isolate HC10C 596 1101 1101 100% 0.0 100 KJ624034
Y1.159 (LC015282) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 572 1057 1057 100% 0.0 100 KJ183049
Y1.160 (LCO15283) Torulaspora delbrueckii isolate BBMV3FAS 569 1051 1051 100% 0.0 100 KF735113
Y1.161 (LCO15284) Candida tropicalis 615 1061 1061 95% 0.0 99 AB719415
Y1.286 (LCO15285) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 587 1084 1081 99% 0.0 100 KF633187
Y1.288 (LC015286) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 589 1085 1085 100% 0.0 100 KF633187
Y1.289 (LCO15287) Candida glabrata isolate HC10C 578 1068 1068 100% 0.0 100 KJ624034
Y1.290 (LC015288) Candida glabrata isolate HC10C 577 1066 1066 100% 0.0 100 KJ624034
Y3.162 (LCO15328) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 588 1079 1079 99% 0.0 99 KF633187
Y3.163 (LCO15329) Candida glabrata isolate HC10C 597 1099 1099 99% 0.0 100 KJ624034
Y3.164 (LCO015330) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 577 1062 1062 99% 0.0 100 KF811416
Y3.165 (LCO15331) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 586 1077 1077 99% 0.0 100 KF633187
Y3.166 (LC015332) Pichia aff. fermentans Y153 541 992 992 99% 0.0 99 HE863822
Y3.167 (LCO15333) Pichia aff. fermentans Y153 563 1035 1035 100% 0.0 99 HE863822
Y3.168 (LC015334) Candida glabrata isolate HC10C 591 1086 1086 99% 0.0 100 KJ624034
Y3.169 (LCO15335) Candida glabrata isolate HC10C 594 1092 1092 99% 0.0 100 KJ624034
Y3.170 (LC015336) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 589 1088 1088 100% 0.0 100 KF633187
Y3.171 (LCO15337) Candida glabrata isolate HC10C 597 1103 1103 100% 0.0 100 KJ624034
Y3.291 (LCO15338) Candida glabrata isolate HC10C 593 1085 1085 99% 0.0 99 KJ624034
Y3.292 (LCO15339) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 586 1083 1083 100% 0.0 100 KF633187
Y3.293 (LC015340) Candida glabrata isolate HC10C 592 1090 1090 99% 0.0 100 KJ624034
Y3.294 (LCO15341) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 577 1064 1064 99% 0.0 100 KF811416
Y3.295 (LC015342) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 575 1062 1062 100% 0.0 100 KF811416
Y7.172 (LCO15343) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 583 1026 1026 99% 0.0 98 KF811416
Y7.173 (LC015344) Candida glabrata isolate HC10C 595 1099 1099 100% 0.0 100 KJ624034

49



Tabela S1 cont. Identificacdo dos isolados de leveduras obtidas de silagem de cana-de-acticar.

Identificacdo dos isolados de leveduras

Isolado Identificacio Bp Max Toral Query cover E-value Identidade % Acesso no
score score NCBI

Y7.174 (LCO15345) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 581 1074 1074 100% 0.0 100 KF633187
Y7.175 (LCO15346) Candida glabrata isolate HC10C 596 1101 1101 100 0.0 100 KJ624034
Y7.176 (LC015347) Candida glabrata isolate HC10C 590 1088 1088 99% 0.0 100 KJ624034
Y7.177 (LCO15348) Torulaspora delbrueckii isolate KDLYH2-5 583 1075 1075 99% 0.0 100 KF633187
Y7.178 (LC015349) Candida glabrata isolate HC10C 597 1101 1101 99% 0.0 100 KJ624034
Y7.179 (LCO15350) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 580 1068 1068 100% 0.0 99 KF811416
Y7.180 (LCO15351) Candida glabrata isolate HC10C 594 1094 1094 99% 0.0 100 KJ624034
Y7.181 (LCO15352) Candida glabrata isolate HC10C 596 1101 1101 100% 0.0 100 KJ624034
Y7.297 (LCO15354) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 576 1057 1057 99% 0.0 100 KJ183049
Y7.298 (LCO15355) Candida glabrata isolate HC10C 591 1086 1086 99% 0.0 99 KJ624034
Y7.299 (LCO15356) Candida glabrata isolate HC10C 592 1090 1090 99% 0.0 100 KJ624034
Y7.300 (LCO15357) Candida glabrata isolate HC10C 581 1074 1074 100% 0.0 100 KJ624034
Y14.182 (LCO15289)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 579 1070 1070 100% 0.0 100 KF811416
Y14.183 (LC015290) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 578 1066 1066 99% 0.0 100 KF811416
Y14.184 (LCO15291)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 577 1066 1066 100% 0.0 100 KF811416
Y14.185 (LCO015292)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 577 1066 1066 100% 0.0 100 KF811416
Y14.187 (LCO15293)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 575 1062 1062 100% 0.0 100 KF811416
Y14.188 (LCO015294)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 576 1062 1062 100% 0.0 100 KF811416
Y14.190 (LC015295) Pichia kudriavzevii strain ZB05242194/95 580 1070 1070 99% 0.0 100 KF442634
Y14.191 (LCO15296)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 579 1062 1062 100% 0.0 100 KF811416
Y14.301 (LC015297) Candida glabrata isolate HC10C 596 1098 1098 99% 0.0 100 KJ624034
Y14.302 (LC015298) Pichia kudriavzevii strain ZB05242194/95 582 1070 1070 99% 0.0 100 KF442634
Y14.303 (LCO15299)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 579 1062 1062 100% 0.0 100 KF811416
Y14.304 (LCO15300)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 580 1072 1072 100% 0.0 100 KF811416
Y14.305 (LCO15301)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 578 1066 1066 99% 0.0 100 KF811416
Y21.192 (LC015302) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 566 1046 1046 100% 0.0 100 KJ183049
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Y21.193 (LCO15303)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 579 1070 1070 100% 0.0 100 KF811416
Y21.194 (LCO15304)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 567 1048 1048 100% 0.0 100 KF811416
Y21.195 (LCO15305)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 577 1062 1062 99% 0.0 100 KF811416
Y21.196 (LCO15306)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 578 1053 1053 99% 0.0 99 KF811416
Y21.197 (LCO15307)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 578 1066 1066 99% 0.0 100 KF811416
Y21.198 (LC015308) Candida glabrata isolate HC10C 594 1090 1090 99% 0.0 100 KJ624034
Y21.199 (LCO15309)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 577 1064 1064 99% 0.0 100 KF811416
Y21.200 (LCO15310)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 559 1016 1016 100% 0.0 100 KF811416
Y21.201 (LCO15311) Issatchenkia orientalis isolate 149 571 1055 1055 100% 0.0 100 AY529505
Y21.306 (LC015312) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 571 1050 1050 99% 0.0 100 KJ183049
Y21.307 (LCO15313) Pichia galeiformis strain ZB05242196/97 573 1059 1059 100% 0.0 100 KF442633
Y21.308 (LCO15314) Candida glabrata isolate HC10C 598 1101 1101 100% 0.0 100 KJ624034
Y21.309 (LCO15315)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 579 1068 1068 99% 0.0 100 KF811416
Y21.310 (LCO15316) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 576 1062 1062 99% 0.0 100 KF811416
Y28.205 (LCO15317)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 580 1072 1072 100% 0.0 100 KF811416
Y28.206 (LC015318) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 576 1059 1059 99% 0.0 100 KJ183049
Y28.207 (LCO15319)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 578 1066 1066 99% 0.0 100 KF811416
Y28.208 (LC015320) Candida glabrata isolate HC10C 597 1099 1099 99% 0.0 100 KJ624034

Y28.209 Issatchenkia orientalis isolate 216 541 1000 1000 100% 0.0 100 AY529502
Y28.210 (LCO15321) Pichia kudriavzevii strain Y7-7 576 1059 1059 99% 0.0 100 KJ183049
Y28.211 (LC015322) Candida glabrata isolate HC10C 596 1101 1101 100% 0.0 100 KJ624034
Y28.311 (LC015323) Candida glabrata isolate HC10C 596 1099 1099 99% 0.0 100 KJ624034
Y28.312 (LCO15324)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 577 1062 1062 99% 0.0 100 KF811416
Y28.313 (LC015325) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 576 1064 1064 100 0.0 100 KF811416
Y28.314 (LCO15326)  Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 578 1057 1057 99% 0.0 100 KF811416
Y28.315 (LC015327) Pichia kudriavzevii strain 132/163/167/188wat 578 1064 1064 99% 0.0 100 KF811416
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Tabela S2. Caracteristicas fenotipicas dos isolados de leveduras obtidos da silagem de cana-de-acucar.

Caracterizacio morfolégica das colonias — Meio YPD

Isolado Cor Tamanho* Textura Forma Borda Outras
Y0.141 Creme grande lisa achatada irregular opaca
Y0.142 Branca média lisa circular lisa -
Y0.143 Bege média aveludado cOnica irregular centro denso
Y0.144 Bege pequena lisa circular lisa opaca
Y0.145 amarelada pequena lisa circular lisa opaca
Y0.146 Creme grande lisa achatada lisa -
Y0.147 Creme grande aveludada achatado irregular nicleo mais opaco
Y0.148 Creme media lisa cOnica lisa -
Y0.149 Bege média lisa circular lisa centro denso
Y0.150 Creme média lisa achatada lisa bordas transparentes
Y0.151 Branca grande rugosa achatada irregular nicleo amarelado
Y0.281 amarela pequena lisa circular lisa -
Y0.282 amarela média rugosa cOnica irregular -
Y0.283 Creme média lisa achatada lisa -
Y0.284 Bege média lisa circular lisa -
Y0.285 Bege média lisa circular lisa -
Y1.153 Creme grande lisa achatada lisa opaca
Y1.154 Bege grande lisa circular lisa centro denso
Y1.155 Creme média lisa achatada lisa borda transparente
Y1.156 Branca pequena lisa circular lisa -
Y1.157 Creme média lisa circular lisa -
Y1.158 Branca média lisa conica lisa -
Y1.159 Creme grande aveludada achatada irregular -
Y1.160 Bege pequena lisa circular lisa -
Y1.161 Creme grande rugosa circular irregular possui irregularidades
Y1.286 Creme grande lisa cOnica lisa -
Y1.288 Branca média lisa circular lisa -
Y1.289 Branca média lisa achatada lisa -
Y1.290 Creme grande lisa achatada irregular -
Y3.162 Creme média lisa circular lisa opaca
Y3.163 Creme grande lisa achatada lisa opaca
Y3.164 Creme grande rugosa achatada irregular borda mais densa
Y3.165 Branca pequena lisa circular lisa brilhosa
Y3.166 Creme média lisa conica lisa opaca
Y3.167 Creme média rugosa achatada irregular opaca
Y3.168 Branca média lisa achatada lisa opaca
Y3.169 Creme grande lisa achatada lisa opaca
Y3.170 Branca pequena lisa circular lisa brilhante
Y3.171 Branca média lisa achatada irregular opaca
Y3.291 Creme grande lisa achatada lisa opaca
Y3.292 Branca pequena lisa circular lisa -
Y3.293 Branca media lisa achatada lisa Brilhante
Y3.294 Bege grande aveludada achatada lisa opaca
Y3.295 Creme grande aveludada achatada irregular opaca
Y7.172 Bege grande aveludada achatada irregular -
Y7.173 Creme média lisa achatada lisa brilhante
Y7.174 Branca pequena lisa circular lisa brilhante
Y7.175 Creme média lisa achatada lisa opaca
Y7.176 Branca média lisa circular lisa -
Y7.177 Branca pequena lisa circular lisa brilhante
Y7.178 Branca média lisa circular lisa brilhante
Y7.179 Bege grande aveludada achatada irregular opaca
Y7.180 Branca grande lisa achatada lisa brilhante
Y7.181 Branca grande lisa achatada lisa brilhante
Y7.296 Branca pequena lisa circular lisa brilhante
Y7.297 Bege grande aveludada achatada irregular -
Y7.298 Creme grande lisa achatada lisa Brilhante
Y7.299 Creme grande lisa achatada lisa -
Y7.300 Branca pequena lisa circular lisa -

Y14.182 Creme grande aveludada achatada irregular centro denso

Y14.183 Creme grande aveludada achatada irregular centro denso

Y14.184 Creme grande aveludada achatada irregular centro denso

Y14.185 Creme grande aveludada achatada irregular -

Y14.187 Creme grande aveludada achatada irregular centro denso

Y14.188 Branca média lisa circular lisa brilhante

Y14.190 Creme grande aveludada achatada irregular centro denso

Y14.191 Creme grande aveludada achatada irregular -

Y14.301 Branca média lisa circular lisa brilhante

Y14.302 Creme grande aveludada achatada irregular -

Y14.303 Creme média aveludada achatada irregular -

Y14.304 Creme média aveludada achatada irregular -

Y14.305 Creme grande aveludada achatada irregular -

Y21.192 Creme grande rugosa achatada irregular -
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Tabela S2 cont. Caracteristicas fenotipicas dos isolados de leveduras obtidos da silagem de cana-de-agtcar.

Isolado Caracterizacao morfologica das colonias — Meio YPD

Cor Tamanho* Textura Forma Borda Outras
Y21.193 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.194 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.195 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.196 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.197 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.198 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.199 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.200 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.201 Creme média rugosa achatada irregular -
Y21.306 Creme média rugosa achatada irregular ranhuras
Y21.307 branca pequena lisa circular lisa brilhante
Y21.308 Branca média lisa circular lisa brilhante
Y21.309 Creme grande rugosa achatada irregular centro denso
Y21.310 Creme grande rugosa achatada irregular ranhuras
Y28.205 Creme média rugosa cOnica irregular -
Y28.206 Creme grande rugosa achatada irregular -
Y28.207 Creme grande rugosa achatada irregular -
Y28.208 Branca média lisa conica lisa brilhante
Y28.209 Creme média rugosa achatada irregular -
Y28.210 Creme média rugosa achatada irregular -
Y28.211 Branca pequena lisa conica lisa brilhante
Y28.311 Creme pequena rugosa achatada irregular -
Y28.312 Creme média rugosa achatada irregular Ranhuras
Y28.313 Creme média rugosa achatada irregular -
Y28.314 Creme pequena rugosa achatada irregular -
Y28.315 Creme pequena rugosa achatada irregular -

*Colonia pequena (<1.0 mm); Media (>1.0 <2.0 mm) e grande (> 2.0 mm).
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Capitulo 3

CARACTERIZACAO E COMPOSICAO DA COMUNIDADE BACTERIANA
DURANTE A FERMENTACAO DA SILAGEM DE CANA-DE-ACUCAR
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Resumo

Objetivo: Isolar, identificar e caracterizar bactérias envolvidas no processo
fermentativo da silagem de cana-de-acucar e selecionar bactérias do 4cido lactico
potencialmente produtoras de bacteriocinas. Métodos e resultados: Cana-de-agtcar foi
ensilada e amostras foram coletadas nos tempos 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de fermentacao.
A populacdo de bactérias foi determinada utilizando dois meios de cultivo diferentes
(MRS e Agar nutriente) . Cento e sessenta e quatro isolados bacterianos foram
identificados por por meio da andlise da sequéncia do rRNA 16S. Oitenta e sete
culturas foram isoladas a partir do meio MRS, pertencentes a 8 géneros diferentes ,
enquanto setenta e sete culturas foram isoladas do meio Agar nutriente, sendo
distribuidos em 13 gé€neros distintos. Weissella foi o género mais abundante no inicio da
fermentacdo e Lactobacillus predominou nas fases mais tardias da fermentagdo.
Sessenta e nove isolados apresentaram atividade inibitéria contra Listeria
monocytogenes. Dezoito isolados inibiram ao mesmo tempo L. monocytogenes,
Eschirichia coli e Bacillus subtilis. Conclusoes: A silagem de cana-de-agicar
apresentou elevada diversidade de bactérias, a qual variou ao longo do periodo de
fermentacdo. A espécie W. cibaria se destacou dentre as avaliacdes realizadas,
demonstrando potencial como inoculante bioldgico para a ensilagem da cana-de agucar.

Palavras-chave: Diversidade; 16S rRNA; abundincia, sucessdo bacteriana;
antagonismo, bacteriocinas e lantibioticos.

55



Introducao

A cana-de-acucar tem atraido aten¢do para a sua utilizacdo na alimentacdo
animal, principalmente nos confinamentos para termina¢do de bovinos de corte por ser
uma forragem que mantém a qualidade por longos periodos de tempo, além de ser
adaptada as condi¢des ambientais das regides tropicais/subtropicais (Pate et al., 2001) e
apresentar grande producdo por unidade de area (80 a 150 t/ha). Além disso, a cana-de-
actucar possui baixo custo de producdo por tonelada de matéria seca (MS) (Torres and
Costa 2001) e época de colheita coincidente com o periodo seco do ano (Silva et al.,

1993).

Uma das maneiras de usar a cana-de-actcar na alimentacdo animal € na forma
de silagem. O processo de ensilagem € uma técnica que consiste em preservar a
forragem por meio da fermentacdo, em que as bactérias do 4cido lactico (BAL)
convertem os agucares soliveis em dcidos orgénicos, principalmente o 4cido léactico
(Gollop et al., 2005). Estudos anteriores analisaram a microbiota associada as silagens
de forrageiras como sorgo, trigo, milho e alfafa (Lindgren et al., 1985; Umaiia et al.,
1991; Kung et al., 2003; Nishino et al., 2004; Filya et al., 2006). Apesar da silagem de
cana-de-actcar ja ser utilizada como alimento para ruminantes, a caracterizagdo da
sucessdo microbiana durante o processo de ensilagem e a caracterizagdo dos
microrganismos que contribuem para a qualidade da silagem tem sido pouco
investigadas (Bravo-Martins et al., 2006). Neste estudo o objetivo foi avaliar a
diversidade de espécies e a sucessdo bacteriana de cultivaveis envolvidos no processo

de fermentacdo da cana-de-agucar.

As bactérias epifitas que s@o responsaveis pela fermentagdo natural da silagem
sdo as BAL homofermentativas produtoras de 4cido léactico, como Lactobacillus
plantarum, Lactococcus lactis, Leuconostoc pseudomesenteroides, Pediococcus
acidilactici e Enterococcus faecalis (Cai et al., 1999; Ennahar et al., 2003; Giraffa et
al., 2010). As BAL heterofermentativas, como Lactobacillus buchneri, Pediococus
cerevisiae, Propionibacterium shermani e Propionibacterium acidipropionici também
tem sido consideradas benéficas para o processo de fermentacao da silagem de cana-de-
actcar por produzirem acido acético e propidnico (Weinberg e Muck, 1996) que inibem
o crescimento de microrganismos indesejaveis, principalmente leveduras, que sao
responsaveis pela fermentacdo alcodlica, além de fungos filamentosos envolvidos na

deterioragdo aerdbia (Holzer et al., 2003).
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Tem sido demonstrado que espécies do género Enterococcus, Lactococcus e
Pediococcus podem, inicialmente, dominar o processo fermentativo, € que seriam
substituidas por Lactobacillus tolerantes a dcido em fases posteriores da fermentacdo
(McDonald et al., 1991; Lin et al., 1992). Microrganismos aerdbios mesofilos e
anaerdbios indesejaveis como Bacillus, enterobactérias e clostrideos também podem
ocorrer durante a fermentacdo da silagem. Apesar de ndo existirem relatos sobre a
quantidade total de bactérias anaerdbias facultativas mesofilicas em silagem de cana-de-
aciicar, para outras forrageiras os niveis sdo aproximadamente 10> UFC g de forragem
(Bolsen et al., 1993). Esses microrganismos sdo indesejdveis porque competem com as
BAL pelos substratos disponiveis e estdo associados com a degradacdo da proteina,

modificagdo aerdbia e reducdo geral da qualidade da silagem (Henderson, 1993).

Virios estudos tém investigado o desenvolvimento e aplicagdo de aditivos
microbiolégicos para melhorar a qualidade da silagem de cana-de-acicar (Ferreira et
al., 2007; Avila et al., 2008; Balieiro-Neto et al., 2009; Avila et al., 2010; Maeda et al.,
2011; Junges et al., 2011). A maioria dos aditivos para silagem baseia-se na utiliza¢ao
de microrganismos benéficos capazes de acelerar a acidificacdo da forragem
(inoculantes), de inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis (leveduras,
Bacillus, enterobactérias e clostrideos) ou que sejam capazes de produzir metabdlitos

que estimulem o consumo ou a producao do ruminante (Kung et al., 2003).

Neste estudo, bactérias cultivdveis predominantes durante o processo de
ensilagem da cana-de-agucar foram isoladas e identificadas e a atividade antimicrobiana
das bactérias l4cticas foi testada in vitro. A andlise dos pardmetros cinéticos de
crescimento e da producdo de dcidos organicos indicou grande diversidade fermentativa
dos isolados de bactérias lacticas e revelou a presenca de genes de biossintese de

bacteriocinas em culturas de BAL com atividade antibacteriana.

