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Impacto potencial desta pesquisa: A pesquisa sobre a interagao entre Bacillus
subtilis e agroquimicos no cultivo de cana-de-agucar destaca seu potencial impacto
na agricultura sustentavel. Os resultados mostram que a coinoculagdo com B. subtilis
pode melhorar a atividade metabdlica microbiana, aumentar a retencéo de umidade e
promover a ciclagem de nutrientes, favorecendo condi¢ées ideais para o crescimento
das plantas. Porém, algumas combinagbes também apresentaram efeitos inibitérios
sobre a microbiota, evidenciando a importancia de selecionar cuidadosamente os
insumos utilizados. As descobertas sugerem que praticas agricolas integradas, que
considerem tanto o uso de microrganismos benéficos quanto insumos quimicos,
podem contribuir para um manejo mais eficiente e sustentavel da cana-de-agucar, mas
necessitam de validagdo em condi¢des reais de cultivo.

Potential impact of this research: The study on the interaction between Bacillus
subtilis and agrochemicals in sugarcane cultivation highlights its potential impact on
sustainable agriculture. The results show that co-inoculation with B. subtilis can
enhance microbial metabolic activity, increase moisture retention, and promote nutrient
cycling, creating ideal conditions for plant growth. However, some combinations also
exhibited inhibitory effects on the microbiota, underscoring the importance of carefully
selecting the inputs used. The findings suggest that integrated farming practices, which
consider both the use of beneficial microorganisms and chemical inputs, can contribute
to more efficient and sustainable sugarcane management, but they require validation
under real cultivation conditions.
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INTERAGCAO DE CEPAS DE Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) COM PRODUTOS
AGROQUIMICOS USADOS NA CULTURA DE CANA-DE-AGUCAR

RESUMO - A intensificacdo do uso de agroquimicos tem provocado alteragoes
significativas na microbiota do solo, o que pode reduzir sua fertilidade e comprometer
a sustentabilidade dos sistemas agricolas. Nesse contexto, a bactéria Bacillus subtilis
apresenta-se como alternativa promissora, capaz de promover o crescimento vegetal
e otimizar o aproveitamento de insumos. Este estudo investigou as interagdes entre
diferentes agroquimicos e B. subtilis no cultivo de cana-de-agucar, por meio de
experimentos conduzidos em microcosmos e vasos utilizando Latossolo Vermelho de
textura argilosa. O microrganismo foi aplicado de forma isolada ou em combinagéo
com o0s insumos agricolas empregados no cultivo de cana-de-agucar: Biozyme®,
Comet®, Gamit®, Trichodermil® e um tratamento composto pela mistura de todos os
agroquimicos avaliados. Os experimentos foram conduzidos em microcosmos e em
vasos com plantio de cana-de-agucar, ambos com durag¢ao de 50 dias, envolveram a
avaliagao de diversas variaveis do solo, incluindo pH, umidade, carbono da biomassa
microbiana, atividade das enzimas desidrogenase e hidrolitica, bem como as
populacgdes de fungos totais, bactérias totais e bactérias fixadoras de nitrogénio. No
cultivo em vasos, além dessas variaveis, foram realizadas avaliacbes de crescimento
vegetal, teores de nitrogénio foliar, concentracdo de macro e micronutrientes e analise
do perfil metabdlico das folhas apds 50 dias de cultivo. Nos experimentos in vitro
(microcosmos), observou-se que o tratamento que utilizou o insumo Trichodermil®
aumentou a umidade do solo, enquanto o tratamento com Comet® elevou a atividade
da desidrogenase e o mix de insumos intensificou a atividade hidrolitica, bem como a
populacao de fungos totais. Os teores de pH e o carbono da biomassa microbiana
permaneceram estaveis independentemente dos tratamentos. Nos ensaios em vasos,
o Trichodermil® promoveu maior atividade hidrolitica e incrementos nas populacoes
de fungos totais e bactérias nitrificantes, enquanto a aplicagao isolada de B. subtilis
resultou em um aumento na atividade da desidrogenase. Além disso, as combinagdes
de Biozyme® + B. subtilis e Mix + B. subtilis favoreceram o aumento das populagdes

de bactérias totais, melhoraram o crescimento vegetal e resultaram em teores



superiores de macro e micronutrientes nas mudas. A analise do perfil metabdlico das
folhas revelou que o tratamento com B. subtilis isolado, seguido pela aplicagdo do mix
de agroquimicos, proporcionou os maiores valores de metabdlitos benéficos ao
desenvolvimento vegetal, como sacarose, acidos orgéanicos e trigonelina, indicando
uma maior eficiéncia metabdlica e energética das plantas. Em contrapartida, os outros
tratamentos apresentaram efeitos negativos, como a inibicdo da producdo de
metabalitos vegetais importantes e a diminuicdo da fixagdo de nutrientes e minerais.
De modo geral, os resultados evidenciam que as interagdes entre agroquimicos e B.
subtilis podem ser sinérgicas ou antagdnicas, ressaltando o potencial de combinagdes
equilibradas para aumentar a produtividade da cana-de-agucar e promover praticas

agricolas mais sustentaveis.