Material e métodos

1.0. Processamento das amostras e enumera¢ao microbiana

A cana-de-agucar foi colhida, processada em maquina forrageira estaciondria e
em seguida ensilada em mini-silos. Em bags medindo 25,4 cm x 35,56 cm (Doug Care
Equipament, Springville, CA) foi adicionado 500 g de forragem picada e a condi¢do de
anaerobiose estabelecida por uma seladora a vacuo. Os mini-silos foram incubados em

temperatura ambiente e nos tempos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de fermentac¢do, amostras
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foram coletadas para andlises posteriores. Para a andlise do pH, 25 g de silagem foi
adicionada em 225 ml de solucdo de Ringer’s (Oxoid) estéril e homogeneizado por um
minuto em liquidificador industrial.

A partir do homogeneizado, diluicdes seriadas (10 a 10™®) foram realizadas
usando solugdo salina (0,85% de NaCl) e aliquotas de 0,1 ml de cada dilui¢do foram
plaqueadas. Os microrganismos foram enumerados por inoculacdo em superficie em
agar nutriente (N) (Himedia, Mumbai, fndia) para bactérias totais e em dgar MRS (M)
(Himedia, Mumbai, fndia) para andlise de bactérias lacticas. As placas foram incubadas
em estufas bacterioldgicas a 25 °C para bactérias totais e a 37°C em jarra de
anaerobiose para BAL, por até 72 h. Apdés a incubacdo, o numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) foi determinado considerando limites entre 30 e 300
colOnias.

A partir dos valores de UFC foi calculado o coeficiente de variagdo da
populacdo bacteriana (CVPB) subtraindo o log das unidades formadoras de coldnias de
cada tempo de abertura pelo log das unidades formadoras de colonias obtidas da cana in

natura dividido pelo tempo de abertura analisado.

2.0. Isolamento e identificacao de bactérias cultiviaveis predominantes durante a

ensilagem da cana-de-acdcar
2.1. Isolamento

As colonias que se desenvolveram em dgar nutriente e dgar MRS foram
transferidas sucessivamente para seus respectivos meios de cultura até a obtencdo de
culturas puras. Apds a caracterizagdo do morfotipo das coldnias isoladas (tamanho, cor,
textura, forma e borda), andlise das culturas em microscépio de luz e avaliacdo da
coloragao de Gram dos isolados, as culturas foram armazenados a — 80°C em caldo

nutriente ou caldo MRS contendo 20% de glicerol (w/w).
2.2. Extracao de DNA genomico, identificacio e analise filogenética

Os isolados (n=204) foram ativados em seus respectivos meio de cultivo na
temperatura de crescimento de 37 °C para as BALs e 25 °C para as bactérias aerdbias
durante 24 h e, posteriormente, as células foram obtidas por centrifugagdo (15.000 x g
por 15 min.). Alguns isolados nido foram recuperados a partir do estoque. O DNA
genomico foi extraido usando o kit Wizard Genomic DNA A1125 (Promega, Madison,

WI, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante.
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A sequéncia que codifica o 16S rRNA das bactérias isoladas foi amplificada por
meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os oligonucleotideos
iniciadores  005F  (5-TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCA-3") e 1513R (5™
TACIGITACCTTGTTACGACTT-3"). A reacdo de amplificacdo foi preparada
utilizando 5,0 ul de tampao de reacdo GoTaq (5X), 2,5 ul de MgCl,, 1,0 ul de dNTPs
(2,5 mmol 1'1), 1,0 ul de cada oligonucleotideo iniciador (10 mmol 1'1), 0,2 ul de Taq
DNA polimerase (Promega) e 1,0 ul de DNA genomico (200 ng). As condi¢des da
reacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 min, 30 ciclos de
desnaturagdo a 95 °C por 2 min, anelamento a 53 °C por 40 segundos e extensdao a 72
°C por 40 segundos. A extensao final foi a feita a 72 °C por 5 min.

As sequéncias do 16S rRNA foram determinadas a partir da purificagdo do
produto da PCR e sequenciamento automatizado (Macrogen Inc, Coréia do Norte). As
sequéncias dos fragmentos de 16S rRNA de cada isolado foram analisadas no software
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool - 2215 BLAST, version 2.0) disponivel
no site do Centro Nacional de Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Os isolados com identidade de sequéncia > 97% com o banco de dados foram
considerados como filogeneticamente relacionados a espécie indicada.

O alinhamento de sequéncias foi realizado utilizando o software Mafft (Multiple
alignment program for amino acido or nucleotide sequence, version 7) disponivel no
site  http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/. Posi¢cdes e regides divergentes do
alinhamento das sequéncias utilizadas na andlise filogenética foram eliminadas
utilizando o software Gblocks Server (Castresana Lab, Animal Biodiversity and
Evolution Program — Barcelo, Spain, version 0,91b) (Castresana 2000; Talavera and
Castresana 2007) disponivel no site
(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html). A qualidade do
sequenciamento de alguns isolados foi ruim e por este motivo ndo foram consideradas
nas andlises posteriores.

As relagdes filogenéticas foram calculadas com o método estatistico Neighbor-
joining utilizando o software MEGA 5.0, a partir de bootstrap 5000 iteracdes. As
sequéncias dos genes do 16S rRNA dos isolados bacterianos utilizados neste estudo
foram depositadas no banco de dados DDBJ — DNA Data Bank of Japan / GenBank
com os nimeros de acesso LC090402 a LC090550.
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3.0. Meio de cultivo e condicao de crescimento

O meio de cultivo utilizado neste estudo foi o meio RM proposto por Persson e
colaboradores (2001) adicionado de caldo de cana-de-agicar. O meio RM foi composto
de extrato de levedura (5 g/l), peptona (5 g/l), casaminoécidos (1 g/l), K,HPO,4 (2,5 g/l),
KH,POy4 (2,5 g/1) e MgSOy4 -7TH,0 (0,5 g/1) e foi adicionado de caldo de cana-de-agucar
(1:10 v/v) sendo denominado meio rico de caldo de cana-de-acticar (RSJ). A

temperatura de crescimento de 37 °C foi padronizada para todos os isolados.
4.0. Cinética de crescimento

O crescimento das culturas (n=197) foi estimado pelo monitoramento da
densidade 6ptica (D.O.) em espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm. As
culturas bacterianas foram ativadas, padronizadas para D.Ogponm de 0,1, inoculadas (1%,
v/v) em caldo RSJ e cultivadas a 37 °C por 24 h em microplacas de 96 pocos, em
condicdo de microaerofilia. Para andlise dos resultados, os valores obtidos foram

convertidos em LnDO.

- Velocidade especifica de crescimento - # (h™): foi determinada como o coeficiente
angular da equagdo da reta representativa do crescimento exponencial das culturas

bacterianas em funcao do tempo (LnX = ut + LnXO0).
- Tempo de geracao: foi calculado utilizando a expressdao matemética log2/u
5.0. Fermentacao e determinacao da produciao de acidos organicos (AOV)

Os isolados ativados e padronizados (n=197) como descrito no item 4.0 foram
inoculados no meio RSJ (3%, v/v) e uma aliquota de 1 ml foi coletada logo apds a
inoculagdo (tempo 0 h) e ap6s 24 h de incubagao a 37 °C.

As amostras foram tratadas de acordo com o protocolo descrito por Siegfried e
colaboradores (1984) e, posteriormente, analisada em Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC). Os dacidos organicos foram determinados utilizando HPLC
Dionex Ultimate 300 duplo detector (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA)
acoplado ao indice de refracdo Shodex RI-101 mantido a 40 °C. A coluna utilizada foi
de exclusdo idnica Phenomenex Rezex ROA (300 x 7.8 mm) (Phenomenex Inc.
Torrance, CA, USA) e mantida a 45 °C. A fase mével continha H,SO4 5 mM e o fluxo
foi de 0,7 ml min™". Os seguintes 4dcidos organicos foram usados como padrdo: acético,

lactico, succinico, férmico, propidnico, valérico, isovalérico, isobutirico e butirico.
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Todos os padrdes de acidos organicos foram preparados para a concentragao final de 10

mmol 1, exceto dcido acético (20 mmol 1'1) e isovalérico (5 mmol 1'1).
6.0. Avaliacao da produciao de compostos antimicrobianos
6.1. Teste de inibicao direta

A atividade antibacteriana dos isolados (n=204) foi avaliada pelo método da
difusdo em dgar, de acordo com Salminen e VonWright (1998). Placas de Petri
contendo 25 ml de d4gar MRS ou dgar nutriente estéril foram inoculadas na superficie do
meio com 5 ul da cultura a ser testada, previamente ativada. As placas foram incubadas
a 37 °C por até 48 h. Apds a incubagdo, foi adicionado cloroférmio até envolver toda a
superficie da colonia teste e as placas foram mantidas abertas sob luz UV por 30
minutos até a evaporacdo completa do cloroférmio. As colonias foram sobrepostas com
uma camada de 10 ml de meio BHI semi-sélido (0,8% p/v) acrescido de 50 ul da
suspensdo bacteriana contendo aproximadamente 10° UFC ml'do microrganismo
indicador (Listeria monocytogenes , Escherichia coli e Bacilus subtilis). As placas
foram incubadas aerobiamente por até 48 h a 37 °C. A atividade inibitéria foi
determinada averiguando a presenca de zonas de inibicdo (raio) em torno das colonias

das bactérias testadas.
6.2. Atividade de inibicao do sobrenadante das culturas

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana do sobrenadante (n=36) das culturas
que apresentaram atividade inibitéria no teste de inibi¢ao direta, dilui¢des seriadas de
2X foram realizadas e 25 ul de cada dilui¢do foram adicionadas em pogos com diametro
de 5 mm, feitos em meio sélido (1,5%, p/v) previamente inoculado com o
microrganismo indicador ((Listeria monocytogenes). As placas foram incubadas a 4 °C
por 12 h para difusdo do sobrenadante e, em seguida, a 37 °C por 24 h. A atividade
antimicrobiana do sobrenadante foi avaliada pela observacdo da formac¢do de halos de

inibi¢cdo ao redor dos pogos.

7.0. Deteccao molecular de genes da biossintese de lantibioticos nos isolados

bacterianos

Os isolados (n=36) que apresentaram atividade inibitéria contra Listeria
monocytogenes ou Bacillus subtilis ou que inibiram os trés indicadores testados (L.

monocytogenes, E. coli e B. subtilis) foram selecionados para andlise molecular da
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presenca de genes codificadores de enzimas que realizam modifica¢des pds-traducionais
durante a biossintese de lantibidticos (lanM, lanB e lanC). A PCR foi realizada de
acordo com Wescombe e colaboradores (2011), utilizando os oligonucleotideos

iniciadores  lanB (forward, TATGATCGAGAARYAKAWAGATATGG; reverse,

TTATTAIRCAIATGIAYDAWACT), lanC
(forward, TAATTTAGGATWISYIMAYGG:; reverse, ACCWGKIIIICCRTRRCACCA)
e lanM (forward, ATGCWAGWYWTGCWCATGG; reverse,

CCTAATGAACCRTRRYAYCA). Para cada par de oligonucleotideo iniciador, a
reacdo foi constituida de 5 ul de GoTaq (10 X), 2,5 ul MgCl,, 1,0 ul NTP (2,5 mmol I
1, 1,0 ul de cada oligonucleotideo iniciador (10 mmol 1), 0,75 ul DMSO, 0,4 ul de
BSA (10 mg ml™, 0,3 ul de DNA-Taq Polimerase (Promega Corporation, Madison, W1,
EUA), 2 ul DNA genomico (100 ng) e 4gua ultra-pura para completar o volume para 25
ul.

A reacdo de amplificacdo foi realizada a uma temperatura inicial de
desnaturagdo a 95 °C por 2 minutos, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 40 °C por
30 s e 72 °C por 60 s, finalizando com extensdo final a 72 °C por 5 minutos. As
amplificacdes foram consideradas positivas quando foram observados amplicons de
200-300 pb (lanC e lanM) e 400-500 pb (lanB). Foram utilizados como controles
positivos DNA gendmico de Streptococcus bovis HCS (lanC), Streptococcus mutans
(lanBC), Streptococcus salivarius 20P3 (lanBC), Streptococcus salivarius 9 (lanM) e
Lactococcus lactis 3147 (lanM).

Resultados

A determinacdo do CVPB de bactérias aerdbias cultivdveis ao longo da
fermentacdo da silagem de cana-de-acucar indicou reduc¢do da populacdo bacteriana ao
longo do periodo de fermentacao (Figura 1). No primeiro dia o valor do CVPB foi de -
1,36 log UFC/dia de fermentagdo, chegando a -0,007 log UFC/dia de fermentagcdo apds
21 dias de fermentacdo. O CVPB do primeiro dia de ensilagem foi maior (p<0,05) em
relacdo aos demais dias de fermentacdo, indicando maior perda de viabilidade das
bactérias aerdbias no inicio da fermenta¢do. Em contrapartida, a populacdo de BAL
apresentou rdpido aumento no primeiro dia apds o fechamento do silo (3,59 log
UFC/dia de fermentacdo), reduzindo a sua populacido apds trés dias de fermentacdo
(0,95 log UFC/dia de fermentacdo). Do 14° dia até o final da ensilagem ndo se observou

diferenca entre a populacdao de BAL presente na silagem de cana-de-agucar (Figura 1).
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Figura 1. Coeficiente de variacdo da populagdo bacteriana da silagem
de cana-de-acucar fermentada durante 28 dias. A taxa de crescimento
foi calculada a partir da razdo entre o Log UFC final (cada tempo de
abertura) subtraido por Log de UFC da cana in natura pelo tempo (cada
tempo de abertura). Dois meios foram utilizados para o isolamento, (A)
dgar nutriente (28 °C por 48 h) para contagem de bactérias aerdbias e
(B) MRS (37 °C por 24 h) para bactérias lacticas. O método de
plaqueamento utilizado foi Spread plate. Médias seguidas de letras
diferentes diferem em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A anélise fenotipica das colonias de bactérias obtidas nos diferentes meios de
cultura demonstrou grande riqueza de isolados (Tabela S1). De acordo com as
caracteristicas culturais avaliadas (cor, tamanho, textura, forma e borda das colonias) foi
observada maior diversidade morfolédgica e fenotipica dos isolados obtidos no meio dgar
nutriente, onde foi detectada maior variagdo de cores (amarela, laranja, rosa, branca,
creme e bege) e tamanho de coldnias (pequena, media e grande) quando comparado as
colOnias obtidas em meio MRS. No meio MRS predominaram colOnias de cor
creme/branca e de tamanho médio (Tabela S1). A andlise fenotipica das colonias

obtidas nos diferentes periodos de ensilagem da cana-de-aguicar indicou redugdo da
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diversidade de isolados ao longo do processo de fermentacdo, com uma populagcdo
epifita diversificada e reducdo da diversidade durante o periodo fermentativo.

A analise das sequéncias do 16S rRNA dos isolados obtidos nos dois meios de
cultivo (n=163) indicou que as espécies bacterianas podem ser classificadas em 18
géneros distintos (Figura 2 e Tabela S2). Oitenta e quatro isolados provenientes do meio
MRS foram identificados em espécies relacionadas aos géneros Anaurinibacillus,
Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Staphylococcus e
Weissella. Os demais isolados, obtidos do meio &4gar nutriente (n=79), foram
distribuidos nos géneros Acinetobacter, Citrobacter, Comamonas, Enterococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Microbacterium, Micrococcus, Pantoea, Pseudomonas,

Shigella, Staphylococcus e Stenotrophomonas (Figura 2 e Tabela S1).

Ansurinibacilus ansuriniyticus
Bacillus smitfii A
Lacfobacillus brevis [ ]
Lactobacillus buchneri
Lactobacilusplantzrum ]

Lactobacilusparacassi [ ]

Lactobacillusparaplantamum

Lactococcus ladlis
®

L ]
Levconostoc holzapfeli ®
Leuconostoc mesentercides L] . .
[ ]
Acinstobacter bereziniae k=)
Citrobacter braaki .

Leuconostoc psedomesentercides &
@
Comamonas sp [ ]

&

Pediococcus acidiacticl
Pediococcus pentosaceus
Staphylococcus epidermidiz
Weizszels cibaris

Weissells confuss

Comamonas testoleroni [ ]
Enterecoccus gallinamm (]
Lactobaciluscasei
Levconostoc mesenteroides ]
Microbaderium arthrosphserse ¥
Microbacterium laevaniformans
Microbaderium radicdurans
Microbaderium saccharophilum .
Micrococous yunnanensis ®
Pantoea coffeiphila L] @
Pantoes dispersa
Pantoes seplica
Pantoss stewsartii

Pseudomonas geniculata @

L

Shigelia fisxmer

Pseudomenas putids [ ]
Staphylococcus aureus . .
Staphylococcus sciuri
Stenoirophomonas malfophilia @ [ ]
Stenctrophomonsas pavanii

Tempo (dia)

Figura 2. Dinamica da sucessdo bacteriana dos isolados bacterianos obtidos em meio agar MRS (A) e
nutriente (B) na silagem de cana-de-actcar durante 28 dias de fermentagdo. O valor do didmetro de cada
circulo representado € 30 vezes menor do que a porcentagem real obtida.

Diversas espécies de Lactobacillus foram isoladas da silagem de cana-de-agucar,

sendo as mais frequentes L. brevis, L. buchneri, L. plantarum, L. casei, L. paracasei e L.
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paraplantarum. Também foram isoladas culturas de Microbacterium e Pantoea com
quatro diferentes espécies: M. arthrosphaerae, M. laevaniformans, M. radiodurans, M.
saccharophilum, P. coffeiphila, P. dispersa, P. septica e P. stewartii (Figura 2). As
outras espécies identificadas foram Aneurinibacillus aneurinilyticus, Bacillus smithii,
Lactococcus lactis, Leuconosoc holzapfelii, Leuconosoc mesenteroides, Leuconosoc
pseudomesenteroides, Pediococcus acidilactici, Pediococcus  pentosaceus,
Staphylococcus epidermidis, Weissella cibaria, Weissella confusa, Acinetobacter
bereziniae, Citrobacter braakii, Comamonas testoteroni, Enterococcus gallinarum,
Micrococcus. yunnanensis, Pseudomonas geniculata, Pseudomonas putida, Shigella
flexneri, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sciuri, Stenotrophomonas maltophilia
e Stenotrophomonas pavanii.

No meio MRS foi observado maior abundancia de Weissella cibaria na cana in
natura € no primeiro dia de fermentacdo, reduzindo drasticamente a populacdo nos
demais dias de fermentacdo (Figura 2). Por outro lado, espécies de Lactobacillus
apresentaram maior abundancia nos periodos finais da fermentacdo, com aumento
populacional expressivo de L. plantarum a partir do 14° dia de fermentacdo.
Leuconostoc mesenteroides foi isolado principalmente nos primeiros dias de
fermentagdo e apresentou maior abundancia no 3° dia de fermentacdo, ndo sendo
detectada nos periodos finais da fermentacdo (Figura 2). Quando amostras da silagem
de cana-de-acicar foram plaqueadas em meio dgar nutriente, observou-se maior
abundancia de S. flexneri na cana in natura e apdés 1 dia de fermentagdo, porém a
populacdo de S. flexneri reduziu rapidamente apds 3 dias de fermentacdo, ndo sendo
detectada a partir deste momento. No entanto, houve aumento expressivo de S.
maltophilia a partir do terceiro dia de ensilagem, sendo que essa espécie foi detectada
em todas as amostragens posteriores realizadas neste trabalho (Figura 2).

Os isolados a partir do agar MRS foram agrupados em 10 clados principais
(Figura 3). Trinta isolados foram mais estreitamente relacionados ao género Weissella
(W. cibarria e W. confusa) (clados 1 e 2) e quatorze ao género Leuconostoc (clado 3).
As espécies do género Lactobacilus agruparam em clados diferentes (clados 5, 7, 8 e
10), mas, todos compartilharam do mesmo ancestral comum. Dois isolados, M3.224 e
M7.230, apresentaram alta homologia com sequéncias 16S rRNA depositadas em
bancos de dados (Tabela S2) e agruparam-se no mesmo clado com valor de bootstrap >

70%. Isolados que ndo fazem parte do grupo de BAL se agruparam separadamente.
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Figura 3. Dendograma de similaridade genética de bactérias do acido lactico isoladas da silagem de cana-
de-acicar pelo sequenciamento da regido 16S rRNA. O isolados foram obtidos da cana in natura e da
silagem com 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de fermentag¢do. O isolamento foi realizado no 4gar MRS a 37 °C em
condi¢do de microarofilia. As sequéncias dos isolados foram comparadas com o software MEGA 5.0.
Andlise Bootstrap foi realizada a partir de 5000 resamplings aleatérios.