Palavras-chave: Microbiota do solo, Agroquimicos, Atividade enzimatica,

Metabolémica, Sustentabilidade agricola.



INTERACTION OF Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) STRAINS WITH
AGROCHEMICAL PRODUCTS USED IN SUGAR CANE CULTIVATION

ABSTRACT - The intensified use of agrochemicals has led to significant changes in
soil microbiota, which can reduce its fertility and compromise the sustainability of
agricultural systems. In this context, the bacterium Bacillus subtilis emerges as a
promising alternative, capable of promoting plant growth and optimizing the use of
inputs. This study investigated the interactions between different agrochemicals and
B. subtilis in sugarcane cultivation through experiments conducted in microcosms and
pots using Red Latosol with a clay texture. The microorganism was applied either alone
or in combination with the agricultural inputs used in sugarcane cultivation: Biozyme®,
Comet®, Gamit®, Trichodermil®, and a treatment consisting of the mixture of all the
agrochemicals evaluated. The experiments conducted in microcosms and in pots with
sugar cane planting, both lasting 50 days, involved the evaluation of several soil
variables, including pH, humidity, microbial biomass carbon, activity of dehydrogenase
and hydrolytic enzymes, as well as populations of total fungi, total bacteria and
nitrogen-fixing bacteria. In the pot cultivation, in addition to these variables, plant
growth assessments, leaf nitrogen content, macro- and micronutrient concentrations,
and metabolic profiling of the leaves were performed after 50 days of cultivation. In the
in vitro experiments (microcosms), it was observed that the treatment with
Trichodermil® increased soil moisture, while the treatment with Comet® raised
dehydrogenase activity and the input mix intensified hydrolase activity as well as the
population of total fungi. The pH levels and microbial biomass carbon remained stable
regardless of the treatments. In the pot trials, Trichodermil® promoted greater
hydrolase activity and increases in the populations of total fungi and nitrifying bacteria,
while the isolated application of B. subtilis resulted in an increase in dehydrogenase
activity. Furthermore, the combinations of Biozyme® + B. subtilis and Mix + B. subtilis
favored the increase in total bacterial populations, improved plant growth, and resulted
in higher levels of macro- and micronutrients in the seedlings. The analysis of the
metabolic profile of the leaves revealed that the treatment with B. subtilis alone,
followed by the application of the agrochemical mix, provided the highest values of

metabolites beneficial to plant development, such as sucrose, organic acids, and



trigonelline, indicating greater metabolic and energetic efficiency of the plants. In
contrast, the other treatments showed negative effects, such as inhibition of the
production of important plant metabolites and a decrease in the fixation of nutrients
and minerals. Overall, the results demonstrate that the interactions between
agrochemicals and B. subtilis can be synergistic or antagonistic, highlighting the
potential of balanced combinations to increase sugarcane productivity and promote

more sustainable agricultural practices.

Keywords: Soil microbiota; Agrochemicals; Enzymatic activity; Metabolomics;

Agricultural sustainability.
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1.  INTRODUGAO

O crescimento populacional mundial tem impulsionado a intensificacdo da
producdo agricola, exigindo maior rendimento em areas limitadas e promovendo
mudancas nas técnicas utilizadas. Diante dos desafios enfrentados pela agricultura e
pelo manejo sustentavel do solo, torna-se essencial adotar praticas que minimizem
impactos ambientais. Nesse contexto, novas tecnologias vém sendo estudadas para
reduzir o uso excessivo de insumos e tornar o cultivo mais viavel e sustentavel (Koul
et al., 2021).

Entre as principais mudangas nas praticas agricolas, destaca-se o uso de
insumos para controle de pragas, doengas e plantas invasoras, que afetam direta ou
indiretamente a microbiota do solo (Sim et al., 2022). O uso continuo de insumos
agricolas tornou-se um problema alarmante, pois muitos agroquimicos permanecem
persistentes no solo, afetando negativamente sua microbiota e funcionalidade
(Portilho et al., 2014). Essa aplicagao excessiva compromete a fertilidade e pode levar
a degradagédo ambiental, resultando em solos improdutivos e impactos ambientais
(Sim et al., 2022).

O insumo agricola é fundamental para a produgao eficiente e sustentavel no
campo. Trata-se de qualquer produto, substancia, material ou recurso empregado com
o intuito de melhorar o rendimento, a qualidade ou a eficiéncia das atividades agricolas
(Baum e Bienkowski, 2020). Dentre os insumos, destacam-se os herbicidas,
fertilizantes, estimulantes e fungicidas. Os fungicidas, por exemplo, sdo moléculas
formuladas especificamente para prevenir, eliminar ou controlar doengas causadas
por fungos que afetam plantas e culturas agricolas. Esses produtos quimicos sao
cruciais para proteger as plantas contra infec¢des fungicas, pois podem causar danos
significativos a producédo, reduzindo tanto a qualidade quanto a quantidade das
culturas (Tleuova et al., 2020).

Os herbicidas, igualmente, desempenham um papel importante na agricultura
moderna (Ofosu et al.,, 2023).. Essas substéncias quimicas s&do aplicadas para
controlar, suprimir ou eliminar as ervas daninhas que competem com as culturas por
recursos essenciais, como agua, luz solar e nutrientes. Ja os fertilizantes sao

essenciais para fornecer os nutrientes que as plantas precisam para crescer, e sua



utilizagdo adequada se torna néo apenas uma questao econdmica, mas também uma
necessidade ambiental e de sustentabilidade (Expdsito e Velasco, 2020).

Neste contexto, o manejo integrado de doengas em plantas emerge como uma
abordagem abrangente, incorporando diversas estratégias para minimizar a
severidade das doengas e preservar o potencial produtivo das culturas. Entre essas
estratégias, o controle biolégico se destaca como uma alternativa promissora
(Gabardo et al., 2020). Aqui, a implementacdo de microrganismos benéficos que
promovem o crescimento das plantas e controlam pragas e doengas surge como um
meio eficiente de melhorar a eficacia dos insumos agricolas, ao mesmo tempo em que
reduz a quantidade de aplicagbes necessarias. Essa interseccédo entre microbiologia
e praticas agricolas representa um novo desafio e uma oportunidade significativa para
transformar a forma como a agricultura é praticada, ressaltando a necessidade de
inovacgao e adaptagao na busca por uma produgdo mais sustentavel.

Segundo Basu et al. (2017), esses microrganismos, que habitam qualquer parte
da planta (filosfera e tecidos internos) e rizosfera sem ocasionar danos ao seu
hospedeiro, atuando por mecanismos diretos e/ou indiretos que promovem seu
crescimento e desenvolvimento. Apesar da perspectiva ecolégica abundantemente
propagada pela sociedade, o sistema agricola encontra-se iniciante, no que se refere
a extensao de técnicas agricolas alternativas e ecologicamente sustentaveis. Assim,
a aplicagado de microrganismos na agricultura passa a ser uma alternativa viavel tanto
do ponto de vista ambiental quanto econémico (Berg et al., 2019).

Pereira et al. (2013) constataram que algumas variedades, quando inoculadas,
chegam a acumular mais matéria seca do que em tratamentos com uso de fertilizante
nitrogenado. Segundo Pedraza (2008), além de auxiliar no processo de fixacao
bioldgica de nitrogénio, a associagdo com bactérias promotoras de crescimento (BPC)
em cana-de-agucar pode restringir o uso de fertilizantes na cultura, por solubilizar
fosfatos e zinco (Saravanan et al., 2007; Estrada et al., 2013) e produzir sideroforos e
reguladores de crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas (Di et al., 2023;
Santi et al.,, 2013). Segundo Santi et al. (2013) alguns géneros de BPC, como
Azospirillum sp. e Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835) contribuem com o crescimento
vegetal, especialmente pela sintese de auxinas.


https://www.sinonimos.com.br/restringir/

Deste modo, embora a bactéria B. subtilis, esteja sendo muito empregada em
culturas agricolas, faz-se necessario o desenvolvimento de novas pesquisas, que
investiguem a interagdo deste microrganismo e ou agroquimicos aplicados junto a
essas bactérias. Este estudo permitira monitorar a presencga a atividade microbiana in
vitro e em campo permitindo compreender os mecanismos de interagao dos insumos
B. subtilis-solo. As informagdes obtidas neste estudo contribuirdo para adogao de
métodos naturais de producdo vegetal que resultem na melhoria dos processos de
aplicacdo e atividade de microrganismos promotores de crescimento, permitindo
reduzir os custos de utilizagdo e melhorar a eficiéncia do uso destes.

Assim, este trabalho tem como objetivo fornecer dados para melhor
compreensao entre a interagao de agroquimicos utilizados tradicionalmente no cultivo
de cana-de-acucar e a interacdo destes com a bactéria promotora de crescimento B.
subtilis, e melhorar a eficiéncia destes microrganismos e reduzir os custos de
utilizacao no manejo sustentavel dessas culturas. Deste modo busca verificar como
as praticas agricolas de uso de agroquimicos aplicados no plantio da cultura de cana-
de-agucar se comportam em relagao ao possivel efeito de toxicidade em B. subtfilis.

Além disso, verificar os efeitos do uso de agroquimicos (fertilizante, fungicida
quimico e biolégico e herbicida) na cultura de cana-de-agucar e sua interacdo com B.
subtilis avaliados em condi¢bes de vaso e microcosmos. Monitorar a atividade
microbiana no solo e os mecanismos de interagao entre os insumos, B. subtilis € 0
solo, além de avaliar a compatibilidade entre os ativos bioldgicos bacterianos e os
produtos utilizados em mudas pré-brotadas no sistema de produgcdo de cana-de-
agucar. Avaliar os efeitos na aplicagdo de B. subtilis, no crescimento e na

metabolédmica de mudas de cana-de-agucar.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Microrganismos promotores de crescimento e sua aplicagao na agricultura

A utilizagao de agroquimicos € uma pratica para controle de pragas, doencgas,
além de alterar parametros de fertilidade do solo (Christofoletti et al., 2017). Os
fertilizantes sdo qualquer tipo de substancia empregada no solo, ou tecidos vegetais,
com a finalidade de disponibilizar nutrientes para o solo e que s&o importantes para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Porém, o uso de fertilizantes de modo
inapropriado pode provocar problemas relacionados a acidificacdo do solo,
degradagdo ambiental e tornando a area inutilizavel para certas culturas (Reetz,
2017).