Na andlise maximum likelihood dos isolados obtidos a partir do dgar nutriente foi
observado que no clado 1 foram agrupados 26 isolados de trés diferentes géneros
(Citrobacter, Pantoea e Shigella) e apresentaram alta similaridade com bootstrap de
92%. Este resultado indica uma alta homologia entre os isolados dos diferentes géneros
(Figura 4). O grupo de isolados dos clados 2 (P. putida), 3 (A. bereziniae) e 4
(Stenotrophomonas) apresentaram semelhanga com os isolados da clado 1, pois, foram
agrupados a partir de um mesmo ancestral comum, com bootstrap de 85% (Figura 4).
Alguns isolados de BAL foram identificados em d&gar nutriente e se agruparam

separadamente, mas, compartilhando de um mesmo ancestral comum. Isolados que
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agruparam com sequéncias referéncia de Staphylococcus também compartilharam do
mesmo ancestral comum dos isolados de BAL, no entanto, apresentaram baixa
similaridade (Figura 4). Outros dois agrupamentos foram observados, em que, cinco

isolados pertenciam ao género Comamonas (clado 5) e seis aos géneros Microbacterium

e Micrococcus (clado 6) (Figura 4).
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Figura 4. Dendograma de similaridade genética de bactérias aerébias isoladas da silagem de cana-de-
acucar pelo sequenciamento da regido 16S rRNA. O isolados foram obtidos da cana in natura e da
silagem com 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de fermentacdo. O isolamento foi realizado no 4dgar Nutriente a 25
°C. As sequéncias dos isolados foram comparadas com o software MEGA 5.0. Andlise Bootstrap foi

realizada a partir de 5000 resamplings aleatérios.

A producdo de AOV, no meio RSJ, variou entre os grupos de bactérias lacticas e
aerdbias isoladas da silagem de cana-de-acgucar (Tabela 1 e 2). A concentragao média de
AOQV foi 32% maior para os isolados de bactérias l4cticas (Tabela 1) quando comparado
as bactérias aerdbias (Tabela 2) com 77,1+27,3 e 52,4+13,0 mmol'l, respectivamente.

Os principais produtos dos isolados de BAL foram acido lactico, dcido isobutirico e
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acido acético com concentracdo média de 70,8+26,4, 5,7£2,97 e 3,7£2,88 mmol l'l,
respectivamente (Tabela 1). Dos quatro géneros mais abundantes no meio MRS o que
apresentou maior valor médio de producdo de AOV foi o género Pediococcus
(88,1+39,4 mmol l'l), seguido pelos géneros Lactobacillus (83,3+30,8 mmol 1'1),
Weissella (76,4+24,2 mmol I'') e Leuconostoc (73,9+20,4 mmol 1),

Tabela 1. Cinética de crescimento e produtos da fermentacao de bactérias lacticas da silagem de cana-de-
acticar em meio RSJ mantido a 37 °C, por 24 horas.

Isolado Identificacio isolados Parametros de crescimento Acidos Organicos* - mmol I"!
Homiximo (hY  D.Onsxaans Tgw Total AOV L A |
M14.43 Pediococcus acidilactici 0,60+0,1 0,89+0,1 0,50+0,1 133,37 128,25 2,87 2,25
M21.236 Lactobacillus plantarum nd nd nd 118,76 113,74 3,41 1,61
Ml1.14 Weissella cibaria 0,87+0,2 0,78+0,2 0,35+0,0 116,11 101,43 5,28 9,40
M7.39 Leuconostoc mesenteroides 0,57+0,2 0,74+0,1 0,57+0,2 115,99 105,65 6,67 3,67
M14.235 Lactobacillus plantarum nd nd nd 114,62 109,61 2,64 237
Mil.11 Weissella cibaria 0,62+0,2 0,97+£0,0 0,52+0,2 114,31 103,79 4,42 6,10
M14.231 Lactobacillus plantarum 0,31+0,1 0,49+0,1 1,06+0,4 110,65 100,87 4,73 5,05
M21.52 Lactobacillus plantarum 0,45+0,1 0,55+0,2 0,68+0,1 110,21 105,59 3,04 1,58
MO.6 Weissella cibaria 0,47+0,1 0,95+0,1 0,66+0,1 108,42 104,35 4,07 -
M21.237  Lactobacillus paraplantarum 0,49+0,2 0,40+0,2 0,68+0,3 107,24 105,32 1,92 -
M14.49 Lactobacillus plantarum 0,3620,1 0,59+0,3 0,85+0,2 106,41 104,10 2,31 -
M14.48 Lactobacillus plantarum 0,40+0,1 0,76+0,0 0,78+0,2 106,06 96,58 3,58 5,90
M1.18 Weissella cibaria 0,72+0,1 0,69+0,2 0,42+0,1 105,74 88,86 7,50 9,38
M21.239 Lactobacillus plantarum 0,47+0,2 0,57+0,4 0,68+0,2 103,36 101,81 1,55 -
M?7.35 Weissella cibaria 0,57+0,1 0,90+0,2 0,54+0,1 102,35 92,93 3,48 594
M14.46 Lactobacillus plantarum 1,03+0,1 0,78+0,0 0,30+0,0 101,61 92,82 2,59 6,20
M21.238 Lactobacillus plantarum 0,31+0,3 0,47+0,2 1,05+0,1 99,79 98,21 1,58 -
M14.234 nd 0,45+0,1 0,50+0,2 0,69+0,2 99,66 93,68 2,61 3,37
M14.50 Lactobacillus plantarum nd nd nd 98,94 96,61 2,33 -
MO0.211 Lactococcus lactis 0,96+0,8 0,40+0,1 0,46+0,4 98,82 75,15 5,21 18,46
M1.17 nd 0,7620,2 0,74+0,0 0,41+0,1 96,92 84,778 3,81 8,33
M28.61 nd 0,88+0,2 0,48+0,4 0,35+0,1 95,41 87,32 2,73 5,36
M14.44 Lactobacillus plantarum 0,45+0,1 0,77£0,2 0,69+0,2 94,88 9290 1,98 -
MO0.4 Leuconostoc mesenteroides 0,50+0,1 0,78+0,2 0,61+0,1 94,12 92,10 2,02 -
M21.59 Lactobacillus plantarum 0,68+0,4 0,45+0,2 0,52+0,3 93,74 91,45 2,29 -
M21.55 Lactobacillus plantarum 0,24+0,1 0,60+0,5 1,49+0,9 93,16 90,95 2,21 -
M7.34 Weissella cibaria 0,76+0,0 0,73+0,1 0,40+0,0 91,74 82,73 3,38 5,63
MO.8 Weissella cibaria 1,2020,1 0,95+0,2 0,25+0,5 90,66 75,67 5,04 9,95
M28.241 nd 1,1420,1 1,78+0,1 0,27+0,0 90,65 88,48 - 2,17
M28.69 Lactococcus lactis 1,13+0,4 0,38+0,2 0,42+0,3 90,46 78,87 4,13 7,46
M3.30 Lactobacillus brevis 0,55%0,0 0,90£0,14  0,55+0,0 90,42 88,24 2,18 -
M14.47 Lactobacillus plantarum 1,01+0,4 0,78+0,2 0,32+0,1 90,41 87,98 2,43 -
M21.54 nd 0,55+0,0 0,51+0,4 0,55+0,0 89,81 87,88 1,93 -
MI1.16 Weissella cibaria 0,86+0,1 0,91+£0,2 0,36+0,0 88,22 76,81 3,55 7,86
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Tabela 1 cont. Cinética de crescimento e produtos da fermentacdo de bactérias lacticas da silagem de
cana-de-acticar em meio RSJ mantido a 37 °C. por 24 horas.

Isolado* Pariametros de crescimento Acidos Orgénicos* - mmol 1
{dentificago solados 'uméxli;n o (i D.Onicans T8moray  Total AOV L A I
M14.45 Leuconostoc mesenteroides 0,56+0,1 0,83+0,1 0,54+0,1 87,25 81,31 2,20 3,74
MO.1 Weissella cibaria 0,54+0,1 0,74+0,1  0,57+0,1 86,54 79,48 2,43 4,63
M3.26 Weissella cibaria 0,55+0,2 0,86+0,0 0,57+0,2 86,35 79,60 2,31 444
MI1.15 Weissella cibaria 0,92+0,1 0,98+0,1 0,33+0,0 86,15 74,86 5,50 5,79
M3.21 Weissella cibaria 1,06+0,1 0,93+0,1 0,29+0,0 84,85 64,81 14,02 6,02
MO0.212 Lactobacillus plantarum 0,81+0,0 0,39+0,1 0,37+0,0 84,02 81,77 2,25 -
M7.32 Weissella cibaria 0,71+0,1 0,60+0,0 0,44+0,1 83,69 80,73 2,96 -
M28.63 Bacillus smithii 0,54+0,1 1,25£0,0  0,57+0,1 83,22 76,11 1,61 5,50
M21.57 Lactobacillus plantarum 0,58+0,1 0,41+0,1 0,52+0,1 82,77 81,10 1,67 -
Ml14.41 nd 0,20£0,0 0,45+0,1 1,52+0,2 82,75 80,64 2,11 -
M28.68 Aneurinibacillus aneurinilyticus 0,85+0,4 0,73+0,6  0,40+0,2 82,71 76,91 2,51 3,29
M3.24 nd 0,84+0,2 0,96+0,1  0,37+0,1 82,49 71,58 2,97 7,94
MO.5 Leuconostoc holzapfelii 0,61%0,1 0,76£0,0 0,50%0,1 82,14 78,50 2,21 143
M7.38 Leuconostoc mesenteroides 0,43+0,1 0,92+0,1 0,72+0,1 81,79 58,11 17,82 5,86
MO0.9 Weissella cibaria 0,96+0,3 0,76+0,0  0,33+0,1 81,57 67,79 4,68 9,10
M21.56 Lactobacillus plantarum 0,52+0,0 0,50+0,4 0,59+0,0 81,54 79,61 1,93 -
M14.42 Weissella cibaria 0,82+0,3 0,76£0,1  0,39+0,1 81,47 79,19 2,28 -
M7.40 Weissella cibaria 0,54+0,1 0,94+0,1  0,56+0,1 81,34 78,53 2,81 -
M3.223 Leuconostoc mesenteroides 0,38 +0,2 0,46 +0,2 0,93+0,5 79,91 71,70 1,32 6,89
M14.232 Lactobacillus plantarum nd nd nd 79,21 78,10 1,11 -
M28.243 Lactobacillus plantarum 1,02+0,3 1,39+0,4 0,31+0,1 79,15 76,55 - 2,60
M7.229 Lactobacillus paraplantarum 0,55+0,1 0,88+0,3 0,56+0,1 78,82 73,92 - 4,90
M28.244 Weissella cibaria 0,84+0,3 1,66+0,2  0,39+0,1 78,15 75,26 - 2,89
M3.29 Leuconostoc mesenteroides 0,79+0,1 0,93+0,1 0,38+0,0 77,73 69,17 3,64 491
M21.51 nd 0,44+0,1 1,01£0,7 0,710,2 77,45 76,10 - 1,35
MO.7 Weissella cibaria 1,1320,1 0,7840,2  0,27+0,0 75,65 61,17 483 9,65
M3.27 Leuconostoc mesenteroides 0,95+0,2 0,95+0,1 0,33+0,1 75,05 66,87 2,75 5,43
Ml1.12 Weissella cibaria 0,68+0,2 0,79+£0,1  0,46+0,1 74,66 68,60 2,62 344
M7.37 Leuconostoc mesenteroides 0,57+0,0 0,82+0,1 0,53+0,0 72,98 54,32 15,40 3,26
M21.53 nd 0,62+0,3 0,67£0,0  0,56+0,3 70,51 67,31 3,20 -
M3.23 Weissella cibaria 0,94+0,3 1,00+0,1  0,34+0,1 70,49 58,40 3,29 8,80
MO0.10 Weissella cibaria 0,79+0,3 0,89+0,1 0,42+0,2 69,05 52,44 11,83 4,78
M3.224 Pediococcus pentosaceus 0,59+0,1 0,36+0,1 0,51%0,1 68,98 61,26 2,30 542
M1.20 Weissella confusa 0,83+0,1 0,65+0,1  0,37+0,1 68,82 57,92 3,65 7,25
M3.221 Leuconostoc mesenteroides 0,79+0,3 0,51+0,4 0,40+0,1 68,37 59,84 3,66 4,87
M3.25 nd 0,91£0,2 0,90+£0,1  0,34+0,1 68,14 62,58 2,58 2,98
MI1.13 Weissella cibaria 1,1620,0 0,87+£0,0  0,26+0,0 66,80 52,62 3,68 10,50
MO.3 Weissella cibaria 0,83£0,0 0,79£0,0  0,36+0,0 66,21 64,69 1,52 -
M7.33 Staphylococcus epidermidis 0,74%0,2 0,72+0,0  0,42+0,1 65,60 52,95 2,51 10,14
M1.220 nd 0,83+0,7 0,49+0,3  0,57+0,5 65,45 52,83 488 7,73
M3.222 Leuconostoc mesenteroides 0,89+0,4 0,41+0,3 0,37+0,2 64,28 55,67 3,37 524
M7.230 Pediococcus pentosaceus 0,68+0,1 0,91+0,4 0,45+0,1 61,83 56,16 3,74 1,93
M3.22 Weissella cibaria 1,00+0,3 0,91+0,1 0,31+0,1 61,27 52,20 4,00 5,07
M7.228 Leuconostoc mesenteroides 0,78+0,3 0,47+0,3 0,42+0,2 60,04 56,23 3,81 -
M7.36 Weissella cibaria 0,66+0,1 0,98+0,0 0,46%0,1 59,87 52,16 5,32 2,39
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Tabela 1 cont. Cinética de crescimento e produtos da fermentacdo de bactérias lacticas da silagem de

cana-de-acuicar em meio RSJ mantido a 37 °C, por 24 horas.
Isolado* Pariametros de crescimento Acidos Orgénicos* - mmol 1
{dentificago solados 'uméxli;ﬂ o (W D.Onicans T8moray  Total AOV L A I
M28.246 nd 0,97+0,4 1,17£0,1  0,34+0,1 56,96 53,34 - 3,62
MO.2 Weissella cibaria 0,92+0,3 0,63+0,3  0,34+0,1 48,02 3993 2,18 5091
M28.62 nd 0,51+0,1 0,72+0,1  0,61+0,1 46,54 45,63 091 -
M1.218 Weissella cibaria 0,93+0,4 0,70+0,5 0,36+0,1 42,43 31,17 3,81 745
MO0.215 Leuconostoc pseudomesenteroides 0,73+0,3 0,33+0,2 0,44+0,2 39,72 29,04 327 741
M28.67 Lactobacillus buchneri 0,86+0,4 0,55+0,4 0,40+0,2 37,95 37,95 - -
M1.216 Leuconostoc mesenteroides 0,68+0,5 0,57+0,6  1,19+0,8 36,40 36,40 - -
M28.245 Weissella cibaria 0,43+0,3 1,34+0,4  0,84+0,5 33,75 27,16 6,59 -
M21.240 Lactobacillus brevis 0,96+0,2 0,86+0,3 0,32+0,1 26,69 26,69 - -
M28.242 Lactobacillus plantarum 1,12+0,1 0,68+0,2 0,27+0,0 25,05 25,05 - -
M21.58 Lactobacillus plantarum 0,68+0,1 0,75+0,3 0,45%0,1 21,86 18,24 243 1,19
M7.226 Lactobacillus paracasei 0,89+0,1 0,66+0,4 0,34+0,0 11,92 2,26 - 9,66
M21.60 nd 0,66+0,4 0,57+£0,3  0,54+0,3 8,97 0,62 148 6,87
M7.227 nd 0,51+0,2 0,64+0,5 0,63+0,2 7,74 - 1,54 6,20
M7.31 nd 0,95+0,2 0,87+£0,0  0,32+0,1 5,94 0,15 - 5,79
MO0.213 Weissella cibaria 0,89+0,1 0,36+0,2  0,34+0,0 0,63 0,63 - -
Média 0,72+0,2 0,75+0,2 0,51+0,2 77,06 70,82 3,67 5,66

*Acido lactico (L), 4cido acético (A) e acido isobutirico (I). nd= ndo determinado. M= meio MRS

As bactérias aerdbias produziram dcido succinico, dcido lactico, acido férmico,
acido acético, acido propidnico e &cido isobutirico com concentracdio média de
34,3+24.8, 47,2+11,6, 5,1%2,1, 7,742,5, 5,17+7.8 e 2,4+0,71 mmol I"". Somente 50%
dos isolados de bactérias aerdbias produziram &cido lactico, 72,5% succinico, 28,4%
acético, 20,6% férmico, 8,8% isobutirico e 7,8% propidnico (Tabela 2).

Bactérias aerdbias apresentaram em média velocidade especifica de crescimento
28% maior do que as bactérias lacticas (Tabela 1 e 2). O isolado obtido MO0.8 (W.
cibaria) foi o que apresentou a maior velocidade de crescimento (u=1,2 h™") e menor
tempo de geracdo (0,25 h) dentre todos os isolados (MRS e nutriente) (Tabela 1 e 2). Os
isolados da espécie W. cibaria apresentaram os maiores valores de velocidade de
crescimento, D.O. méxima e menores valores de Tg, com média de 0,81 h', 0,86 ¢ 0,42
h, respectivamente. Comparando a cinética de crescimento dos isolados da espécie W.
cibaria o isolado M1.13 foi o que apresentou os maiores valores de y, D.O maxima e
menores valores de Tg (u=1,16 h'l; D.0=0,87 nm; Tg=0,26 h) e 0 M28.245 os menores
valores de u, D.O maxima e maiores valores de Tg (u=0,43 h'l; D.O=1,34 nm; Tg=0,84
h) (Tabela 1). Do total de 102 isolados de bactérias aerdbias, 49 apresentaram valores de
velocidade de crescimento acima de 1,0 h'!. O isolado Comamonas testosteroni
(N3.100) foi o que apresentou os maiores valores de y, D.O maxima e Tg, com 1,76 h',

0,87 nm e 0,19 h, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Cinética de crescimento e produtos da fermentacdo de bactérias aerdbias da silagem de cana-de-agicar em meio RSJ a 37 °C.

Parametros de crescimento Acidos Organicos* - mmol 1
Isolado* Identificacao isolados
Hoirimo (0 D.Ousoans  TEnoras Total AOV S L F A PP I
NO.79 Shigella flexneri 1,51+£0,0 0,95+0,0  0,20+0,0 81,52 - 69,28 - 12,24 - -
N28.138  Microbacterium saccharophilum 0,89+0,3 1,14+0,2 0,36+0,1 81,47 57,00 - - - 24,47 -
N3.93 Stenotrophomonas maltophilia 1,53+0,1 0,93+0,0 0,20+0,0 78,78 1,98 65,68 - 9,23 - 1,89
N28.132 Stenotrophomonas maltophilia 0,54+0,1 0,89+0,4 0,58+0,1 72,13 67,48 - 4,65 - - -
N1.88 Shigella flexneri 1,28+0,2 0,88+0,0  0,24+0,0 71,70 2,54 53,42 - 12,95 - 2,79
N21.275 Leuconostoc mesenteroides 0,95+0,0 0,48+0,0 0,32+0,0 71,10 67,50 - 3,60 - - -
N14.270 Staphylococcus aureus 0,59+0,0 0,52+0,0 0,51+0,0 71,05 67,60 - 3,45 - - -
NO0.75 Shigella flexneri 1,35+0,2 0,88+0,0  0,23+0,0 69,79 - 64,20 - 5,59 - -
N7.101 Stenotrophomonas maltophilia 1,61+0,4 0,85+0,1 0,19+0,0 69,29 2,61 54,93 - 9,82 - 1,93
N7.264 Stenotrophomonas maltophilia 0,60+0,1 0,62+0,0 0,69+0,0 68,95 68,95 - - - - -
NO.72 Shigella flexneri 1,2440,3 0,90+0,0  0,25+0,1 68,90 - 61,43 - 7,47 - -
N1.83 Nd 1,28+0,5 0,93+0,0  0,26+0,1 67,50 - 67,50 - - - -
NO.77 Shigella flexneri 1,47+0,2 0,92+0,0  0,21%0,0 65,77 - 56,10 - 9,67 - -
N28.278 Staphylococcus aureus 0,70+0,0 0,45+0,1 0,43+0,0 65,51 61,81 - 3,70 - - -
N3.91 Nd 1,5240,1 0,89+0,0  0,20+0,0 65,19 2,05 54,29 - 8,85 - -
N3.95 Comamonas testosteroni 1,58+0,4 0,94+0,0  0,20%0,1 65,05 1,93 54,41 - 6,48 - 2,23
N14.266 Stenotrophomonas maltophilia 1,06+0,1 0,66+0,0 0,28+0,0 64,67 64,67 - - - - -
N14.115 Nd 0,74+0,1 0,72+0,0  0,42+0,1 64,35 60,89 - 3,46 - - -
N1.90 Shigella flexneri 1,36+0,1 0,93+0,0  0,22+0,0 63,58 1,74 52,41 - 6,90 - 2,53
N1.89 Nd 1,50+0,3 0,87£0,0  0,20+0,0 63,40 1,68 52,49 - 9,23 - -
N1.85 Shigella flexneri 1,28+0,2 0,94+0,0  0,24+0,0 63,24 - 63,24 - - - -
N3.92 Shigella flexneri 1,38+0,0 0,94+0,0  0,2240,0 62,90 1,75 53,05 - 8,10 - -
N28.131 Stenotrophomonas maltophilia 0,62+0,4 0,59+0,3 0,63+0,4 62,47 62,47 - - - - -
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Tabela 2 cont. Cinética de crescimento e produtos da fermentacao de bactérias aerdbias da silagem de cana-de-acticar em meio RSJ a 37°C.