Neste sentido a diminuigao da aplicagao de fertilizantes e melhoria da eficiéncia
de uso destes, torna-se além de uma questao econdémica, uma necessidade ambiental
e de sustentabilidade. O uso de microrganismos que promovem o crescimento das
plantas é uma alternativa para aumentar a eficiéncia do uso de fertilizantes (Spolaor
et al.,, 2016).

Algumas bactérias benéficas podem trazer avangos importantes para a
agroindustria, gerando ganhos econémicos e ambientais. Por exemplo, as bactérias
fixadoras de nitrogénio interagem com o0s vegetais, especialmente quando
combinadas em um grupo com varias espécies (Halfeld-Vieira e Santos, 2018),
produzindo hormoénios e auxiliando na solubilizagdo de nutrientes. Assim, os
microrganismos desempenham papel fundamental no fluxo de energia e na ciclagem
dos elementos no ambiente. No solo, atuam como fixadores, produtores,
transportadores e consumidores, contribuindo para a transformacéo e disponibilizagao
de minerais essenciais as plantas (McLeod et al., 2016).

Nitrogénio (N), Fésforo (P) e Potassio (K) sdo os principais macronutrientes
indispensaveis as plantas (Silva et al., 2017). Para Pires (2016) dentre os processos
biolégicos mais importantes pode-se destacar a fixagdo do N2 atmosférico, perdendo
apenas para a fotossintese. Conforme James e Baldani (2012) as rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas apresentam sinergia com a fixagao simbidtica

de nitrogénio, além de solubilizar fosfatos minerais e outros nutrientes.



Segundo Khan et al. (2007), depois do nitrogénio, o fésforo € o elemento
nutriente que mais limita a planta, restringindo a produgao da cultura, caso haja
deficiéncia. Organismos solubilizadores de fosfato destacam-se como alternativa
economicamente viavel, pois sdo capazes de disponibilizar grandes quantidades
desse nutriente, promovendo o crescimento da planta, através da conversdo de
fésforo insoluvel para as formas soluveis (Coutinho, 2012).

As bactérias sdo mencionadas como principais responsaveis pelos processos
de biossolubilizagdo e capacidade de formar biofilmes. Sua fixacdo no substrato
produz microambientes que as protegem de situagdes como estresse ambiental (Cara
et al., 2012).

Atualmente, as BPC, também chamadas de Bactérias Promotoras do
Crescimento Vegetal (BPCV), desempenham um papel essencial nas interagdes
microbianas do solo agricola, atuando como biofertilizantes, agentes de biocontrole e
importantes fitoestimulantes (Beneduzi et al., 2012). Além disso, varias cepas de
bactérias estao disponiveis no mercado, sendo comercializadas como biofertilizantes
e agentes de biocontrole (Backer et al., 2018).

No entanto, a acdo de patdgenos prejudica diversas culturas, afetando sua
produtividade e qualidade, e ocasionando, muitas vezes, perdas econbmicas
significativas para os agricultores. Para lidar com esses desafios, o método de controle
mais amplamente utilizado € o quimico, o que nado apenas eleva os custos de
producdo, mas também pode trazer efeitos nocivos a saude humana e ao meio
ambiente (Es-Soufi et al., 2020). Essa situagdo destaca a importancia de explorar
alternativas sustentaveis, como o uso de BPC, para mitigar os impactos negativos dos
patdgenos e reduzir a dependéncia de produtos quimicos (Es-Soufi et al., 2020).

A produgéao de inoculantes de baixo custo com microrganismos que ajudam no
crescimento das plantas pode ser uma solugao para reduzir os problemas ambientais
causados pelo uso excessivo de insumos e agrotoxicos (Es-Soufi et al., 2020). Esses
microrganismos ajudam a aumentar a produgao agricola, tornando os produtos mais
competitivos e diferenciados, além de diminuir os gastos dos agricultores (Diaz, 2018).

Diante das vantagens de usar BPC para combater patdégenos, vale ressaltar a
sua ocorréncia natural no solo, sua resisténcia e sua capacidade de fornecer

nutrientes fundamentais as plantas (Melo, 2015). Dentre as BPC mais empregadas



para fins agronémicos as mais conhecidas sao Pseudomonas fluorescens, P. putida,
Azospirillum  brasiliense, Serratia marcescens, Rhyzobium, Bradyrhizobium,
Arthrobacter, Bacillus subtilis e B. megaterium (Lanna-Filho et al., 2010; Melo, 2015).

As bactérias do género Bacillus apresentam diversas vantagens em
comparagao a outros microrganismos, destacando-se pela resisténcia a dessecacgao,
pela producéo de enddsporos e pela capacidade de sobrevivéncia quando formuladas
com polimeros e inertes. Além disso, elas possuem mecanismos antagdnicos contra
patogenos (Lanna-Filho et al., 2010; Melo, 2015). Este género compreende 191
especies e quatro subespécies, que estdo presentes naturalmente no ambiente
(Lanna-Filho et al., 2010). Varios estudos tém evidenciado o seu potencial promotor
de crescimento e de biocontrole (Marulanda et al., 2009; Lanna-Filho et al., 2010;
Harthmann et al., 2010; Melo, 2015). De natureza gram-positiva, aerobica e formadora
de esporos, o Bacillus se destaca ndo apenas na agricultura, mas também em
aplicagbes como tratamento de efluentes, biorremediacéo, limpeza e desodorizagao,
tratamento séptico, na producdo de enzimas e produtos quimicos (Government of
Canada, 2018).

Entre as diversas espécies, algumas, como B. subtilis, tém mostrado um efeito
benéfico significativo sobre a nodulagao e, indiretamente, restringem doencas, além
de favorecerem a producao de raizes e sideréforos (Di et al., 2023). Elas também
alteram a producdo e os niveis de horménios vegetais, aumentam a fixagdo de
nitrogénio e solubilizam fosfatos inorganicos, contribuindo para a disponibilidade de
outros nutrientes do solo (Jensen et al., 2024). Diante desse contexto, o uso de
Bacillus pode promover um incremento na produtividade das culturas (Jensen et al.,
2024), especialmente quando associado a praticas de manejo como a fertilizagao
(Lima, 2011; Braga-Junior et al., 2017). Assim, a aplicagdo de espécies de Bacillus
como promotoras de crescimento e agentes de controle biolégico em diferentes
culturas agricolas emerge como uma estratégia atrativa, eficiente e ambientalmente
menos agressiva em relagdo ao uso de defensivos e fertilizantes quimicos. Essa
abordagem torna-se, portanto, uma opg¢ao mais sustentavel tanto do ponto de vista
econdmico quanto ambiental (Shafi et al., 2017).

Assim, ao considerar a importancia das praticas sustentaveis na agricultura,

destaca-se também o uso da fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) na cana-de-agucar,



uma técnica progressivamente e adotada por produtores (Pang et al., 2022). Essa
abordagem é especialmente relevante em regides, onde a cana € uma das culturas
mais importantes, enfrentando desafios como fertilizacdo inadequada e o uso
excessivo de fertilizantes quimicos (Pang et al., 2022).

A cana-de-agucar requer uma quantidade significativa de fertilizantes durante
seu crescimento, sendo que para produzir uma tonelada da cultura, € necessario
absorver de 1,5 a 2 kg de nitrogénio (N), 1 a 1,5 kg de fésforo (P205) e 2 a 2,5 kg de
potassio (K20) do solo (Fen, 2001). A aplicacdo excessiva de fertilizantes quimicos
nao so eleva os custos para os agricultores, mas também acarreta riscos ambientais
e a saude publica (Igbal et al., 2020). Assim, a busca por alternativas ambientalmente
sustentaveis aos fertilizantes quimicos, como a FBN, torna-se uma prioridade na
pesquisa cientifica contemporanea. No Brasil, por exemplo, as pesquisas tém
priorizado a redugao da dependéncia de insumos minerais, com propostas de redug¢ao
de metade da aplicagao de fertilizantes nitrogenados, estimando uma economia de
aproximadamente US$ 62,5 milhdes anuais para os produtores devido a adocao
dessa técnica (Oliveira et al., 2006). Em conjunto, estas abordagens sustentaveis
podem contribuir significativamente para a redugao dos insumos quimicos e promover
praticas agricolas mais responsaveis (Thomas e Costa, 2010). Essa pratica nao
apenas é simples e economicamente acessivel, mas também se revela altamente
eficiente na fixagdo de nitrogénio, permitindo assim a redugdo dos custos com
adubacéo (Thomas e Costa, 2010).

Sabendo-se que, a fixagao biolégica de nitrogénio € um dos fatores econémico
de maior expressdo nas lavouras (Oliveira et al., 2006), e que alguns produtos
fitossanitarios, tanto de natureza quimica como de natureza biolégica podem afetar
este processo, é de suma importancia que estudos sejam conduzidos com o objetivo
de avaliar o comportamento das bactérias na fixagao do nitrogénio.

A utilizacdo de agroquimicos e microrganismos vem provocando
guestionamentos em relagao a agdo dos agroquimicos na sobrevivéncia das bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico. Nesse contexto, estudos de interagdo entre
agroquimicos e fixagao biolégica de nitrogénio atmosférico tém-se mostrado efetivos
e obrigatorios, pois, além da preocupacédo com o controle de insetos praga e doencgas,

as tecnologias que objetivam elevar o rendimento da cultura devem, sobretudo,



preservar a qualidade ambiental (Sim et al., 2022), altamente beneficiada pelo

processo de fixagao bioldgica de nitrogénio atmosférico.

2.2.Cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar € uma graminea da familia Poaceae com a espécie de cultivo
Saccharum officinarum L. Trata-se de uma planta com amplas capacidades
adaptativas a luminosidade e a temperatura, que requer grandes quantidades de agua
(Segato et al.; 2006). Assim, suas culturas estdo amplamente presentes em paises
tropicais e subtropicais de varios paises entre eles o Brasil, que possui sua historia
intimamente relacionada a esta planta (Stolf e Oliveira, 2020). A cultura da cana-de-
acgucar no Brasil impactou diretamente a populacédo para além de aspectos sociais e
econdmicos. No periodo do Brasil colonial, grandes areas de florestas nativas de Mata
Atlantica foram suprimidas para estabelecimento de areas destinadas ao plantio da
cana-de-acucar. Os donos dessas areas detinham poder decisério sobre a vida e a
dindmica das comunidades locais, fazendo com que aspectos socioculturais fossem
moldados desde este periodo até os dias atuais (Morini et al., 2017).