Isolado* Parametros de crescimento Acidos Organicos* - mmol 1"
Identificacao isolados

Hoirimo 0 D.Ounsoans TEnoras Total AOV S L F A PP I
N28.279 Nd 0,85+0,0 0,43+0,1  0,35+0,0 61,15 57,85 - 3,30 - - -
N21.125 Staphylococcus aureus 1,08+0,1 0,41+0,0 0,28+0,0 61,11 58,28 - 2,83 - - -
N28.280 Staphylococcus sciuri 0,90+0,0 0,44+0,0 0,33+0,0 60,55 57,83 - 2,72 - - -
N14.267 Nd 1,00+0,1 0,66+£0,0  0,30+0,0 60,39 60,39 - - - - -
N3.96 Stenotrophomonas maltophilia 1,43+0,3 0,91+£0,0  0,21+0,0 59,66 1,87 50,91 - 6,88 - -
N14.113 Pantoea stewartii 0,58+0,1 0,62+0,3 0,52+0,1 59,15 51,12 - 8,03 - - -
N14.111 Pantoea dispersa 0,91+0,1 0,62+0,0 0,33+0,0 59,12 45,75 - 10,38 - 2,99 -
N21.127 Micrococcus yunnanensis 1,11+0,0 0,47+0,1 0,27+0,0 58,96 58,96 - - - - -
N1.87 Shigella flexneri 1,2440,1 0,96£0,0  0,2440,0 57,90 2,02 49,40 - 6,48 - -
N21.126 Staphylococcus sciuri 1,01+0,1 0,41+0,0 0,30+0,0 57,40 57,40 - - - - -
N7.104 Nd 1,41£0,1 0,88+0,0  0,21+0,0 57,28 1,94 49,31 - 6,03 - -
N14.118 Stenotrophomonas pavanii 0,79+0,2 0,37+0,0 0,40+0,1 57,10 57,10 - - - - -
N21.273 Stenotrophomonas maltophilia 0,89+0,0 0,53+£0,0  0,34+0,0 56,84 56,84 - - - - -
N21.130 Stenotrophomonas maltophilia 0,88+0,1 0,66+0,4 0,35+0,1 56,43 56,43 - - - - -
NO0.80 Shigella flexneri 1,53+0,2 0,95£0,0  0,20+0,0 56,14 - 43,60 - 12,54 - -
N14.116 Staphylococcus sciuri 1,02+0,1 0,34+0,1 0,30+0,0 56,02 56,02 - - - - -
N3.259 Stenotrophomonas maltophilia 0,97+0,0 0,37£0,0  0,31+0,0 55,44 - 55,44 - - - -
N21.128 Stenotrophomonas maltophilia 0,66+0,3 0,74+0,3 0,50+0,2 55,17 49,27 - 5,90 - - -
NO0.249 Nd 1,03+0,0 0,39+£0,0  0,29+0,0 55,12 - 55,12 - - - -
N3.94 Stenotrophomonas maltophilia 1,38+0,1 0,92+0,0 0,22+0,0 54,69 2,18 47,68 - 4,83 - -
N7.102 Comamonas testosteroni 1,24+0,2 0,85+0,0 0,25+0,0 54,67 1,32 44,90 - 8,45 - -
N14.114 Staphylococcus sciuri 0,60+0,0 0,58+0,1 0,50+0,0 54,21 50,85 - 3,36 - - -
N7.109 Nd 1,11+0,1 0,89+0,0  0,27+0,0 53,53 48,79 - 4,74 - - -
N3.99 Pantoea coffeiphila 1,47+0,4 0,91+0,1  0,210,1 53,50 1,44 45,79 - 6,27 - -
N14.120 Pantoea dispersa 0,69+0,0 0,69+0,4 0,44+0,0 53,25 53,25 - - - - -
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Tabela 2 cont. Cinética de crescimento e produtos da fermentacdo de bactérias aerdbias da silagem de cana-de-actiicar em meio RSJ a 37°C.

Isolado* Parametros de crescimento Acidos Organicos* - mmol 1
Identificacao isolados
Hoirimo 0 D.Ounsoans TEnoras Total AOV S L F A PP I
N21.124 Staphylococcus sciuri 1,34+0,5 0,71+0,3 0,24+0,1 53,20 53,20 - - - - -
N14.268 Stenotrophomonas maltophilia 0,95+0,1 0,63+0,0 0,32+0,0 52,33 52,33 - - - - -
NO0.76 Nd 1,59+0,0 0,87£0,0  0,1940,0 52,31 - 52,31 - - - -
N14.119 Pantoea septica 0,68+0,4 0,64+0,4 0,54+0,3 52,21 52,21 - - - - -
N21.274 Acinetobacter bereziniae 0,88+0,2 0,61+0,0 0,35+0,1 52,20 46,87 - 5,33 - - -
N14.112 Pantoea stewartii 0,97+0,1 0,43+0,0 0,31+0,0 51,83 48,82 - 3,01 - - -
N28.140  Microbacterium laevaniformans 0,71+0,6 0,54+0,2  0,650,6 51,81 51,81 - - - - -
N7.110 Stenotrophomonas maltophilia 1,32+0,3 0,91+0,0 0,24+0,1 51,79 44,32 - 5,73 - 1,74 -
N1.255 Microbacterium arthrosphaerae 0,29+0,3 0,37£0,2 1,75+£0,1 51,52 - 51,52 - - - -
N1.251 Citrobacter braakii 0,65+0,4 0,71+0,0  0,57+0,4 51,49 - 51,49 - - - -
NO.78 Shigella flexneri 1,42+0,0 0,94+0,0  0,21+0,0 51,26 - 51,26 - - - -
N21.122 Nd 0,61+0,5 0,62+0,4  0,68+0,5 50,79 50,79 - - - - -
N21.129 Nd 0,95+0,2 0,60+£0,3  0,32+0,0 50,41 50,41 - - - - -
NO0.250 Nd 0,24+0,2 0,69+0,4  1,68+0,2 50,02 - 50,02 - - - -
N14.117 Staphylococcus sciuri 0,42+0,3 0,62+0,2  0,970,7 49,87 49,87 - - - - -
N3.260 Stenotrophomonas maltophilia 0,42+0,2 0,61+0,2 0,81+0,4 49,84 - 44,72 - 5,12 - -
N28.134  Microbacterium laevaniformans 0,82+0,3 0,83+0,6 0,39+0,2 49,50 49,50 - - - - -
NO0.248 Stenotrophomonas maltophilia 0,59+0,6 0,65+0,4 0,94+0,9 49,24 - 49,24 - - - -
N3.258 Stenotrophomonas maltophilia 0,91+0,4 0,33+0,0 0,37+0,2 48,93 - 48,93 - - - -
N14.269 Nd 0,82+0,1 0,75£0,0  0,37+0,0 48,53 42,74 - 4,10 - 1,69 -
N3.100 Comamonas testosteroni 1,76+0,8 0,87+0,1 0,19+0,1 48,48 2,35 31,61 - 11,51 - 3,01
N28.136 Nd 0,61+0,2 0,39+0,1  0,53%0,2 48,44 48,44 - - - - -
N1.82 Comamonas testosteroni 1,40+0,5 0,93+£0,0 0,23%0,1 48,04 - 48,04 - - - -
NO0.247 Nd 0,57+0,6 0,63+0,3 1,01£0,9 48,01 - 48,01 - - - -
N3.256 Stenotrophomonas maltophilia 1,11+0,9 0,52+0,1 0,39+0,3 47,88 - 47,88 - - - -
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Tabela 2 cont. Cinética de crescimento e produtos da fermentacdo de bactérias aerdbias da silagem de cana-de-actiicar em meio RSJ a 37°C.

Isolado* Parametros de crescimento Acidos Organicos* - mmol 1
Identificacao isolados
Hoirimo 0 D.Ounsoans TEnoras Total AOV S L F A PP I
N7.103 Comamonas testosteroni 0,52+0,1 0,44+0,1 0,58+0,1 47,41 1,53 39,10 - 6,78 - -
N28.137 Microbacterium radiodurans 0,74+0,6 0,59+0,3 0,56+0,4 47,18 47,18 - - - - -
N7.263 Citrobacter braakii 0,67+0,4 0,65+0,3  0,49+0,5 47,14 47,14 - - - - -
N7.106 Pantoea coffeiphila 1,36+0,3 0,89+0,3  0,23+0,0 46,79 2,09 36,60 - 8,10 - -
N1.81 Stenotrophomonas maltophilia 1,41+£0,2 0,95+£0,0  0,22+0,0 46,31 - 46,31 - - - -
N1.86 Shigella flexneri 1,51+£0,0 0,67+0,1  0,20+0,0 46,29 1,07 40,43 - 4,79 - -
N3.97 Pseudomonas geniculata 1,26+0,1 0,96£0,0  0,24+0,0 46,28 1,16 40,97 - 4,15 - -
N28.139 Microbacterium radiodurans 0,89+0,4 0,43+0,0 0,37+0,2 44,41 44,41 - - - - -
N28.133 Nd 0,47+0,1 0,75+£0,4  0,67+0,2 44,28 44,28 - - - - -
N7.262 Stenotrophomonas maltophilia 0,82+0,3 0,67+0,1 0,38+0,2 43,99 43,99 - - - - -
N7.107 Comamonas sp. 1,40+0,5 0,88+0,0 0,23+0,1 43,60 1,27 38,36 - 3,97 - -
N21.121 Staphylococcus sciuri 0,66+0,5 0,43+0,1 0,61+0,5 43,34 43,34 - - - - -
N.071 Shigella flexneri 1,33+£0,5 0,92+0,0  0,24+0,1 42,86 - 42,86 - - - -
N7.105 Nd 1,39+0,0 0,87+0,0  0,22+0,0 42,58 1,29 39,64 - - - 1,65
N1.254 Citrobacter braakii 1,03+£0,2 0,62+0,0  0,30+0,1 41,92 - 41,92 - - - -
NO.246 Lactobacillus casei 0,61+0,6 0,33+0,1 1,05+0,8 40,08 - 40,08 - - - -
N3.257 Stenotrophomonas maltophilia 0,98+0,2 0,62+0,3 0,31+0,1 38,82 - 38,82 - - - -
N1.253 Enterococcus gallinarum 0,96+0,4 0,49+0,0 0,34+0,1 37,82 - 33,23 - 4,59 - -
N1.252 Citrobacter braakii 0,56+0,1 0,44+0,1 0,54+0,1 36,51 - 36,51 - - - -
N21.271 Nd 0,84+0,0 0,49+0,0  0,36+0,0 35,99 25,88 - 6,91 - 3,20 -
N7.108 Stenotrophomonas maltophilia 1,25+0,3 0,92+0,0 0,25+0,0 31,75 21,77 - 8,21 - 1,77 -
NO0.73 Nd 1,3240,3 0,85+0,0  0,23+0,1 31,68 - 30,01 - - - 1,67
N21.272 Pseudomonas putida 0,86+0,1 0,49+0,0 0,35+0,0 28,78 18,18 - 7,67 - 2,93 -
N28.276 Nd 0,23+0,0 0,62+0,0  1,32+0,0 27,29 27,29 - - - - -
N7.261 Staphylococcus aureus 1,15+0,1 0,92+0,3 0,26+0,1 26,77 17,34 - 6,84 - 2,59 -
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Tabela 2 cont. Cinética de crescimento e produtos da fermentacdo de bactérias aerdbias da silagem de cana-de-actiicar em meio RSJ a 37°C.

Isolado* Parametros de crescimento Acidos Organicos* - mmol 1
Identificacao isolados
Hoirimo 0 D.Ounsoans TEnoras Total AOV S L F A PP I
N3.98 Stenotrophomonas maltophilia 1,33+0,2 0,97+0,1 0,23+0,0 25,16 1,76 11,31 - 8,29 - 3,80
NO.74 Shigella flexneri 1,3320,4 0,87£0,0  0,24+0,1 19,69 1,60 9,71 - 8,38 - -
N21.123 Nd 0,3620,1 0,57+0,4  0,87+0,3 18,93 18,93 - - - - -
N28.135 Nd 0,42+0,1 0,87+£0,2  0,74+0,2 7,83 7,83 - - - - -
Média 1,00+0,2 0,70+0,1 0,41+0,3 52,40 34,39 47,17 5,14 7,71 5,17 2,39

*Acido succinico (S), lactico (L), 4cido férmico (F) 4cido acético (A), dcido propidnico (PP) e 4cido isobutirico (I). nd= ndo determinado. N= meio nutriente
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Quando os isolados obtidos de silagem de cana-de-agicar (n=204) foram
avaliados quanto a producdo de agentes antimicrobianos, 66 culturas apresentaram
atividade inibitéria contra L. monocytogenes, sendo 60 culturas de bactérias lacticas e
seis isolados de bactérias aerdbias (Tabela 3). Os isolados obtidos no meio MRS que
apresentaram atividade antibacteriana contra L. monocytogenes também foram testados
contra outros dois indicadores, E. coli e B. subtilis (Tabela 3). Desses 60 isolados, 55%
apresentaram atividade inibitéria contra E. coli, e 73% contra B. subtilis. Dezoito
isolados apresentaram atividade contra os trés indicadores testados, sendo a maioria

culturas de W. cibaria, P. pentosaceus e L. plantarum. (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade antagonista* de bactérias lacticas isoladas da silagem de cana-de-agticar fermentada
por 28 dias. O método utilizado para avaliar a capacidade inibitdria dos isolados foi o de difusdo em 4gar,
utilizando o MRS como meio base e BHI semi-sélido (0,8% p/v) na sobrecamada. As placas foram
incubadas a 37 °C por até 48 h. A inibi¢do foi considerada a partir do tamanho do raio a partir da
extremidade da col6nia.

. - . Indicadores
Isolado Identificacio isolados L. monocytogenes  E. coli  B. subtilis
MO.1 Weissella cibaria - - -
MO0.2 Weissella cibaria - - -
MO0.3 Weissella cibaria + - -
MO0.4 Leuconostoc mesenteroides - - -
MO.5 Leuconostoc holzapfelii - - -
MO.6 Weissella cibaria +++ +++ +++
MO.7 Weissella cibaria - - -
MO.8 Weissella cibaria +++ - ++
MO0.9 Weissella cibaria +++ - -
MO0.10 Weissella cibaria - - -
MO0.211 Lactococcus lactis - - -
MO0.212 Lactobacillus plantarum - - +
MO0.213 Weissella cibaria - - -
MO0.214 Nd - - -
MO0.215  Leuconostoc pseudomesenteroides - - -
Ml1.11 Weissella cibaria ++ ++ +++
M1.12 Weissella cibaria - - -
M1.13 Weissella cibaria - - +
Ml1.14 Weissella cibaria - - -
M1.15 Weissella cibaria +++ - -
Ml1.16 Weissella cibaria - - -
M1.17 Nd +++ - ++
M1.18 Weissella cibaria ++ - -
M1.19 Weissella cibaria - - -
M1.20 Weissella confusa - - -
M1.216 Leuconostoc mesenteroides - - -
M1.217 Leuconostoc mesenteroides - - -
M1.218 Weissella cibaria + +++ +
M1.219 Leuconostoc mesenteroides - +++ -
M1.220 Nd - - +++
M3.21 Weissella cibaria +++ +++ ++
M3.22 Weissella cibaria ++ ++ +++
M3.23 Weissella cibaria - - ++
M3.24 Nd - - -
M3.25 Nd - - +++
M3.26 Weissella cibaria ++ +++ +
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Tabela 3 cont. Atividade antagonista* de bactérias lacticas isoladas da silagem de cana-de-aguicar fermentada por
28 dias. O método utilizado para avaliar a capacidade inibitdria dos isolados foi o de difusdo em 4gar, utilizando o
MRS como meio base e BHI semi-sélido (0,8% p/v) na sobrecamada. As placas foram incubadas a 37 °C por até
48 h. A inibi¢do foi considerada a partir do tamanho do raio a partir da extremidade da coldnia.

M3.27 Leuconostoc mesenteroides - + -
M3.29 Leuconostoc mesenteroides - ++ +++
M3.30 Lactobacillus brevis - + +++
M3.221 Leuconostoc mesenteroides +++ - +
M3.222 Leuconostoc mesenteroides - - -
M3.223 Leuconostoc mesenteroides +++ - +++
M3.224 Pediococcus pentosaceus ++ + ++
M3.225 Leuconostoc mesenteroides - - -
M7.31 nd - + -
M7.32 Weissella cibaria - - +++
M7.33 Staphylococcus epidermidis - - -
M7.34 Weissella cibaria + +++ +++
M7.35 Weissella cibaria - + -
M7.36 Weissella cibaria ++ - +++
M7.37 Leuconostoc mesenteroides - +++ +
M7.38 Leuconostoc mesenteroides - - -
M7.39 nd ++ - -
M7.40 Weissella cibaria ++ +++ +++
M7.226 Lactobacillus paracasei - +++ -
M7.227 nd - - -
M7.228 Leuconostoc mesenteroides - - -
M?7.229 Lactobacillus paraplantarum ++ +++ -
M7.230 Pediococcus pentosaceus +++ +++ +
M14.41 nd +++ -+ ++
M14.42 Weissella cibaria - - -
M14.43 Pediococcus acidilactici ++ ++ +++
M14.44 Lactobacillus plantarum + + -
M14.45 Leuconostoc mesenteroides - - -
M14.46 Lactobacillus plantarum - ++ +++
M14.47 Lactobacillus plantarum - - -
M14.48 Lactobacillus plantarum - - -
M14.49 Lactobacillus plantarum - ++ +++
M14.50 Lactobacillus plantarum ++ - +++
M14.231 Lactobacillus plantarum +++ +++ -
M14.232 Lactobacillus plantarum +++ +++ -
M14.233 Lactobacillus plantarum - - +++
M14.234 nd ++ - +++
M14.235 Lactobacillus plantarum +++ + -
M21.51 nd ++ - -
M21.52 Lactobacillus plantarum +++ - +++
M21.53 nd - - -
M21.54 nd - - -
M21.55 Lactobacillus plantarum +++ - +++
M21.56 Lactobacillus plantarum +++ - +
M21.57 Lactobacillus plantarum +++ - -
M21.58 Lactobacillus plantarum +++ + +
M21.59 Lactobacillus plantarum ++ +++ +++
M21.60 nd +++ + +++
M21.236 Lactobacillus plantarum ++ - +++
M21.237 Lactobacillus paraplantarum - - +++
M21.238 Lactobacillus plantarum - - -
M21.239 Lactobacillus plantarum +++ + +++
M21.240 Lactobacillus brevis - - -
M28.61 Nd - - -
M28.62 Nd - - -
M28.63 Bacillus smithii - - -
M28.64 Lactobacillus brevis - - -
M28.66 Nd - - -
M28.67 Lactobacillus buchneri - - -
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Tabela 3 cont. Atividade antagonista* de bactérias lacticas isoladas da silagem de cana-de-aguicar fermentada por
28 dias. O método utilizado para avaliar a capacidade inibitdria dos isolados foi o de difusdo em 4gar, utilizando o
MRS como meio base e BHI semi-sélido (0,8% p/v) na sobrecamada. As placas foram incubadas a 37 °C por até
48 h. A inibic¢do foi considerada a partir do tamanho do raio a partir da extremidade da coldnia.

M28.68 Aneurinibacillus aneurinilyticus - - -
M28.69 Lactococcus lactis - - -
M28.241 Nd - - -
M28.242 Lactobacillus plantarum ++ + +++
M28.243 Lactobacillus plantarum - - -
M28.244 Weissella cibaria ++ ++ +++
M28.245 Weissella cibaria ++ + +++
M?28.246 Nd ++ - ++
N1.82 Comamonas testosteroni + Nd nd
N14.113 Pantoea stewartii + Nd nd
N3.259 Stenotrophomonas maltophilia ++ Nd nd
N14.268 Stenotrophomonas maltophilia + Nd nd
N21.272 Pseudomonas Putida + Nd nd
N21.275 Leuconostoc mesenteroides ++ Nd nd

*QOs valores de atividade estdo representados em raio.
Tamanho do raio de inibi¢do + (< 3.0 mm); ++ (>3.0 <5.0 mm) e +++ (> 5.0 mm).

Dos 60 isolados de BAL com atividade antimicrobiana, 36 foram selecionados,
por apresentarem atividade contra os trés indicadores testados ou contra somente um
unico indicador. A atividade inibitdria no sobrenadante dessas culturas e a presenca de
genes de biossintese de lantibidticos foi investigado nesses isolados. Nenhum dos
isolados selecionados apresentou atividade no sobrenadante contra os indicadores
testados. A andlise molecular de genes envolvidos na biossintese de lantibidticos
indicou nove isolados positivos para o gene lanB, 4 com amplificacido positiva para o
gene lanC e sete positivos para lanM (Tabela 4). Em alguns isolados foi observada a
amplificacdo para mais de um gene de biossintese de lantibidticos. No isolado M1.218
(W. cibaria) observou-se a amplificacao dos genes lanC e lanM e no isolado M14.43 (P.
acidilactici) foram detectados os genes lanB e lanM (Tabela 4). Nenhum dos isolados

apresentou simultaneamente os genes lanB e lanC ou os trés genes investigados.
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Tabela 4. Prospeccdo molecular de genes de modificacdo de lantibidticos, LanB, LanC e LanM, em
isolados de bactérias do acido lactico obtidos de diferentes periodos de fermentacdo da silagem de cana-
de-acucar.

o~ . Lantibioticos
Isolados Identificacao Tempo (dias) LanB LanC _ LanM

M3 Weissella cibaria - - -

M6 Weissella cibaria 0 - - -

M9 Weissella cibaria - - -
M212 Lactobacillus plantarum +

M11 Weissella cibaria - - -
M13 Weissella cibaria - - -
M15 Weissella cibaria 1 - - -
M18 Weissella cibaria - - -
M218 Weissella cibaria - + +
M220 Nd - - -
M21 Weissella cibaria - - +
M22 Weissella cibaria - - -
M23 Weissella cibaria 3 - - -
M25 Nd - - -
M26 Weissella cibaria - - -
M224 Pediococcus pentosaceus - - +
M32 Weissella cibaria - - -
M34 Weissella cibaria - - -
M36 Weissella cibaria 7 - - +
M40 Weissella cibaria - - +
M230 Pediococcus pentosaceus - - +
M41 Nd - - -
M43 Pediococcus acidilactici + - +
M44 Lactobacillus plantarum 14 - - -
M233 Lactobacillus plantarum + - -
M235 Lactobacillus plantarum + - -
MS51 Nd - - -
M57 Lactobacillus plantarum - + -
M58 Lactobacillus plantarum - + -
M59 Lactobacillus plantarum 21 + - -
M60 Nd + - -
M237 Lactobacillus paraplantarum + - -
M239 Lactobacillus plantarum + - -
M242 Lactobacillus plantarum + - -
M244 Weissella cibaria 28 - + -
M245 Weissella cibaria - - -

(+) presencga do gene de lantibidtico; (-) auséncia do gene de lantibidtico; nd= ndo determinado

Discussao

A microbiota de culturas forrageiras € consideravelmente diferente daquela
encontrada durante o processo de fermentacdo da silagem. No nosso trabalho, foram
observadas diferencas tanto na composicdo da microbiota epifitica com a encontrada

durante o processo fermentativo, quanto na abundancia das espécies nos diferentes
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periodos de fermentacdo (Figura 2). Na cana in natura foram identificados nove
espécies bacterianas diferentes, incluindo W. cibaria, L. pseudomesenteroides, L.
mesenteroides, L. holzapfelii, L. lactis, L. plantarum, L. casei, S. flexneri e S.matophilia
(Figura 2).

Estudos sobre a diversidade microbiana em silagens de clima tropical sdo raros e
dados sobre a sucessdo bacteriana, principalmente da microbiota epifita em silagem de
cana-de-acticar € escasso. Além disso, divergéncias dos resultados ja reportados na
literatura sdo comuns uma vez que a microbiota na silagem pode variar devido a varios
fatores, como o tipo de forragem usado, préticas de ensilagem empregada e aplicacao de
inoculantes quimicos ou microbiolégicos (Santos et al., 2015). Devido a falta de
informagdes a respeito da sucessdo microbiana em silagem de cana-de-agticar, esse
estudo representa o primeiro relato da descricdo do perfil bacteriano do processo
fermentativo da silagem de cana-de-acucar (Figura 2). No inicio da fermentagdo
espécies do género Weissella dominaram a fermentacdo, sendo posteriormente
substituidos por Leuconostoc e Pediococcus, e, em seguida, por Lactobacillus. No
ultimo periodo de fermentacao foi observado a presenca de Lactococcus. A sucessdo de
bactérias aerdbias iniciou-se com predominancia da espécie Shigella flexneri, que foi
substituida apds o terceiro dia de fermentacdo pela espécie Stenotrophomonas
maltophilia, que se manteve até o final da amostragem. Na transi¢do entre Shigella e
Stenotrophomonas foi observada a presenca de espécies de Comamonas e Citrobacter ¢
no final da fermentagdo a presenga de Staphylococcus.

Existem relatos de que a fase inicial da fermentacao é dominada por bactérias do
geénero Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus e Pediococcus. Em seguida, observa-
se a predominancia do género Leuconostoc que, posteriormente, € substituido por
bactérias resistentes as condi¢des acidas, como Lactobacillus e Pediococcus na fase
final da fermentacdo da silagem. (McDonald et al., 1991; Lin et al., 1992; Hammes e
Hertel 2006). Segundo Oude Elferink e colaboradores (2001), a medida que a
fermentacdo progride as bactérias do género Lactobacillus perdem a viabilidade e
algumas espécies mais resistentes, como L. buchneri, permanecem presentes em
nimeros mais reduzidos na populagdo. Os microrganismos 4cido-tolerante sobrevivem
a esta fase em estado de inatividade ou como esporos (Oude Elferink et al., 2015).

A espécie W. cibaria foi a mais abundante na cana in natura. Bactérias dessa
espécie sao Gram-positivas, bastonetes curtos, crescem em pares, ndo moveis, catalase
negativo, colonia pequena na cor branco acinzentado e heterofermentativo produzindo

CO, a partir de glicose. Sintetiza os isdmeros dcidos D- e L-lactico, cresce as
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temperaturas de 15, 37 e 45 °C e produz um limo a partir de sacarose. Sdo capazes de
crescer em até 6,5% de NaCl e fermenta L-arabinose, D-xilose, glicose, frutose,
manose, N- acetilglucosamina, salicina, celobiose, maltose, sacarose e gentiobiose
(Bjorkroth et al., 2002).

Esse estudo € o primeiro relato da presenca da espécie W. cibaria em silagem de
cana-de-acticar, bem como a sua importancia na acidificacdo da forragem. Em estudos
anteriores, realizados com silagem de milho, foram identificadas espécies do género
Weissella que desempenhavam um papel importante na primeira fase de fermentacdo da
silagem (Dellaglio et al., 1984; Dellaglio e Torriani 1986). Santos e colaboradores
(2015) relataram a presenca de isolados do género Weissella em silagem de milho a
partir do 10° dia até o final da fermentacdo (90 dias). Até o momento, a tnica espécie
deste género isolada a partir da cana-de-agucar foi a espécie W. confusa (Hammes and
Hertel 2006), que também foi isolada neste estudo no primeiro dia de fermentagao
(Tabela S2). Brusetti e colaboradores (2006) avaliaram BAL em silagem de milho ao
longo de um periodo de fermentacdo de 30 dias e observaram que W. confusa foi uma
das espécies mais prevalentes na silagem e estiveram presentes durante todo o processo
de fermentacgao.

O grupo de enterobactérias representa o segundo grupo bacteriano mais
abundante durante a ensilagem, sendo importante devido a competicio com BAL e
producdo de acido acético. Enterobactérias também sdo importantes na reducdo de NOs,
resultando na producdo de nitritos e de gases (6xidos de nitrogénio) (Pahlow et al.,
2003). Segundo Henderson (1993) vdrias espécies da familia Enterobacteriaceae foram
encontradas em estudos com silagem. Os principais géneros relatados nas silagens
foram Escherichia, Klebsiela, Erwinia, Salmonella, Proteus e Enterobacter (Henderson
1993; Li e Nishino 2011).

A manutencdo da qualidade nutricional da forrageira apds o processo de
ensilagem depende da presenca de espécies microbianas benéficas, como as BALs, que
se mantém vidveis durante o processo fermentativo e da velocidade de acidificacdo do
meio. O aumento elevado da populagdo de BAL no primeiro dia de fermentacdo pode
explicar a redu¢do do pH para 3,7 (Figura 1). A rdpida acidificacdo do meio no inicio da
fermentacdo € necessdrio para a producdo de uma boa silagem (Harris 1984). A
acidificacdo da silagem ocorre devido a alta concentracdo de 4cidos organicos
produzidos pelas BAL e a baixa capacidade de tamponamento da cana-de-aguicar (Alli
et al., 1982; Santos et al., 2008; Evangelista et al., 2009). O 4cido organico que deve

z N

estar em maior proporcdo em uma silagem € o dcido lactico, devido a sua maior
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eficiéncia em baixar o pH rapidamente (Cruz et al., 2001). Em consequéncia da elevada
acidez, apds o terceiro dia de fermentacdo, observou-se a perda de viabilidade das
espécies mais sensiveis, permanecendo as espécies acido-tolerantes (Oude Elferink et
al., 2001).

No agrupamento filogenético, os géneros Weissella e o Leuconostoc foram
agrupados em um mesmo cluster indicando o compartilhamento de ancestral comum. O
género Weissella surgiu da reclassificacdo do género Leuconostoc, com base em estudos
moleculares do género (Bjorkroth et al., 2002). W. cibaria (M1.14) foi a espécie que
.produziu as maiores concentracdes de 4cidos organicos dentre todos os isolados de
BAL, com concentragdo total de AOV de 116,11 mmol 1'1, predominando 4cido lactico,
acético e propidnico com concentragdes de 101,4, 5,3 e 9,4 mmol 1'1, respectivamente
(Tabela 1). Além do &cido lactico, a produgdo dos dcidos acético e propidnico sdao de
extrema importancia para manutencdo da qualidade da silagem, uma vez que, varios
estudos relataram que esses dcidos contribuem para reduzir o crescimento de leveduras
e aumentar a estabilidade aerdbia da silagem (Ranjit e Kung 2000; Oude Elferink et al.,
2001; Filya et al., 2006). Esse resultado justifica a acidificacdo rdpida da silagem no
primeiro dia de fermentacdo, uma vez que W. cibaria foi encontrada em maior
abundancia na cana in natura, produzir elevadas concentracdes de AOV e possuir alta
velocidade de crescimento (valores médios >1,0 h'l).

E possivel que as interacdes entre as diferentes espécies e isolados de BAL no
seu ambiente natural sejam influenciadas por substancias antimicrobianas, tais como
bacteriocinas. A produ¢do de substancias antimicrobianas podem fornecer vantagens
competitivas para o desenvolvimento de populacdes bacterianas na silagem. Neste
estudo, foram obtidas 69 isolados (BAL e aerébios) que apresentaram atividade contra
L. monocytogenes. Do total de isolados de BAL (n=60) 22% apresentaram inibicao
contra os trés indicadores testados. Em estudo onde se investigou a producdo de
bacteriocinas por lactobacilos de origem vegetal, Rammelsberg e Radler (1990)
constataram que cerca de 15% dos isolados apresentaram resultados positivos para os
testes de inibi¢do direta em dgar. No entanto, Schillinger e Lucke (1989) demonstraram
que a maioria dos lactobacilos com atividade inibitéria em meio sélido ndo secreta
compostos antibacterianos em meios liquidos. Esta observacdo foi confirmada pelos
resultados do ensaio de difusdo utilizando sobrenadantes livres de células dos isolados
obtidos neste estudo. Dos 36 isolados de BAL que apresentaram atividade
antimicrobiana, nenhum mostrou atividade em meio liquido, corroborando com as

observacoes de Schillinger e Lucke (1989).
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Todos os isolados que amplificaram pelo menos um gene envolvido na
biossintese de lantibidtico apresentaram atividade in vitro. Os isolados que
amplificaram lanM, foram os que apresentaram maior atividade inibitéria contra os
indicadores testados. Esse resultado sugere a producdo de lantibidticos da classe II que
sao modificados pds-traducionalmente pela enzima bifuncional LanM (Willey and Van
der Donk 2007). Os genes lanB e lanC podem ser substituidos pelo gene lanM, que
apresenta certa homologia com lanC e possui a capacidade de realizar tanto as reacdes
de desidratacdo dos aminoacidos quanto a reacdo de ciclizacdo dos peptideos (Field et
al., 2010). Outra observacdo interessante € que todos os isolados que apresentaram
atividade inibitéria somente contra Bacillus subtilis amplificaram somente o gene lanB.
As estirpes dos géneros Weissella e Pediococcus apresentaram atividade inibitéria e a
presenca de pelo menos um gene de biossintese de lantibidticos (lanB, lanC e lanM).
Em dezesseis isolados foi identificada a presenca de pelo menos um dos genes de
modificacdo, sugerindo que esses isolados sdo potenciais produtores de lantibidticos,
conforme conclusdo de Hyink e colaboradores (2007) e Wirawan e colaboradores
(2006). Os genes lanB e lanC nao foram identificados conjuntamente em nenhum dos
isolados obtidos, entretanto, esses genes estdo frequentemente localizados dentro do
mesmo operon nos isolados produtores de lantibidticos (Wirawan et al., 2006; Hyink et
al., 2007).

A mais nova abordagem para determinar a identidade de novas bacteriocinas
encontradas € o teste aleatério por PCR com iniciadores dirigidos contra um ou mais
bacteriocinas suspeitas (Akcelik et al., 2006; Remiger et al., 1996). Knoll e
colaboradores (Knoll er al., 2008) empregaram o uso de multiplos alvos de genes
relacionados com bacteriocinas na caracteriza¢do de bactérias lacticas isoladas a partir
da fermentacao de vinhos e de milho. Ambos os grupos utilizaram iniciadores de reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para mais de 20 genes de bacteriocinas agrupados em 5
operons diferentes em Lactobacillus plantarum. Os diversos genes codificam
bacteriocina e proteinas de imunidade, sistemas de transporte ABC, os sistemas de
transducdo de sinal e os outros de fun¢do desconhecida envolvido com a sintese da
bacteriocina. Yi e colaboradores (2010) usou a PCR de colonia para facilitar a triagem
de colonias produtoras de bacteriocinas da classe Ila produzidas por BAL. Eles
utilizaram iniciadores degenerados com base nas regides conservadas N-terminal
encontradas em muitas bacteriocinas de classe Ila e os iniciadores a downstream para
realizar reacdes de PCR especificas, resultando em amplicons especificos para

pediocina, enterocina e plantaricina (Yi et al., 2010). O nosso estudo foi o primeiro a
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reportar o isolamento de culturas bacteriocinogénicas e a prospec¢ao molecular de
genes relacionados com a biossintese de lantibidticos em silagem de cana-de-agucar.
Diante dos resultados apresentados, conclui-se que o perfil da diversidade
bacteriana foi alterado ao longo do periodo de fermentacdo e que a populagdo de
bactérias do acido lactico esteve em maior nimero comparado aos outros grupos de
bactérias analisados, sendo responsaveis pelo processo fermentativo da cana-de-agtcar.
Além disso, o perfil fermentativo dos isolados da silagem de cana-de-actcar foi
determinado, mostrando que algumas espécies de BAL, como W. cibaria possui
caracteristicas que podem contribuir para uma boa fermentagdo da silagem. A
prospecc¢do de isolados com atividade antimicrobiana indicou que genes envolvidos na
biossintese de lantibidticos estio distribuidos em BAL isoladas da silagem e podem ser
responsaveis pela atividade antimicrobiana desses isolados. Experimentos adicionais
deverdo ser realizados para avaliar se os genes identificados sdo expressos nesses

isolados nas condi¢des da ensilagem da cana-de-acucar.
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Anexos

Tabela S1. Caracteristicas fenotipicas das colonias bacterianas isoladas da silagem de cana-de-agticar
fermentada por 28 dias. Os meios de cultivo utilizado para o isolamento foi o d4gar MRS e o 4gar
nutriente. As culturas foram cultivadas a 37 °C por até 48 h.

Caracterizacio morfolégica das colonias — Meio MRS

B
Isolado Cor Tamanho* Textura Forma Borda Outras
MO.1 Creme Grande Lisa Achatada Lisa e clara Nicleo mais denso
MO0.2 Creme Media Lisa Achatada Lisa Translucida
MO0.3 Creme Pequena Lisa Oval Lisa Opaco
MO0.4 Creme Media Lisa Oval Lisa Brilhante
MO.5 Bege Pequena Lisa Oval Lisa Translucida
MO.6 Creme Media Lisa Achatada Lisa Borda translucida
MO.7 Branca Media Lisa Oval Lisa Alongada e translucida
MO.8 Branca Media Lisa Achatada Lisa Borda translucida
MO0.9 Bege Pequena Lisa Oval Lisa Opaca

MO.10 Creme Media Lisa Achatada Lisa Nucleo translucido
MO0.211 Creme Pequena Lisa Achatada Lisa Transparente
MO0.212 Creme Media Lisa Achatada Lisa Nicleo mais denso
MO0.213 Branca Pequena Lisa Circular Lisa Opaca
MO0.215 Bege Media Lisa Achatada Lisa Transparente

MI1.11 Creme Grande Lisa Achatada Irregular Aspecto filamentoso

Ml1.12 Creme Media Lisa Achatada Lisa -

M1.13 Bege Media Lisa Achatada Lisa Borda translucida

Ml.14 Creme Grande Lisa Achatada Irregular Nicleo mais denso

M1.15 Branca Pequena Lisa Circular Transparente -

M1.16 Branca Pequena Lisa Circular Lisa Borda translucida

M1.17 Creme Media Lisa Achatada Lisa Translucida

M1.18 Creme Pequena Lisa Circular Lisa Translucida

M1.20 Branca Media Lisa Circular Lisa -

M1.216 Creme Media Lisa Cone Lisa Borda translucida
M1.217 Branca Pequena Lisa Circular Lisa Brilhante
M1.218 Creme Media Lisa Achatada Irregular -

M1.219 Creme Media Lisa Achatada Lisa Borda translucida
M1.220 Creme Pequena Lisa Achatada Lisa -

M3.21 Branca Pequena Lisa Achatada Lisa Borda translucida

M3.22 Bege Media Lisa Achatada Lisa Translucida

M3.23 Creme Grande Lisa Circular Lisa -

M3.24 Creme Grande Aspera Achatada Irregular -

M3.25 Branca Pequena Lisa Achatada Lisa Niicleo denso

M3.26 Branca Pequena Lisa Circular Lisa Brilhante

M3.27 Creme Media Lisa Circular Transparente -

M3.29 Creme Grande Aspera Achatada Irregular -

M3.30 Bege Pequena Lisa Cone Lisa Borda translucida
M3.221 Branca Media Lisa Circular Lisa Brilhante
M3.222 Branca Pequena Lisa Circular Lisa -

M3.223 Branca Media Lisa Circular Lisa Nicleo translucida
M3.224 Bege Grande Lisa Achatada Lisa Transparente
M3.225 Branca Grande Lisa Achatada Irregular -

M7.31 Creme Grande Lisa Achatada Lisa Brilhante

M7.32 Creme Pequena Lisa Achatada Lisa Borda translucida

M7.33 Branca Pequena Lisa Circular Lisa Brilhante

M7.34 Branca Media Lisa Circular Lisa Borda

M7.35 Creme Grande Lisa Cone Lisa Opaca

M7.36 Creme Pequena Lisa Circular Lisa Transparente

M7.37 Creme Grande Lisa Cone Lisa -

M7.38 Creme Pequena Lisa Cone Lisa Borda transparente

M7.39 Creme Grande Aveludado Achatada Irregular -

M7.40 Branca Pequena Lisa Circular Lisa Brilhante
M7.226 Branca Media Lisa Circular Lisa Opaca
M7.227 Creme Grande Lisa Achatada Lisa Opaca
M7.228 Branca Media Lisa Cone Lisa Borda transparente
M7.229 Creme Media Lisa Achatada Lisa Borda transparente
M7.230 Branca Media Lisa Circular Lisa Brilhante
M14.41 Creme Media Lisa Circular Lisa Borda transparente
M14.42 Creme Media Lisa Circular Lisa Brilhante
M14.43 Bege Media Lisa Achatada Lisa Borda transparente
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Tabela S1 cont. Caracteristicas fenotipicas das colOnias bacterianas isoladas da silagem de cana-de-agtcar
fermentada por 28 dias. Os meios de cultivo utilizado para o isolamento foi o 4gar MRS e o 4gar nutriente. As

culturas foram cultivadas a 37 °C por até 48 h.