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo e principal exportador
dos seus derivados, etanol e agucar. O setor sucroalcooleiro € uma atividade
crescente e se destaca principalmente pelo aspecto da autossuficiéncia energética da
mesma maneira que seus subprodutos (SUGARCANE.ORG, 2019), palhada, bagaco,
vinhaga, torta de filtro e melago. A cultura contribui significativamente para a geragao
de empregos diretos e indiretos. Na safra 2025/2026, sua producado foi de
aproximadamente 668.820,05 mil toneladas, cultivada em cerca de 8.849,76 milhdes
de hectares no Brasil, apresentando produtividade média de 75.574,96 kg ha™". Todos
esses indicadores registraram redugcdo em comparacéo a safra anterior (CONAB,
2025). Um fator de grande destaque na produgao de cana-de-agucar € a utilizagao de
agroquimicos, sendo o Brasil um grande utilizador (Carneiro et al., 2015). Os residuos
de fitoquimicos tendem a permanecer no solo por periodos longos, ocasionando
impactos a diferentes ecossistemas.

No ano de 2021, o Brasil utilizou cerca de 49,9 milhdes de toneladas de

fertilizantes, com 75% desse valor oriundo de importagdées (Benicio, 2022). Esses



dados indicam uma ampla dependéncia do Brasil no que tange a necessidade de
fertilizantes para manutencao da produgao de areas de agricultura, especialmente.

A producgao de cana-de-agucar tem se expandido nos estados de Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais (Regidao do Triangulo Mineiro), Sdo Paulo e Parana
(UnicaData, 2025). No sistema de produgcdo de cana-de-agucar, a utilizagdo de
agroquimicos é amplamente adotada pelos produtores (AGROFIT, 2025; Siqueira,
2016). A interac&o entre esses compostos e ativos bioldgicos, como inoculantes, &
critica para a eficiéncia agricola. Isso ocorre porque a combinagao inadequada pode
inibir o desenvolvimento de bactérias benéficas, comprometendo os resultados
esperados (Halfeld-Vieira e Santos, 2018). Portanto, a analise dessas interagdes se

torna fundamental para integrar eficazmente os ativos biolégicos ao sistema produtivo.

2.3.Agroquimicos utilizados na cultura de cana-de-agucar

Os agroquimicos desempenham um papel fundamental na produgao de cana-
de-agucar, sendo essenciais para o manejo eficiente e a maximizacdo dos
rendimentos das lavouras (Oliveira et al., 2025). A utilizagdo de produtos quimicos,
como fungicidas, herbicidas e fertilizantes, ajuda a combater pragas e doengas, bem
como a otimizar a nutricdo das plantas. Na cultura da cana-de-agucar, sao
empregados diversos agroquimicos com diferentes principios ativos, cada um com
uma fungdo especifica no manejo dos canaviais. Por exemplo, produtos como o
Comet®, que contém piraclostrobina, atuam como fungicidas, enquanto o Gamit®,
com clomazone, é utilizado como herbicida. Além disso, o controle biolégico é
promovido através do uso de microrganismos como o Trichoderma harzianum, e a
fertilizagdo mineral € garantida por produtos como o Biozyme®, que combina
diferentes sais minerais. O uso estratégico desses agroquimicos € essencial para
garantir a saude e a produtividade dos canaviais, contribuindo para a sustentabilidade

e a competitividade do setor sucroenergético (Tabela 1).
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Tabela 1. Relagao de uso dos produtos com seus principios ativos e fungao no
manejo de canaviais.

Tratamentos Principio ativo Aplicacao
Comet® Piraclostrobina Fungicida
C19H18CIN304
Gamit® Clomazone Herbicida
C12H14CINO2
Trichodermil® Trichoderma harzianum Controle
bioldgico

Biozyme® Nitrogénio (N) 1%; Oxido de potassio (K20) 5%; Fertilizante
Boro (B) 0,08%; Ferro (Fe) 0,40%; Manganés mineral misto
(Mn) 0,1%; Enxofre (S) 1%; Zinco (Zn) 2% e
Carbono Orgéanico 3,5%

Fonte: Agrofit, 2025.

2.3.1. Biozyme®

O Biozyme® é um bioativador utilizado na cana-de-aglcar para promover o
crescimento e a produtividade da planta (UPL, 2025. Ele atua principalmente na
melhora da absor¢cdo de nutrientes e no aumento da resisténcia das plantas a
estresses ambientais. O produto Biozyme® é um fertilizante mineral misto a base de
Nitrogénio (N) 1%; Oxido de potassio (K20) 5%; Boro (B) 0,08%; Ferro (Fe) 0,40%;
Manganés (Mn) 0,1%; Enxofre (S) 1%; Zinco (Zn) 2% e Carbono Organico 3,5% (UPL,
2021). Contém em sua formulagdo macro e micronutrientes combinados com extratos
vegetais hidrolisados, que proporcionam uma melhoria em diversos processos
metabdlicos e fisiologicos das plantas como a divisdo e o alongamento celular,
translocacdo de nutrientes, sintese de clorofila, tuberizacdo e bulbificacdo,
diferenciacdo de gemas, fixagdo de frutos, mantendo o equilibrio nutricional e
fisiolégico das plantas, sendo importante para uma maior produgao, da sua cultura
(UPL, 2021).