M14.44
M14.45
M14.46
M14.47
M14.48
M14.49
M14.50
M14.231
M14.232
M14.233
M14.234
M14.235
M14.236
M21.51
M21.52
M21.53
M21.54
M21.55
M21.56
M21.57
M21.58
M21.59
M21.60
M21.237
M21.238
M21.239
M21.240
M28.61
M28.62
M28.63
M28.64
M28.66
M28.67
M28.68
M28.69

M28.241
M28.242
M28.243
M28.244
M28.245
M28.246
NO.71
NO0.72

NO.73
NO.74
NO.75
NO.76
NO.77
NO.78
NO0.79
NO0.80
NO.246
NO.247
NO0.248
NO0.249
NO0.250
N1.81
N1.82
N1.83
N1.84
N1.85
N1.86
N1.87
N1.88
N1.89
N1.90
N1.251
N1.252
N1.253
N1.254
N1.255
N3.91
N3.92

Creme
Branca
Esverdeado
Creme
Branca
Bege
Branca
Branca
Branca
Branca
Creme
Creme
Branca
Creme
Branca
Creme
Creme
Branca
Bege
Branca
Branca
Branca
Branca
Bege
Creme
Branca
Branca
Creme
Creme
Creme
Creme
Creme
Branca
Creme
Branca

Creme
Creme
Branca
Creme
Branca
Creme
Laranja
Creme

Amarela
Creme
Amarelo forte
Laranja
Creme
Branca
Esverdeada
Rosado
Amarela
Laranja
Creme
Branca
Creme
Creme
Laranja
Amarela
Creme
Creme
Branca
Bege
Creme
Creme
Rosa
Creme
Amarelo
Bege
Bege
Amarela
Branca
Laranja

Grande
Media
Pequena
Media
Pequena
Media
Media
Media
Pequena
Media
Media
Grande
Media
Grande
Pequena
Grande
Pequena
Media
Pequena
Media
Pequena
Pequena
Media
Pequena
Pequena
Media
Media
Media
Pequena
Media
Grande
Grande
Pequena
Grande
Pequena

Grande
Grande
Pequena
Grande
Pequena
Pequena
Pequena
Media

Media
Media
Media
Pequena
Media
Pequena
Pequena
Pequena
Grande
Media
Pequena
Media
Media
Media
Media
Media
Grande
Pequena
Media
Grande
Grande
Pequena
Grande
Grande
Media
Pequena
Grande
Pequena
Media
Pequena

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

Aveludada

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Rugosa

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

Cone
Circular
Circular

Achatada
Circular
Achatada
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Achatada
Circular
Achatada
Circular
Achatada
Circular
Circular
Achatada
Circular
Circular
Circular
Circular
Achatada
Achatada
Circular
Achatada

Cone
Circular

Cone

Cone

Cone
Circular

Cone
Circular

Circular
Cone
Circular
Cone
Circular
Circular
Achatada
Achatada

Achatada
Achatada
Achatada
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Achatada
Circular
Circular
Achatada
Achatada
Circular
Circular lisa
Circular
Achatada
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Achatada
Achatada
Achatada
Achatada
Circular
Circular
Circular

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Brilhante
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Irregular
Irregular
Irregular
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa

Brilhante

Transparente
Borda creme
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Opaca
Brilhante
Transparente
Brilhante

Transparente
Brilhante
Transparente
Brilhante
Transparente
Brilhante
Borda transparente
Transparente
Brilhante
Borda transparente

Brilhante

Brilhante

Brilhante

Borda mais clara
Brilhosa
Opaca
Gelatinosa
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Transparente
Brilhante

Brilhante
Transparente
Opaca
Transparente
Transparente

Transparente
Transparente
Transparente
Transparente
Brilhante
Brilhante
Borda transparente
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Tabela S1 cont. Caracteristicas fenotipicas das colOnias bacterianas isoladas da silagem de cana-de-agtcar
fermentada por 28 dias. Os meios de cultivo utilizado para o isolamento foi o d4gar MRS e o 4gar nutriente. As

culturas foram cultivadas a 37 °C por até 48 h.

N3.93
N3.94
N3.95
N3.96
N3.97
N3.98
N3.99
N3.100
N3.256
N3.257
N3.258
N3.259
N3.260
N7.101
N7.102
N7.103
N7.104
N7.105
N7.106
N7.107
N7.108
N7.109
N7.110
N7.261
N7.262
N7.263
N7.264
N14.111
N14.112
N14.113
N14.114
N14.115
N14.116
N14.117
N14.118
N14.119
N14.120
N14.266
N14.267
N14.268
N14.269
N14.270
N21.121
N21.122
N21.123
N21.124
N21.125
N21.126
N21.127
N21.128
N21.129
N21.130
N21.271
N21.272
N21.273
N21.274
N21.275
N28.131
N28.132
N28.133
N28.134
N28.135
N28.136
N28.137
N28.138
N28.139
N28.140
N28.276
N28.277
N28.278
N28.279
N28.280

Creme
Amarela
Bege
Bege
Laranja
Branca
Creme
Creme
Branca
Bege
Bege
Branca
Bege
Bege
Laranja
Bege
Amarela
Amarela
Creme
Laranja
Branca
Salmon
Creme
Bege
Bege
Creme
Branca
Amarela
Branca
Amarela
Bege
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Bege
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Bege
Creme
Branca
Branca
Branca
Branca
Amarela
Creme
Branca
Salmon
Creme
Rosa
Bege
Creme
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Grande
Media
Media
Pequena
Media
Media
Pequena
Grande
Media
Grande
Media
Pequena
Pequena
Grande
Media
Pequena
Media
Pequena
Media
Pequena
Pequena
Media
Grande
Media
Grande
Media
Pequena
Media
Pequena
Pequena
Pequena
Media
Pequena
Pequena
Media
Media
Pequena
Media
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Média
Pequena
Grande
Pequena
Pequena
Pequena
Grande
Pequena
Media
Grande
Media
Grande
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena
Pequena

Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Aveludada Achatada
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Cone
Rugosa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa -
Lisa Achatado
Lisa Circular
Rugosa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Achatada
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular
Lisa Circular

Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Irregular
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Irregular
Irregular
Lisa
Lisa
Irregular
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa
Lisa

Borda transparente

Transparente

Borda transparente

Brilhante
Opaca
Borda transparente
Brilhante
Transparente
Brilhante
Brilhante
Brilhante

Borda transparente

Borda transparente
Brilhante

Brilhante
Transparente
Brilhante
Borda transparente

Brilhante

Borda transparente

Brilhante
Brilhante
Brilhante

Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante
Brilhante

*Colonia pequena (<1.0 mm); Media (>1.0 <2.0 mm) e grande (> 2.0 mm). **M = isolamento MRS; N = isolamento

Agar nutriente. Simbolos: (+) produz gés (-) ndo produz gés.
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Tabela S2. Identificagdo e nimero de acesso dos isolados de bactérias aerdbias e do dcido lactico obtidos da silagem de cana-de-acticar fermentada por

28 dias.
. . . . Niimero de
Isolado Identificacao isolados pb* Maxscore Toral score Query cover (%) E-value Identidade (%) Accession deposito
MO.1 Weissella cibaria 228 361 361 100 4e-96 95 KM392063 -
MO0.2 Weissella cibaria 729 1341 1341 100 0.0 99 NR036924 LC090444
MO0.3 Weissella cibaria 656 1206 1206 100 0.0 99 NR036924 LC090445
Mo0.4 Leuconostoc mesenteroides 138 217 217 100 le-56 95 NR118557 -
MO.5 Leuconostoc holzapfelii 441 754 754 100 0.0 98 NRO042620 LC090446
MO.6 Weissella cibaria 658 1216 1216 100 0.0 99 NR113258 LC090447
MO0.7 Weissella cibaria 709 1310 1310 100 0.0 100 NR036924 LC090448
MO0.8 Weissella cibaria 697 1288 1288 100 0.0 100 NR036924 LC090449
MO0.9 Weissella cibaria 730 1349 1349 100 0.0 100 NR036924 LC090450
MO0.10 Weissella cibaria 699 1291 1291 100 0.0 100 NR036924 LC090451
MO.211 Lactococcus lactis 748 1375 1375 100 0.0 99 NR103918 LC090431
MO0.212 Lactobacillus plantarum 635 1160 1160 100 0.0 99 NRO075041 LC090432
MO0.213 Weissella cibaria 721 1332 1332 100 0.0 100 NRO036924 LC090433
MO0.215 Leuconostoc pseudomesenteroides 705 1297 1297 100 0.0 99 NR109004 LC090434
MIl.11 Weissella cibaria 649 1194 1194 100 0.0 99 NRO036924 LC090452
MIl1.12 Weissella cibaria 564 1042 1042 100 0.0 100 NR036924 LC090453
MI1.13 Weissella cibaria 607 1116 1116 100 0.0 99 NR036924 LC090454
Ml.14 Weissella cibaria 646 1186 1186 100 0.0 100 NR036924 LC090455
MI1.15 Weissella cibaria 607 1116 1116 100 0.0 99 NR036924 LC090456
MI1.16 Weissella cibaria 733 1354 1354 100 0.0 99 NR036924 LC090457
MI1.18 Weissella cibaria 648 1192 1192 100 0.0 99 NR036924 LC090458
MI1.19 Weissella cibaria 633 1164 1164 100 0.0 99 NR036924 LC090459
M1.20 Weissella confusa 775 1432 1432 100 0.0 100 NR113258 LC090460
MI1.216 Leuconostoc mesenteroides 773 1423 1423 100 0.0 99 NRO074957 LC090435
M1.217 Leuconostoc mesenteroides 705 1303 1303 100 0.0 100 NRO074957 LC090436
M1.218 Weissella cibaria 825 1524 1524 100 0.0 100 NR036924 LC090437
M1.219 Leuconostoc mesenteroides 606 1199 1199 100 0.0 90 NRO074957 LC090438
M3.21 Weissella cibaria 770 1423 1423 100 0.0 100 NRO036924 LC090461
M3.22 Weissella cibaria 772 1426 1426 100 0.0 100 NR036924 LC090462
M3.23 Weissella cibaria 773 1428 1428 100 0.0 100 NR036924 LC090463
M3.26 Weissella cibaria 547 1000 1000 100 0.0 99 NRO036924 LC090403
M3.27 Leuconostoc mesenteroides 719 1328 1328 100 0.0 99 NRO074957 LC090404
M3.29 Leuconostoc mesenteroides 796 1458 1458 100 0.0 99 NR036924 LC090405
M3.30 Lactobacillus brevis 797 1472 1472 100 0.0 100 NR116238 LC090406
M3.221 Leuconostoc mesenteroides 829 1526 1526 100 0.0 99 NRO074957 LC090440
M3.222 Leuconostoc mesenteroides 836 1544 1544 100 0.0 100 NRO074957 LC090465
M3.223 Leuconostoc mesenteroides 706 1299 1299 100 0.0 99 NRO074957 LC090466
M3.224 Pediococcus pentosaceus 645 1170 1170 100 0.0 99 NR075052 LC090467
M3.225 Leuconostoc mesenteroides 796 1465 1465 100 0.0 99 NR074957 LC090468
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Tabela S2 cont. Identificagdo e nimero de acesso dos isolados de bactérias aerdbias e do acido lactico obtidos da silagem de cana-de-agtcar
fermentada por 28 dias.

Isolado Identificacdo isolados pb* Maxscore Toral score Query cover (%) E-value Identidade (%) Accession Ng;gf::i)tge
M7.32 Weissella cibaria 708 1297 1297 100 0.0 99 NR036924 LC090407
M7.33 Staphylococcus epidermidis 725 1334 1334 100 0.0 99 NR074995 LC090408
M7.34 Weissella cibaria 666 1225 1225 100 0.0 99 NR036924 LC090409
M7.35 Weissella cibaria 771 1424 1424 100 0.0 100 NR036924 LC090410
M7.36 Weissella cibaria 628 1144 1144 100 0.0 99 NR036924 LC090411
M7.37 Leuconostoc mesenteroides 780 1435 1435 100 0.0 99 NRO074957 LC090412
M7.38 Leuconostoc mesenteroides 782 1439 1439 100 0.0 99 NRO074957 LC090413
M7.40 Weissella cibaria 467 852 852 100 0.0 99 NR036924 LC090414
M7.226 Lactobacillus paracasei 696 1286 1286 100 0.0 100 NR121787 LC090469
M7.228 Leuconostoc mesenteroides 768 1413 1413 100 0.0 99 NRO074957 LC090470
M?7.229 Lactobacillus paraplantarum 502 911 911 100 0.0 99 NR025447 LC090471
M7.230 Pediococcus pentosaceus 816 1502 1502 100 0.0 99 NR075052 LC090472
M14.42 Weissella cibaria 439 797 797 100 0.0 99 NR036924 LC090415
M14.43 Pediococcus acidilactici 775 1413 1413 100 0.0 99 NR042057 LC090416
M14.44 Lactobacillus plantarum 635 1158 1158 100 0.0 99 NRO075041 LC090417
M14.45 Leuconostoc mesenteroides 779 1434 1434 100 0.0 99 NRO074957 LC090418
M14.46 Lactobacillus plantarum 813 1496 1496 100 0.0 99 NRO075041 LC090464
M14.47 Lactobacillus plantarum 146 270 270 100 le-72 100 NRO075041 -
M14.48 Lactobacillus plantarum 219 399 399 100 2e-111 100 NRO75041 -
M14.49 Lactobacillus plantarum 528 976 976 100 0.0 100 NRO075041 LC090419
M14.50 Lactobacillus plantarum 120 217 217 100 4e-53 99 NRO075041 -
M14.231 Lactobacillus plantarum 470 824 824 100 0.0 98 NRO075041 LC090473
M14.232 Lactobacillus plantarum 788 1450 1450 100 0.0 99 NRO075041 LC090474
M14.233 Lactobacillus plantarum 815 1500 1500 100 0.0 99 NRO075041 LC090475
M14.235 Lactobacillus plantarum 323 586 586 100 4E-167 99 NRO075041 LC090441
M21.52 Lactobacillus plantarum 763 1404 1404 100 0.0 99 NRO075041 LC090420
M21.55 Lactobacillus plantarum 816 1502 1502 100 0.0 99 NR115605 LC090422
M21.56 Lactobacillus plantarum 105 195 195 100 4e-50 100 NRO075041 -
M21.57 Lactobacillus plantarum 715 1315 1315 100 0.0 99 NRO075041 LC090423
M21.58 Lactobacillus plantarum 721 1371 1371 100 0.0 99 NRO075041 LC090424
M21.59 Lactobacillus plantarum 563 1035 1035 100 0.0 99 NRO075041 LC090425
M21.236 Lactobacillus plantarum 525 959 959 100 0.0 99 NRO075041 LC090442
M21.237 Lactobacillus paraplantarum 796 1465 1465 100 0.0 99 KR006320 LC090476
M21.238 Lactobacillus plantarum 617 1129 1129 100 0.0 99 NRO075041 LC090439
M21.239 Lactobacillus plantarum 547 994 994 100 0.0 99 NRO075041 LC090428
M21.240 Lactobacillus brevis 592 1088 1088 100 0.0 99 NR075024 LC090421
M28.63 Bacillus smithii 419 243 243 87 9e-64 78 NR115583 LC090426
M28.64 Lactobacillus brevis 695 1273 1273 100 0.0 99 NR116238 LC090427
M28.67 Lactobacillus buchneri 779 1273 1273 100 0.0 99 NR041293 LC090429
M28.68 Aneurinibacillus aneurinilyticus 679 1254 1254 100 0.0 100 NR112639 LC090430
M28.69 Lactococcus lactis 272 492 492 100 Te-139 99 NR103960 -
M28.242 Lactobacillus plantarum 158 291 291 99 8e-79 100 NRO075041 -
M28.243 Lactobacillus plantarum 552 948 948 100 0.0 99 NR075041 L.C090402
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Tabela S2 cont. Identificacdo e niimero de acesso dos isolados de bactérias aerdbias e do 4acido lactico obtidos da silagem de cana-de-agucar
fermentada por 28 dias.

Isolado Identificacdo isolados pb* Maxscore Toral score Query cover (%) E-value Identidade (%) Accession Ng;gf::i)tge
M28.244 Weissella cibaria 733 1349 1349 100 0.0 99 KM392063 LC090477
M28.245 Weissella cibaria 424 778 778 100 0.0 99 NR036924 LC090443
N.071 Shigella flexneri 551 998 998 100 0.0 99 NR074882 LC090478
N0.72 Shigella flexneri 600 1103 1103 100 0.0 99 NRO074882 LC090479
NO0.74 Shigella flexneri 549 920 920 100 0.0 97 NRO074882 LC090480
NO.75 Shigella flexneri 556 953 953 99 0.0 98 NR074882 LC090481
N0.77 Shigella flexneri 594 1042 1042 100 0.0 98 NRO074882 LC090482
NO0.78 Shigella flexneri 676 1221 1221 100 0.0 99 NRO074882 LC090483
NO0.79 Shigella flexneri 671 1190 1190 100 0.0 99 NR074882 LC090484
NO0.80 Shigella flexneri 622 1103 1103 99 0.0 99 NRO074882 LC090485
NO.246 Lactobacillus casei 556 981 981 100 0.0 99 GQ395613 LC090550
NO0.248 Stenotrophomonas maltophilia 678 1240 1240 100 0.0 99 KT293907 LC090527
N1.81 Stenotrophomonas maltophilia 586 1035 1035 100 0.0 98 NRO041577 LC090486
N1.82 Comamonas testosteroni 519 909 909 100 0.0 98 NR102841 LC090487
N1.85 Shigella flexneri 558 965 965 100 0.0 98 NR074882 LC090488
N1.86 Shigella flexneri 634 1122 1122 100 0.0 98 NRO074882 LC090489
N1.87 Shigella flexneri 622 1138 1138 100 0.0 99 NRO074882 LC090490
N1.88 Shigella flexneri 713 1306 1306 99 0.0 99 NRO074882 LC090491
N1.90 Shigella flexneri 487 856 856 100 0.0 98 NRO074882 LC090492
N1.251 Citrobacter braakii 622 1144 1144 100 0.0 99 NR117750 LC090530
N1.252 Citrobacter braakii 573 1038 1038 100 0.0 99 NR117750 LC090531
N1.253 Enterococcus gallinarum 782 1434 1434 100 0.0 99 NR104559 LC090532
N1.254 Citrobacter braakii 572 1035 1035 100 0.0 99 NR117750 LC090533
N1.255 Microbacterium arthrosphaerae 525 920 920 100 0.0 98 NR117046 LC090534
N3.92 Shigella flexneri 567 996 996 100 0.0 97 NR074882 LC090493
N3.93 Stenotrophomonas maltophilia 549 987 987 100 0.0 99 NR113648 LC090494
N3.94 Stenotrophomonas maltophilia 548 979 979 100 0.0 99 NR113648 LC090495
N3.95 Comamonas testosteroni 587 1059 1059 100 0.0 99 NR102841 LC090496
N3.96 Stenotrophomonas maltophilia 184 340 340 100 1e-89 100 NR024708 -
N3.97 Pseudomonas geniculata 443 787 787 100 0.0 99 KT168245 LC090497
N3.98 Stenotrophomonas maltophilia 471 471 471 100 0.0 98 NRO041577 LC090498
N3.99 Pantoea coffeiphila 604 1050 1052 100 0.0 98 KJ427832 LC090499
N3.100 Comamonas testosteroni 559 998 998 100 0.0 99 NR102841 LC090500
N3.256 Stenotrophomonas maltophilia 682 1254 1254 100 0.0 99 NRO041577 LC090535
N3.257 Stenotrophomonas maltophilia 767 1411 1411 100 0.0 99 NRO041577 LC090536
N3.258 Stenotrophomonas maltophilia 677 1229 1229 100 0.0 99 NRO041577 LC090537
N3.259 Stenotrophomonas maltophilia 576 1044 1044 100 0.0 99 NRO041577 LC090538
N3.260 Stenotrophomonas maltophilia 679 1247 1247 99 0.0 99 NRO041577 LC090539
N7.101 Stenotrophomonas maltophilia 547 987 987 100 0.0 99 NR113648 LC090501
N7.102 Comamonas testosteroni 534 933 933 100 0.0 98 NR102841 LC090502
N7.103 Comamonas testosteroni 736 1349 1349 100 0.0 99 NR102841 LC090503
N7.106 Pantoea coffeiphila 616 1088 1088 100 0.0 99 KJ427832 LC090504
N7.107 Comamonas sp. 304 446 446 98 le-121 94 HMO05574 -
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Tabela S2 cont. Identificagdo e nimero de acesso dos isolados de bactérias aerdbias e do acido lactico obtidos da silagem de cana-de-agtcar
fermentada por 28 dias.