2.3.2. Comet®

O Comet®, um antifungico quimico que através do seu ativo Piraclostrobina

(Figura 1), possui, comprovadamente, varias agdes fisiolégicas nas plantas, além de
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sua acao fungicida (Kéehle et al., 2002). Atua na redugado do estresse das plantas,

pela redugao da producédo de etileno (Koéehle et al., 2002).

O
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Figura 1. Formula quimica do principio ativo Piraclostrobina componente do Comet®.
Fonte: Agrofit (2025).

Apresenta excelente acido protetiva, devido a sua atuagdo na inibicdo da
germinagao dos esporos, desenvolvimento e penetragdo dos tubos germinativos e
proporciona maior atividade metabdlica da planta, aumento da atividade da enzima

nitrato redutase, resultando em melhor sanidade da planta (Reddy et al., 2013).
2.3.3. Gamit®

O Gamit® é um herbicida de agéo sistémica, com efeito pré e pos-emergente,
sendo seletivo sob condi¢des especificas e indicado para o controle eficaz de plantas
infestantes (Andres e Machado, 2004). O Gamit® pode ser aplicado por via terrestre,
através de pulverizadores manuais e tratorizados. Seu principio ativo € clomazone{2-
[(2-chlorofphenyl)methyl]-4,4-dimethyl-3-isoxazolidinona)}, comercializado com os
nomes de Gamit Star®, Gamit 500 EC® e Gamit 360 CS® (Andres e Machado, 2004)
(Figura 2).

Cl /
N CHs;

L K

Figura 2. Estrutura quimica do principio ativo do herbicida Clomazone®.
Fonte: Silva et al., 2010.
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Trata-se de um herbicida com principio ativo da classe de isoxazolidinona, foi
sintetizado em 1980 para controle de plantas daninhas de folhas largas e gramineas
(Karpouzas et al., 2014), com tempo de dissipagao variando entre 9 a 195 dias, que
pode levar a danos em organismos nao-alvo (Peters et al., 2014), além disso sua
degradacgao ocorre especialmente através da agdo de microrganismos e mais rapida
através da fermentacdo anaerobia (Brankatschk et al., 2011), e também por acao
fotolitica dos raios solares (Rodrigues e Almeida, 2005).

O Gamit®, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, apresenta
consideravel pressao de vapor (Senseman, 2007) e potencial de volatilizagao
(Rodrigues e Almeida, 2005). Esse herbicida pertence ao grupo quimico das
isoxazolidinonas, atuando indiretamente no processo da fotossintese, inibindo a
enzima deoxixilulose fosfato sintase (DXP sintase), responsavel pela sintese de
isoterpenoides, precursores basicos dos carotenoides os quais possuem a funcao de
protecao da clorofila a foto-oxidacdo. O sintoma visual da-se nas folhas das plantas
sensiveis que perdem a coloragédo verde, tornando-se brancas, gerando o sintoma

caracteristico desse grupo de herbicidas (Senseman, 2007).

2.3.4. Trichodermil®

O fungicida e nematicida microbiolégico Trichodermil SC 1306 é composto por
Trichoderma harzianum Rifai, cepa ESALQ-1306, sendo um micoparasita necrotrofico
de ocorréncia natural em solos, eficaz no controle de inUmeros fungos fitopatogénicos,
incluindo os fungos Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotinia sclerotiorum,
Pratylenchus zeae e Thielaviopsis paradoxa (Agrofit, 2025).

Os mecanismos de interagdo antagbnica mais comuns entre o género
Trichoderma consistem em micoparasitismo, antibiose e competigéo (Dalzoto, 2017).
O micoparasitismo consiste na agdo que o antagonista desencadeia, detectando um
substrato biolégico adequado, como um patégeno, por exemplo, existente na area e
se desenvolvendo em sua diregao (Berg et al., 2019). Assim, quando se encontram, o
Trichoderma se desenvolve no microrganismo, através de suas hifas, penetrando na

parede celular e utilizando o conteudo das células como fonte de alimento. Este
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mecanismo € realizado através das enzimas hidroliticas: quitanases, gluteases e
proteases. Ja a agao realizada por meio da antibiose envolve a capacidade do fungo
biocontrolador de produzir substancias volateis e n&o volateis capazes de inibir o
desenvolvimento de determinados patogenos (Lobo-Junior et al. 2019).

A competicdo exercida pelo Trichoderma é classificada com um mecanismo
complementar no combate aos patégenos. Neste caso, o fungo usado no biocontrole
ocupa a rizosfera do vegetal infectado, disputando pelos nutrientes, promovendo a

reducao da populagédo de microrganismos indesejaveis (Gomes, 2014).