Isolado Identificacdo isolados pb* Maxscore Toral score Query cover (%) E-value Identidade (%) Accession Nggzg?tge
N7.108 Stenotrophomonas maltophilia 509 889 889 99 0.0 98 NR113648 LC090505
N7.110 Stenotrophomonas maltophilia 435 712 712 100 0.0 96 NR113648 LC090506
N7.261 Staphylococcus aureus 760 1399 1399 100 0.0 99 NR075000 LC090540
N7.262 Stenotrophomonas maltophilia 483 876 876 100 0.0 99 NR113648 LC090541
N7.263 Citrobacter braakii 672 1230 9836 100 0.0 99 NR117750 LC090543
N7.264 Stenotrophomonas maltophilia 304 479 479 98 le-131 96 NR113648 -

N14.111 Pantoea dispersa 581 939 939 98 0.0 96 NR043883 LC090507
N14.112 Pantoea stewartii 679 1216 1216 100 0.0 99 NR104928 LC090508
N14.113 Pantoea stewartii 798 1397 1397 100 0.0 98 NR104928 LC090509
N14.114 Staphylococcus sciuri 736 1354 1354 100 0.0 99 NR025520 LC090510
N14.116 Staphylococcus sciuri 555 1014 1014 100 0.0 99 NR025520 LC090511
N14.117 Staphylococcus sciuri 796 1465 1465 100 0.0 99 NR025520 LC090512
N14.118 Stenotrophomonas pavanii 340 526 526 93 2e-93 98 NR118008 -

N14.119 Pantoea séptica 535 931 931 100 0.0 98 NR116752 LC090513
N14.120 Pantoea dispersa 591 996 996 100 0.0 98 NR116755 LC090514
N14.266 Stenotrophomonas maltophilia 738 1358 1358 100 0.0 99 NRO041577 LC090542
N14.268 Stenotrophomonas maltophilia 676 1229 1229 100 0.0 99 NRO041577 LC090529
N14.270 Staphylococcus aureus 746 1378 8266 100 0.0 100 NR075000 LC090544
N21.121 Staphylococcus sciuri 195 361 361 100 8e-100 100 NR025520 -

N21.124 Staphylococcus sciuri 684 1225 1225 100 0.0 99 NR025520 LC090515
N21.125 Staphylococcus aureus 791 1456 1456 100 0.0 99 NRO075000 LC090516
N21.126 Staphylococcus sciuri 807 1485 1485 100 0.0 99 NR025520 LC090517
N21.127 Micrococcus yunnanensis 858 1585 1585 100 0.0 100 KT443901 LC090518
N21.128 Stenotrophomonas maltophilia 668 1208 1208 100 0.0 99 NRO0O41577 LC090519
N21.130 Stenotrophomonas maltophilia 628 1146 1146 100 0.0 99 NRO041577 LC090520
N21.272 Pseudomonas putida 639 1175 1175 100 0.0 99 NRO074596 LC090545
N21.273 Stenotrophomonas maltophilia 679 1249 1249 100 0.0 99 NRO041577 LC090546
N21.274 Acinetobacter bereziniae 679 1214 1214 100 0.0 99 NR117625 LC090547
N21.275 Leuconostoc mesenteroides 706 1304 1304 100 0.0 100 NRO074957 LC090548
N28.131 Stenotrophomonas maltophilia 773 1423 1423 100 0.0 99 NRO041577 LC090521
N28.132 Stenotrophomonas maltophilia 432 773 773 100 0.0 99 NRO041577 LC090522
N28.134 Microbacterium laevaniformans 559 994 994 100 0.0 99 KF241157 LC090523
N28.137 Microbacterium radiodurans 647 1109 1109 100 0.0 98 NR117294 LC090524
N28.138 Microbacterium saccharophilum 607 1099 1099 100 0.0 99 NR114342 LC090525
N28.139 Microbacterium radiodurans 530 872 870 99 0.0 97 NR117294 LC090526
N28.140 Microbacterium laevaniformans 190 348 348 100 6e-96 99 NR044935 -

N28.278 1Staphylococcus aureus 616 1138 1138 100 0.0 100 NRO075000 LC090549
N28.280 Staphylococcus sciuri 722 1334 1334 100 0.0 100 NR025520 LC090528

*pb = pares de base
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Capitulo 4

DIVERSIDADE GENETICA DA COMUNIDADE MICROBIANA ENVOLVIDA
NO PROCESSO DE FERMENTACAO DA SILAGEM DE CANA-DE-
ACUCAR
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Resumo

Objetivo: Avaliar a diversidade genética por PCR-DGGE da comunidade bacteriana e
fingica envolvida no processo de fermentagdo da silagem de cana-de-acicar. Métodos
e resultados: Cana-de-agcicar da espécie Saccharum officinarum L foi ensilada e
amostras foram coletadas nos tempos 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de fermentacdo. O DNA
gendmico foi extraido e posteriormente utilizado nas anélises de PCR-DGGE com os
primers para o Dominio Bacteria, filo Firmicutes, classe y-Proteobacteria e leveduras. A
cana in natura e os periodos de fermentacdo agruparam diferentemente para cada
oligonucleotideos utilizado. A andlise dos perfis eletroforéticos do nimero de bandas
obtido por meio da andlise por Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE)
revelou que o nimero de OTUs obtidos foram os mesmos para o oligonucleotideo
universal de Bacteria e o de levedura (45 OTUs). Foram encontrados 35 OTUs para
Firmicutes e 34 OTUs para y-Proteobacteria. As estimativas da riqueza e do indice de
Shannon-Wiener revelaram niveis semelhantes de diversidade Conclusoes: Foi
observado alta diversidade entre os grupos microbianos avaliados. De acordo com os
indices de diversidade, ndo foram observadas variacdes expressivas entre os periodos de
fermentagdo, exceto entre a cana in natura e o ultimo dia de amostragem. O perfil de
diversidade entre os Filos Firmicutes e y-Proteobacteria foram contrarios em relagdo ao
aumento e diminuicao da diversidade de espécies.

Palavras-chave: Diversidade; 16S rRNA; rRNA 26S, DGGE.
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Introducao

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) tem sido utilizada como forrageira
para a alimentacdo animal por possuir caracteristicas como alto potencial de producao,
variedades adaptadas a diversos ambientes de producdo, resisténcia a doencas, elevada
producdo de nutrientes digestiveis totais (NDT), baixo custo por tonelada de matéria
seca, ponto de maturagdo coincidente com a escassez de forragem, grande amplitude de
corte e ganhos em logistica operacional e manejo do canavial (Santos et al., 2008).

A ensilagem da cana-de-actcar € uma alternativa para preservar o valor nutritivo
da forrageira, otimizar as atividades no canavial e facilitar a operacdo do processo
(Schmidt et al., 2011). Durante a ensilagem, bactérias do &cido lactico (BAL)
convertem os agucares soliveis em &cidos orgéanicos, principalmente &dcido lactico
(Gollop et al., 2005), resultando na queda do pH, inibindo a acdo de enzimas
hidroliticas e a atividade de microrganismos patogénicos e deterioradores (Holzer et al.,
2003; Ennahar et al., 2003; Ferrari Junior et al., 2009). Alguns microrganismos podem
causar deterioracdo anaerdbia (clostridios e enterobactérias) ou deterioracdo aerdbia
(Ieveduras, bacilos, listeria e outros) da forragem ensilada, diminuindo o valor nutritivo
da silagem (REF). Além disso, podem causar efeitos negativos na saide do animal ou
diminuir a qualidade dos produtos gerados (Oude Elferink et al., 2015).

A fermentacdo da silagem depende tipicamente da microbiota epifita presente
na forragem antes da ensilagem (REF). As principais bactérias epifitas responsdveis
pela fermentacdo natural da silagem s@o as bactérias produtoras de 4cido l4ctico, como
Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Pediococcus acidilactici e Enterococcus faecalis (Cai et al., 1999; Ennahar et al., 2003;
Giraffa et al., 2010). Na fase inicial, bactérias do género Streptococcus predominam no
processo, sendo posteriormente substituidos por Leuconostoc e, em seguida, por
bactérias mais resistentes as condi¢des dcidas, como por exemplo, Lactobacillus e
Pediococcus (Hammes and Hertel, 2006). Nas fases finais da fermentacdo diminuem as
populacdes de Lactobacillus, e algumas espécies mais tolerantes, tais como L. buchnerti,
se mantém como parte da microbiota da silagem (Oude Elferink et al., 2001).

Estudos anteriores indicaram que a microbiota epifita da cana-de-actcar € rica
em leveduras (populacdes de até 10° UFC g de forragem fresca), sendo capazes de
produzir elevadas concentracdes de etanol (Avila et al., 2014; Carvalho et al., 2014).
Alguns trabalhos tém caracterizado e identificado leveduras que estdo envolvidas na

deterioracdo aerobia de silagem, a exemplo dos géneros Candida, Endomycopsis,
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Hansenula, Pichia, Issatchenkia, Zygosaccharomyces, Debaryomyces e Torulopsis
(Jonsson e Pahlow 1984; Bravo-Martins et al., 2006; Carvalho ef al., 2014). Além disso,
outros géneros como Saccharomyces e Kluyveromyces também foram isolados em
silagem de cana-de-agucar (Avila etal., 2010).

Apesar de estudos relatarem a presenca de microrganismos envolvidos no
processo de fermentacdo ou na deterioracdo aerdbia da silagem, poucos trabalhos tem
avaliado a composicdo da comunidade microbiana durante as diferentes fases do
processo de ensilagem (Bravo-Martins et al.,, 2006; Lopes et al.,, 2007; Pedroso et al.,,
2008). Desse modo, a caracterizacdo da diversidade e sucessao das espécies de bactérias
e de leveduras durante a ensilagem da cana-de-agicar pode auxiliar no desenvolvimento
de estratégias para melhorar a qualidade nutricional da silagem. Andlises moleculares
para avaliar a diversidade genética e a atividade microbiana em diferentes ecossistemas
téem sido cada vez mais utilizadas (Head and Bailey, 2003). Assim, este estudo
objetivou avaliar a composi¢cdo da comunidade microbiana, por meio da técnica de

PCR-DGGE, durante a ensilagem da cana-de-agucar.

Material e métodos

1.0. Preparacao da silagem

Os mini-silos de cana-de-acucar, Saccharum officinarum L, foram preparados no
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), em Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. A cana-de-acicar foi picada com tamanho médio de 1 cm em
mdquina picadeira estaciondria . Em seguida, 500 g da forragem foi imediatamente
ensilada em bags com dimensdes de 25,4 cm x 35,56 cm (mini-silos) (Doug
CareEquipament, Springville, CA), lacrados com seladora a vicuo e mantida a
temperatura ambiente. Apds 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento os mini-silos
foram abertos e as amostras de silagem congeladas a — 80 °C, juntamente com amostras
de cana in natura, até as andlises posteriores. O experimento foi realizado em trés

repeticoes.
2.0. Extracao DNA metagenomico
2.1. Preparo da amostra

A cana-de-agucar in natura e as silagens foram descongeladas e processadas de

acordo com Eikmeyer e colaboradores (2013). Amostras de 50 g da silagem foram
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homogeneizadas em 150 ml de solug¢ao fisioldgica de NaCl (salina 0,85%) durante 30 s
em Stomacher (Logen, modelo LS1901). O procedimento de homogeneizacido foi
repetido cinco vezes. Posteriormente, o extrato da silagem foi obtido por filtracdo e
centrifugado a 8.000 x g por 15 min a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em solugao salina
e centrifugado a 15.000 x g por 20 min a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet novamente ressuspendido e centrifugado a 3.900 x g por 20 min a

4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet utilizado para extracdo do DNA.
2.2. Extracao de DNA

O procedimento de extracdo de DNA foi realizado segundo Stevenson e Weimer
(2007). O pellet obtido a partir do extrato da silagem foi ressuspendido em 2,0 ml de
tampao de extracdo (100 mM de Tris/HCI, 10 mM de EDTA, 0,15 M de NaCl, pH 8,0)
e 1,0 ml da suspensdo de células foi transferido para microtubos, em duplicatas, de 2,0
mL com tampa de rosca contendo 0,5 g de beads de zirconio (0,1 mm de diametro). Ao
microtubo foram adicionados 50 u1 de SDS (20%), 700 u1 de fenol equilibrado pH 8,0 e
submetido a lise mecanica em BeadBeater (BioSpec Products, Inc., Bartlesville, USA)
por dois min a 4 °C. Posteriormente, os microtubos foram incubados em banho-maria a
60 °C por 10 min e o procedimento de lise mecanica foi repetido por dois min a 4 °C. Os
microtubos foram centrifugados a 12.000 x g por 10 min, o sobrenadante transferido
para microtubos de 1,5 ml, acrescido de 500 u1 de fenol equilibrado pH 8,0, agitado em
vortex por 10 s e centrifugado a 12.000 x g por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi
removido e transferido para novos tubos, acrescido de 500 ul de fenol/cloroférmio (1:1
v/v) e centrifugado a 12.000 x g por 5 min. A etapa de fenol/cloroférmio (1:1 v/v) foi
repetida, o sobrenadante transferido para novos tubos, adicionado de 500 ul de
cloroférmio, agitado em vortex por 10 s e centrifugado novamente a 12.000 x g por 5
min. Ao sobrenadante foi adicionado 400 u1 de cloroférmio e a mistura agitada por 10 s,
seguida por centrifugacdo a 12.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para
novos tubos e adicionado de 1/10 volume de acetato de sédio (3 M) e 0,6 volumes de
isopropanol. A mistura foi centrifugada por 20 min a 12.000 x g, o sobrenadante
descartado, adicionado 1,0 ml de etanol 70%, centrifugado por 5 min a 12.000 x g e o
sobrenadante descartado. Ao pellet foi adicionado 500 ul de etanol puro, ressuspendido
gentilmente, centrifugado por 5 min a 12.000 x g, o sobrenadante descartado e o pellet
seco ao ar. Depois de seco, o centrifugado foi ressuspendido em 100 ul de tampao TE
(10 mM de Tris/HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0) e novamente centrifugado por 5 min a

12.000 x g. O DNA foi armazenado a -20 °C até o tratamento com RNAase.
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2.3. Tratamento do DNA com RNAase Ribonuclease A

As replicas da extragdo foram combinadas em um tnico tubo (200 ul) e
adicionadas com 2,0 u1 de RNAase (10 mg/ml), misturadas e os tubos foram incubados
em banho-maria por 2 h a 37 °C. Posteriormente, foi adicionado 1/10 volume de acetado
de sédio (3 M) e 2,5 volumes de etanol 100%, misturado e mantido overnight a -20 °C.
Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 min a 12.000 x g, o sobrenadante
descartado, adicionado 1,0 ml de etanol 70% e novamente centrifugado por 5 min a
12.000 x g. O sobrenadante foi descartado, o pellet seco em temperatura ambiente,
ressuspendido em 100 ul de tampao TE e centrifugado por 5 min a 12.000 xg. Os tubos
foram armazenados a -20 °C até o momento da sua utilizacdo. Para a realizacdo dos
procedimentos posteriores as amostras de DNA das trés repeti¢des foram combinadas

em um unico tubo.

3.0. Analise da diversidade genética da comunidade bacteriana e fingica por PCR-

DGGE
3.1. Amplificacdo do rRNA

O DNA total da comunidade microbiana da cana in natura e da silagem de cana-
de-agucar coletadas em diferentes periodos de fermentacdo foram utilizados em reacdes
de amplificagdo com oligonucleotideos especificos para o gene 16S rRNA de Bacteria e
26S de leveduras (Muyzer et al., 1993; Chang et al., 2008). Para avaliar as diferencas na
composi¢ao de grupos bacterianos distintos durante o processo fermentativo da silagem
de cana-de-acucar foram utilizados oligonucleotideos iniciadores para os genes que
codificam o 16S rRNA de Bacteria (universal), filo Firmicutes e classe y-proteobacteria
(Tabela 1). A mistura da reacdo foi constituida de 2,5 ul de tampao GoTaq Reaction
Buffer (5X), 2,0 ul de MgCl, (25 mM), 2,0 ul de dNTPs (2 mM), 0,3 ul de cada primer
(10 uM), 0,5 u1 de GoTaq DNA polimerase (5 u u1™), 0,2 41 de BSA (10 mg ml™), 1,0
ul de DNA (~ 20 ng ul™) e o volume completado para 25 ul com dgua MilliQ (Muhling

et al., 2008). As condicdes das reacdes da PCR estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncias e condi¢cdes de amplificagdo dos oligonucleotideos utilizados para as sequéncias de
genes 16S rRNA e 26S nas reacdes de PCR grupo-especifico e nested-PCR.

Grupo alvo Primer Condicoes da Primer Condicoes da Referéncia
P grupo especifico PCR Nested-PCR PCR
Bactéria
-96 °C: 4 min -96 °C: 4 min
- 35 ciclos: - 35 ciclos:
Bacteria 9bfm/1512uR 96 °C: 1 min 341fGC/518r 96 °C: 1 min
(Muhling et al., 2008) 56 °C: 1 min (Muhling et al., 2008) 56 °C: 1 min
72 °C: 2 min 72 °C: 30 seg
- 72 °C: 5 min - 72 °C: 5 min
-96 °C: 4 min -96 °C: 4 min
- 35 ciclos: - 35 ciclos:
_Proteobacteria 395f/871r 96 °C: 1 min 518f-GC/785r 96 °C: 1 min (Muyzer et al., 1993)
¥ (Muhling et al., 2008) 54 °C: 1 min (Muhling et al., 2008) 56 °C: 1 min modificado
72 °C: 1 min 72 °C: 1 min
- 72 °C: 5 min - 72 °C: 5 min
-96 °C: 4 min -96 °C: 4 min
- 35 ciclos: - 35 ciclos:
Firmicutes* 350£/814r 96 °C: 1 min 518f-GC/785r 96 °C: 1 min
(Muhling et al., 2008) 50 °C: 1 min (Muhling et al., 2008) 56 °C: 1 min
72 °C: 30 seg 72 °C: 30 seg
-72°C: 5 min -72°C: 5 min
Fungo
-95°C: 5 min -92°C: 5 min
- 35 ciclos: - 30 ciclos:
Leveduras NL-1/NL-4 94 °C: 30 seg GCNL-1/LS2 95 °C: 1 min (Lachance er al., 1999;
(Lachance et al., 1999) 54 °C: 30 seg (Chang et al., 2008) 52 °C: 1 min Chang et al., 2008)
72 °C: 1 min 72 °C: 1 min
- 72 °C: 10 min - 72 °C: 7 min

*A primeira reagio de PCR foi realizada com o oligonucleotideo 9bfm/1512uR

Para avaliar a diversidade de leveduras foram utilizados oligonucleotideos do
dominio D1/D2 da regido 26S do rRNA (Tabela 1). A mistura da reag¢do foi preparada
para 25 ul e continha 5,0 ul de tampao GoTaq Reaction Buffer (5X), 2,5 ul de MgCl,
(25 mM), 1,0 ul de dANTPs (2 mM), 1,0 ul de cada oligonucleotideo (10 uM), 0,2 ul de
GoTaq DNA polimerase (5 u/ul), 1,0 ul de DNA (~ 20 ng ul™) e dgua MilliQ para
completar o volume. As condicdes da PCR estdo descritas na Tabela 1.

A técnica de Nested-PCR foi utilizada em todas as amplificacOes
realizadas(Heuer et al., 1997; Gomes et al., 2001; Chang et al., 2008). A mistura de
reacdo foi preparada conforme descrito anteriormente e as condicdes estdo listadas na
Tabela 1. Como molde para a reacdo, foi utilizado 1 pL. do produto da primeira reagao

de PCR.
3.2. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante - DGGE

A DGGE foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por Bento et
al., (2015), utilizando o equipamento DGGE-2401 (C.B.S., Scientific Company, INC.,
USA). O gel vertical de poliacrilamida (acrilamida:N,N’-metilenobisacrilamida 37,5:1)
a 8% (p/v) foi preparado em tampdo TAE 1X (40 mmol 1" Tris, 20 mmol 1" 4cido

acético e 1 mmol I'' EDTA) com gradiente desnaturante linear de 40% a 60% de
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ureia/formamida. O gradiente foi formado a partir da mistura de duas solugcdes (A e B)
dispensadas por mini-bomba peristaltica formadora de gradiente (MPP-100-220: Mini-
Peristaltic Pump for Gradient Gel Casting, C.B.S., Scientific Company, INC., USA),
contendo uma mistura da solucdo A com 100% de agentes desnaturantes (uréia 7 mol 1"
e formamida deionizada 40% (v/v)) em 8% de acrilamida: N,N’-metilenobisacrilamida
(37,5:1) e solucao B que foi preparado da mesma maneira que a solucdo A, mas, sem 0s
agentes desnaturantes. As solucdes também continham o polimerizador persulfato de
amonia (3,1 mmol l'l) e o catalizador N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (0,0037 mmol
1™"). O gradiente desnaturante foi monitorado utilizando 20 u1 do corante de visualiza¢io
(azul de bromofenol 0,5%, xileno cianol 0,5% e 1 x TAE). A polimerizacdao dos géis
ocorreu durante 3 h.

O preparo das amostras foram realizadas a partir de 8 pul. dos produtos de PCR,
juntamente com 8 pl. do tampao da amostra (azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol
0,05%, glicerol 70% e TAE 1 X). A mistura de fragmentos de 16S rRNA das espécies
Escherichia coli ATCC 29214 (y-Proteobacteria), Salmonella entérica Typhimurium
ATCC 14028 (y-Proteobacteria), Bacillus cereus ATCC 14579 (Firmicutes) e
Lactococcus lactis ATCC 19435 (Firmicutes) foram utilizadas como marcadores
bacterianos e as espécies Saccharomyces boulardii, Kluyveromyces marxianus ATCC
8554, Kluyveromyces marxianus CCT 7735 e Yarrowia lypolitica como marcadores
fingicos.

A eletroforese foi realizada com temperatura de 60 °C e voltagem constante de
100 V, durante 15 h. O gel foi corado por 20 minutos com solu¢do de SYBR® Gold
(Invitrogen), conforme as recomendagdes do fabricante. A imagem do gel foi
visualizada e foto-documentada no sistema de digitalizacio de imagem Eagle Eye™

(Stratagene).

4.0. Analise dos dados

O software Bionumerics 5.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) foi utilizado
para analisar os perfis de banda dos géis obtidos apés a DGGE. Para a andlise de
agrupamento a estrutura da comunidade microbiana foi avaliada com base no
coeficiente de similaridade Dice com otimizacdao de 1% e tolerancia de 1,5% pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) (REF).

Os indices de diversidade foram calculados e a varidvel riqueza foi estimada
com base na matriz bindria gerada pelo software Bionumerics 5.1. Nessa analise cada

unidade taxondmica operacional (OTU) corresponde a presenca de uma banda de DNA
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no gel de DGGE. A riqueza e diversidade foram calculados utilizando o programa Past
(Hammer ef al., 2001).

Os diagramas de Venn foram construidos pelo programa Mothur (Schloss et al.,,
2009), utilizando a matriz bindria de presenca e auséncia de OTU obtidos no software

Bionumerics 5.1.

Resultados

A andlise dos perfis eletroforéticos do nimero de bandas obtido por meio da
andlise por Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) revelou o mesmo
nimero de OTUs para o oligonucleotideo universal de bactéria e de levedura (45
OTUs). Foram encontrados 35 e 34 OTUs para Firmicutes e 7y-Proteobacteria,
respectivamente.

A diversidade de bactérias avaliada a partir da amplificagao do gene 16S rRNA,
utilizando diferentes oligonucleotideos, revelou baixa similaridade entre os periodos de
fermentagdo (Figuras 1, 2 e 3). A andlise de agrupamento do Dominio Bacteria mostrou
que todos os periodos de fermentacdo (T1-T28) agruparam separadamente da cana in
natura (Figura 1). Os periodos foram subdivididos em dois grupos, tempos inicias (T1,
T3, T7 e T14) e tempos finais da fermentacdo (T21 e T28). Para os filos Firmicutes e y-
Proteobacteria, a andlise de agrupamento indicou que as amostras da silagem de cana-
de-agucar foram separadas em dois grupos (Figuras 2 e 3). Em ambos os grupos ha dois
clados distintos separando os tempos iniciais (T1 a T7) dos tempos finais de ensilagem

(T14 a T28).
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Figura 1. Perfil da anélise de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) de sequéncias do
gene 16S rRNA da populacdo bacteriana da cana in natura e da silagem de cana-de-agucar fermentada
por 28 dias. Os amplicons foram obtidos utilizando oligonucleotideo universal para Bacteria, pela técnica
de Nested-PCR. O software Bionumerics 5.1. foi utilizado para a realizacdo do dendograma. O
agrupamento foi realizado utilizando o método UPGMA e a escala de 55 a 100 indica o nivel de
similaridade. (TO) cana in natura; (T) tempo de fermentagdo da silagem em dias.
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Figura 2. Perfil da anélise de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) de sequéncias do
gene 16S rRNA da populagio bacteriana da cana in natura e da silagem de cana-de-agtcar fermentada
por 28 dias. Os amplicons foram obtidos utilizando oligonucleotideo para o Filo Firmicutes, pela técnica
de Nested-PCR. O software Bionumerics 5.1. foi utilizado para a realizagio do dendograma. O
agrupamento foi realizado utilizando o método UPGMA e a escala de 60 a 100 indica o nivel de
similaridade. (TO) cana in natura; (T) tempo de fermentacio da silagem em dias.
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Figura 3. Perfil da andlise de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) de
sequéncias do gene 16S rRNA da populacéo bacteriana da cana in natura e da silagem de cana-de-agticar
fermentada por 28 dias. Os amplicons foram obtidos utilizando oligonucleotideo para o Filo v-
Proteobacteria, pela técnica de Nested-PCR. O software Bionumerics 5.1. foi utilizado para a realizagdo
do dendograma. O agrupamento foi realizado utilizando o método UPGMA e a escala de 65 a 100 indica
o nivel de similaridade. (T0O) cana in natura; (T) tempo de fermentacdo da silagem em dias.

A diversidade de leveduras avaliada a partir da amplificagdo do gene 26S rRNA,
mostrou uma separagdo entre a cana in natura e os periodos de fermentacdo (Figura 4).
O periodo de 28 dias foi o que apresentou menor similaridade quando comparado aos
outros periodos. Observou-se um agrupamento entre os periodos T1-T3 e T7-T14

(Figura 4).
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Figura 4. Perfil da anélise de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) de sequéncias do
gene rRNA 268, regido D1/D2, de leveduras da cana in natura e da silagem de cana-de-agucar
fermentada por 28 dias. Os amplicons foram obtidos utilizando oligonucleotideo para leveduras, pela
técnica de Nested-PCR. O software Bionumerics 5.1. foi utilizado para a realiza¢do do dendograma. O
agrupamento foi realizado utilizandoo método UPGMA e a escala de 75 a 100 indica o nivel de
similaridade. (TO) cana in natura; (T) tempo de fermentag@o da silagem em dias.

As estimativas da riqueza e do indice de diversidade de Shannon-Wiener

revelaram niveis semelhantes de diversidade apesar da composi¢do da comunidade
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microbiana entre os periodos de fermentacdo terem sido diferente nos grupos avaliados
(Tabela 2). A riqueza obtida para o Dominio Bacteria e Filo Firmicutes foram 34,5% e
40% maiores, respectivamente, apds os 28 dias de fermentacdo comparada com a
riqueza da populacdo epifita. No entanto, a riqueza do Filo y-Proteobacteria e de
leveduras reduziu em 38% e 27,6%, respectivamente, apds 28 dias de fermentagdo
quando comparado com a cana in natura. Esse resultado indica que o nimero de
espécies epifitas de bactérias do Filo y-Proteobacteria e de leveduras sdo maiores no
inicio da fermentacdo em rela¢do ao periodo final da fermentacdo. A mesma tendéncia
foi observada para o indice de Shannon-Wiener (Tabela 2). Para o Dominio Bacteria e
Filo Firmicutes o indice de Shannon-Wiener da populacdo epifita foi 12,8% e 16,2%
menor, respectivamente e para y-Proteobacteria e de leveduras foi 15,7% e 9,5% maior

do que o apresentado apds 28 dias de ensilagem da cana-de-agucar.

Tabela 2. Anilise da diversidade por PCR-DGGE, de bactérias e leveduras da cana in natura e da
silagem de cana-de-agicar fermentada por 28 dias. O Indice de Shannon-Wiener foi calculado a partir da
matriz bindria de auséncia e presenca de OTUs.

Periodo de fermentacio (dias)  Bacteria Firmicutes 7y-Proteobacteria Levedura

Riqueza (n° OTUs)

0* 19 15 21 29
1 18 14 23 30
3 19 16 15 30
7 21 10 15 26
14 20 15 16 25

21 17 12 14 31

28 29 25 13 21

Indice de Shannon—Wiener (H’)

0* 2,94 2,70 3,05 3,37
1 2,89 2,64 3,14 3,40
3 2,94 2,77 2,71 3,40
7 3,05 2,30 2,71 3,26
14 3,00 2,71 2,77 3,22

21 2,83 2,49 2,64 3,43

28 3,37 3,22 2,57 3,05

* Cana-de agucar antes da ensilagem

Os diagramas de Venn demonstraram maior diversidade entre os periodos de
fermentacdo para o Dominio Bacteria e o Filo y-Proteobacteria, com 11 OTUs comuns
entre os periodos de fermentacdo avaliados. Para o Filo Firmicutes, 9 OTUs estiverem
presentes durante todo o processo de ensilagem da cana-de-acicar (Figura 5). No
Dominio Bacteria detectou-se pelo menos 11 OTUs que foram exclusivas para o
periodo de 21 a 28 dias de fermentacdo, enquanto no Filo y-Proteobacteria foi
observado o maior nimero de OTUs exclusivos (9) no intervalo entre o 1° ¢ 3° dia de
fermentacdo. Para o grupo de leveduras, 22 OTUs estiveram presentes em todos os

periodos analisados. Um nimero baixo de OTUs foi exclusivo dos periodos analisados,
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indicando que ndo ocorreu grande variagdo de OTUs entre as faixas de periodos
observados (Figura 5). Tanto no Filo Firmicutes quanto no grupo das leveduras foi

observado periodos de fermentacao que ndao continham OTUs exclusivos.
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Figura 5. Diagrama de Venn com a distribui¢do de OTUs entre trés faixas de periodos da fermentagio de
cana-de-agucar. Os seis periodos de fermentac@o analisados foram divididos em trés faixas de periodos:
inicio (T1 e T3), intermedidrio (T7 e T14) e final (T21 e T28). Os diagramas de Venn foram construidos a
partir da matriz bindria obtidas pela andlise da imagem do gel no software Bionumerics 5.1 utilizando o

programa Mothur.

Discussao

Trabalhos com silagem de cana-de-agicar envolvendo a manipulacdo do
processo fermentativo por meio da adi¢do de aditivos bioldgicos e quimicos t€m sido
realizados com o objetivo de reduzir os efeitos negativos de microrganismos
indesejaveis e melhorar a qualidade da silagem (Santos et al., 2006; Avila et al., 2008a;
Balieiro-Neto et al., 2009; Avila et al., 2010a; Cavali et al., 2010; Maeda et al., 2011;

Carvalho et al., 2014a). No entanto, poucos estudos relacionados t€m sido realizados

107



para caracterizar a composicdo da comunidade microbiana durante a fermentacdo da
cana-de-actcar.

O interesse em estudar a diversidade microbiana e conhecer a dinamica da
sucessdo desses microrganismos durante a fermentacdo da cana-de-agucar estd
relacionado as perdas nutricionais associadas a fermentag¢do alcodlica das leveduras.
Além disso, bactérias que estdo envolvidas na deterioragdo da silagem podem ser
patogénicas e também podem causar efeitos negativos sobre a saide do animal e/ou a
qualidade do leite (Oude Elferink et al., 2015).

Trabalhos anteriores sobre microbiologia da silagem basearam-se em técnicas
dependentes de cultivo (Kempton e Clemente 1959; Lin et al., 1992; Avila et al.,
2010b; Carvalho et al., 2014), nas quais meios de cultura e condi¢des fisico-quimicas
apropriadas sdo requeridas para o cultivo de microrganismos especificos. Apesar dos
esfor¢os de diversos grupos de pesquisa, o nimero de bactérias cultivdveis em uma
amostra ambiental € geralmente menor do que 10%, o que tipicamente ndo representa a
diversidade de microrganismos do ecossistema (Ercolini, 2004).

A utilizacdo de técnicas moleculares independentes de cultivo como PCR-
DGGE permite acessar diferencas nas sequéncias do material genético de
microrganismos cultivdveis e ndo-cultivdveis e relaciond-las com diferencas
taxondmicas para determinar a diversidade “real” dos ecossistemas microbianos. No
nosso estudo foi observado alta diversidade genética para bactérias e leveduras. Foi
observado, a partir da andlise de riqueza, que a diversidade de leveduras ao longo do
tempo ndo variou, uma vez que, o nimero de OTUs foi similar entre os periodos de
fermentacdo da silagem. O valor do indice de Shannon-Wiener foi elevado para a
populacdo de leveduras na cana in natura, indicando que hd grande diversidade de
leveduras na populacdo epifita desta cultura. Geralmente o indice de Shannon-Wiener
varia entre 1,5 e 3,5 e raramente sdo verificados valores acima de 5,0 (Kent e Coker,
1992; Fiedler et al., 2004). Estudos anteriores indicaram que a cana-de-agicar possui
microbiota epifita rica em leveduras, com populacdes de até 10° UFC/g de forragem
fresca (Avila et al., 2008a; Cavali et al., 2010). Além disso, algumas espécies de
leveduras se desenvolvem em condicdes anaerdbias, podendo manter altas populagdes
durante todo o processo de fermentagdo (Walker, 1998).

As leveduras s@o os principais microrganismos responsdveis pelas perdas
durante a fermentacdo da cana-de-agicar e pelo inicio da deterioracdo aerdbia da
silagem ap6s a abertura do silo (Avila er al., 2010b). Perdas de até 30% da massa seca

ensilada da cana-de-agicar, podem ocorrer em consequéncia da transformacdo do
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acticar em etanol e di6xido de carbono durante a fermentacdo (Freitas et al., 2006;
Santos et al., 2008). O interesse em estudar a dindmica e a diversidade da populagdo de
leveduras na silagem de cana-de-acticar estd relacionada ao entendimento do processo
fermentativo para manipular a fermentacao com o uso de aditivos biol6gicos, reduzir as
perdas e melhor a qualidade do alimento e o desempenho animal.

A andlise do 16S rRNA indicou que o nimero de OTUs no Dominio Bacteria foi
maior do que os encontrados para os Filos Firmicutes e y-Proteobacteria. No y-
Proteobacteria o nimero de OTUs detectadas na cana in natura reduziu durante a
fermentacdo e, em alguns casos, OTUs especificos até desapareceram. Mcgarvey e
colaboradores (2013) verificaram reducdo de 8% de Enterobacteriaceae, uma familia da
classe y-Proteobacteria, durante o processo de fermentagdo e concluiram que essa
reducdo pode ser devido a entrada dessas bactérias em um estado fisioldgico de
dorméncia. Segundo Oude Elferink e colaboradores (2015) os microrganismos dcido-
tolerante que sobrevivem as fases finais da fermentacio estdo em estado de inatividade
Ou COMO esporos.

Apoés a ensilagem, na etapa de anaerobiose, a principal alteracdo microbiana
observada em silagens de boa qualidade € a reducdo de enterobactérias e o
desenvolvimento de uma populacio de BAL dominante (Cai et al., 1998). As
enterobactérias geralmente sdo o segundo grupo bacteriano mais numeroso da
microbiota epifita ativa no silo e, portanto, sio importantes pois compem com a
populacdo de BAL na forragem ensilada pelo mesmo substrato (Pahlow et al., 2003). A
familia Enterobacteriaceae possui vdrias espécies patogénicas, particularmente dos
géneros Escherichia sp., Salmonella sp., e Citrobacter sp. (Williams et al., 2010).

Mcgarvey e colaboradores (2013) verificaram em alfafa, antes da ensilagem, que
a maioria das sequéncias de 16S rRNA analisadas foi associada com o Filo
Proteobacteia, mais especificamente, com os géneros FErwinia, Escherichia,
Pseudomonas, Enterobacter e Pantoea. Esses autores observaram também que apds 40
dias de ensilagem da alfafa, o nimero de sequéncias associadas com Proteobacteria caiu
significativamente, de 89,6% para 26,9%, sendo, 96,9% associados com a classe
Gammaproteobacteria e 3,1% associados com Alphaproteobacteria. Das sequéncias
associadas a Gammaproteobacteria, 97,6% foram relacionados a familia
Enterobacteriaceae (Mcgarvey et al., 2013).

A populacdo microbiana das culturas forrageiras é consideravelmente diferente
da encontrada na silagem, sendo observadas variacdes tanto na populagdo quanto, na

composi¢do da microbiota (Pahlow et al., 2003). O filo Firmicutes inclui bactérias da
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ordem Lactobacillales, que sao de grande importancia para a fermentacdo da silagem.
Esse grupo envolve as bactérias produtoras de dcido lactico, que desempenham papel
fundamental durante a fermentacdo da silagem e sdo as principais responsdveis pela
qualidade final do produto (Dunigre et al., 2013).

Em um levantamento realizado na silagem de alfafa com o objetivo de descrever
a dindmica populacional de bactérias, observou-se que mais de 95% do total das
sequéncias obtidas para o filo Firmicutes eram associadas com BAL, sendo, em sua
maioria homofermentativas (Mcgarvey et al., 2013). Depois de 40 dias de ensilagem, o
nimero de sequéncias associadas com o filo Firmicutes subiu de 8,1% para 70,6%,
sendo, 99,5% da classe Bacilli (99,6% de Lactobacillales). Das sequéncias associadas a
Lactobacillales, 72,2% eram relacionados a familia Lactobacillaceae, 17,1%
Streptococcaceae, 2,2% Leuconostocaceae e 2,1% Enterococcaceae (Mcgarvey et al.,
2013).

Apesar da diversidade de espécies do filo Firmicutes ter sido menor nos periodos
iniciais da fermentacdo (Tabela 2), elevada populacdo de BAL tem sido quantificada
nos primeios dias apds o fechamento do silo, que ocorre provavelmente por causa das
condicdes 4cidas e baixas concentracdes de oxigénio na massa ensilada (Pedroso et al.,
2005; Avila et al., 2008b; Avila et al., 2010b). Parvin e colaboradores (2010) avaliaram
a sucessdo de BAL por meio de andlises de DGGE e relataram resultados semelhantes
para a sucessao de BAL. Lactococcus lactis foi particularmente ativo nas fases iniciais
de ensilagem, enquanto que Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis foram
detectados ao longo da fermentagdo (Parvin and Nishino 2010). Li e Nishino (2011)
também identificaram as espécies de bactérias dominantes em silagem de milho
utilizando DGGE. Os autores verificaram a presenca de L. brevis, Pediococcus
parvulus, Weissella confusa e Klebsiella pneumonia na forragem, antes da ensilagem, e
na silagem.

Mudangas significativas na populagdo bacteriana ndo necessariamente resultam
em indices de diversidade diferentes, uma vez que mudancas em certos grupos
taxondmicos podem ser compensadas por alteracdes em outros grupos bacterianos
(Hartmann and Widmer 2006). No nosso estudo, esse comportamento foi observado
para o Filo Firmicutes e y-Proteobacteria. No Filo Firmicutes observou-se aumento na
riqueza de espécies e no indice de Shannon-Wiener durante a fermentacao, ao contrario
do observado para y-Proteobacteria, que apresentou redugdo desses valores. Outros

estudos de diversidade ja relataram fendmeno semelhante, com estruturas populacionais
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significativamente diferentes e com niveis semelhantes de diversidade (Hartmann e
Widmer 2006; Mcgarvey et al., 2013).

Os resultados obtidos a partir do diagrama de Venn (Figura 5) mostram que um
grande nimero de OTUs estd presente em todo o processo fermentativo e que alguns
outros, em menor quantidade, sdo exclusivos de um determinado periodo de
fermentagdo. E importante identificar no ecossistema da silagem quais as espécies que
estdo sempre presentes € quais que variam de acordo com as condi¢des impostas pelo
ambiente, para identificar as espécies dominantes e mais resistentes. A colonizacdo da
forrageira por microrganismos € um processo complexo que depende de muitos fatores
como o tipo de forragem, estddio de maturidade da planta, clima, localizacdao
geografica, corte, tipo de fertilizante utilizado, condicionamento e tipo de cultivar da
forrageira (Lin et al., 1992; Avila et al., 2010b; Mcgarvey et al., 2013). Parvin e
colaboradores (2010) avaliaram os perfis eletroforéticos de DGGE de quatro tipos de
silagem (azevém, milho, capim e capim-guiné) e identificaram uma populacdo
diferenciada entre os tipos de silagem, forragem fresca e forragem ensilada.

Em resumo, os resultados obtidos no nosso estudo mostraram alta diversidade
entre os grupos microbianos avaliados, sendo que as leveduras apresentaram maior
nimeros de OTUs durante o processo de ensilagem. De acordo com os indices de
diversidade, ndo foram observadas variacOes expressivas entre os periodos de
fermentacdo, somente entre a cana in natura e o ultimo dia de amostragem. O perfil de
diversidade entre os Filos Firmicutes e y-Proteobacteria foram contrarios em relagdo ao
aumento e diminuicdo da diversidade de espécies. Resultados mais conclusivos a
respeito da dinamica da sucessdo microbiana poderdo ser obtidos por meio do
sequenciamento das OTUs para caracterizar e identificar de forma precisa as possiveis
alteracdes no ecossistema da silagem de cana-de-agicar durante seu processo

fermentativo.
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CONCLUSOES GERAIS

Quatro géneros e dez espécies de leveduras foram isoladas e identificadas
na silagem de cana-de-agucar fermentada por 28 dias;

As espécies Pichia kudriavzevii e Candida glabrata permaneceram
abundantes em todos os tempos de amostragem demonstrando serem
resistentes as condi¢des do processo de ensilagem:;

A populagao de BAL foi maior do que a populacdo de leveduras durante
todo o processo de fermentacao;

A populacdo de levedura nos tempos finais de fermentagdo foi maior
quando comparada com a cana in natura € € 0os tempos iniciais;

Foram identificados 21 géneros de bactérias da cana in natura e da
silagem de cana-de-aguicar, sendo 8 gé€neros pertencentes ao grupo de
bactérias do acido lactico;

Isolados pertencentes ao grupo de BAL apresentaram atividade inibitdria
contra L. monocytogenes, Eschirichia coli e Bacillus subtilis;

A espécie W. cibaria se destacou dentre as avaliagOes realizadas,
demonstrando potencial como inoculante bioldgico para a ensilagem da
cana-de agucar;

Encontrou-se alta diversidade entre os grupos microbianos avaliados;
Nao foram observadas variacOes expressivas entre os periodos de
fermentacao em relacdo ao indice de diversidade, exceto entre a cana in
natura e o Gltimo dia de amostragem,;

O perfil de diversidade entre os Filos Firmicutes e y-Proteobacteria foram
contrarios em relacdo ao aumento e diminuicdo da diversidade de
espécies. O mesmo comportamento foi observado para o Dominio

Bacteria e leveduras.
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