2.4.Bacillus subtilis como agente de biocontrole

B. subtilis € comercializado como agente de biocontrole de enfermidades de
plantas, assim como para ampliar a producéo nas culturas (Ngugia et al., 2005; Yao
et al., 2006; Jan et al., 2023). A interacao de B. subtilis com as raizes das plantas esta
diretamente relacionada a toleréncia a estresses bibticos e abidticos e ao estimulo do
crescimento vegetal (Hashem et al.,, 2019). Isso ocorre por meio da sintese de
metabolitos secundarios, horménios, antibidticos, antioxidantes, enzimas citoliticas,
além da fixacdo de nitrogénio e da solubilizagado de fésforo, resultando em efeitos
benéficos tanto diretos quanto indiretos para as plantas (Hashem et al., 2019).

Sua acdo é ampla, inclusive auxiliando no controle de nematdides, agindo
sobre varios estagios de desenvolvimento e/ou indiretamente (Ferreira et al., 2007;
Machado e Costa, 2017) por meio do comportamento, alimentagao e reproducgéao, o
que reduz a incidéncia de fitonematoides e garante o desenvolvimento saudavel
(Machado e Costa, 2017). Os efeitos in situ da exposigao a células vivas de B. subtilis
podem resultar em aumento do crescimento e/ou controle biologico (Jan et al., 2023).
A oposicao pratica contra fitopatdgenos é baseado em mecanismos antibiéticos bem
conhecidos, como sintese antimicrobiana, competicdo espacial por nutrientes e

sintese de compostos volateis (Jan et al., 2023).

2.5.Qualidade Biolégica do Solo
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A qualidade do solo é de extrema importancia para o desenvolvimento das
especies que ali habitam e todo o ecossistema, assim como para manutengao
sustentavel das culturas e a garantia de alimentos para a populagédo global (Silva,
2021; Oliveira et al., 2025). Neste sentido, faz-se necessario seu uso sustentavel e
seu monitoramento, verificando sua real situagdo, bem como sua capacidade de
resiliéncia e a tomada de decisédo para sua reestruturagao (Oliveira et al., 2025). O
monitoramento pode ser feito através de indicadores fisicos, quimicos e biolégicos,
sendo possivel mensurar as condi¢cdes do solo e assim possibilitar a manutencao da
sustentabilidade produtiva dos ambientes (Oliveira et al., 2025).

Atualmente, diversas pesquisas almejam compreender o protagonismo dos
organismos vivos habitantes deste ambiente na construgdo e manutencdo de sua
qualidade. Neste sentido cada vez mais estdo sendo empregadas metodologias para
a avaliacao de indicadores biolégicos da qualidade, especialmente pelo fato que sua
biota desempenha papel fundamental nos inumeros processos ecossistémicos
(ciclagem de nutrientes, fluxo de energia) que ocorrem no solo (Sobucki et al., 2019).

Os principais atributos utilizados para observar e mensurar a dindmica da
matéria organica do solo sdo a biomassa microbiana, a respiragao basal (Taylor e Ball,
1994), o quociente metabdlico, os processos enzimaticos, bem como a macrofauna e
0s processos que envolvem o ciclo do carbono e do nitrogénio (Oliveira et al., 2025).

A existéncia de microrganismos no solo €& determinada pelas variantes
ambientais predominantes e pelos limites de sua composigdo genética (Berg et al.,
2019). Sua persisténcia obedece a taxa de respostas fisiologicas as condigdes
ambientais (Berg et al., 2019). Alguns microrganismos podem sobreviver em
condicbes extremas de salinidade, pH, pressao e temperatura. A adaptabilidade
microbiana significa que as limitagdes fisicas (aeracéo, agua, adesao, porosidade etc.)
e quimicas (disponibilidade de nutrientes, toxicidade etc.) sdo superadas (Berg et al.,
2019).

A determinagédo da biomassa microbiana do solo € um dos atributos utilizados
para a avaliagao de sua dinamica, visto que € um componente essencial da matéria
organica que, regula a ciclagem de nutrientes (Fernandes et al., 2013). E considerada
um excelente indicador da qualidade do solo, sendo responsavel por regular as

transformacdes e acumulo de nutrientes, sendo uma fragao labil da matéria organica
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do solo, podendo refletir mudangas na matéria organica e no desenvolvimento do solo,
ja que os microrganismos do solo mediam varios processos que afetam o ecossistema
e estdo associados com a ciclagem de nutrientes, fertilidade do solo, mudangas nos
estoques de carbono e na dinamica da matéria organica (Hoffmann et al., 2018). Deste
modo, funcionando como compartimento reserva de carbono, nitrogénio (N), fésforo
(P) e enxofre (S) no solo, elementos essenciais para o desenvolvimento vegetal e
como catalisador na decomposi¢cao da matéria organica (Souza et al., 2009).

Outro parametro muito utilizado para mensurar a dinamica do solo é a
Respiracdo Microbiana do Solo ou Respiracdo Basal do Solo (RBS), sendo um dos
mais antigos para quantificar a atividade microbiana (Alef, 1995). Representa a
oxidagdo da matéria organica por organismos aerobios do solo, que usam o gas
oxigénio (O2) como aceptor final de elétrons, até a obtengdo de gas carbénico (COz2)
(Alef, 1995).

Podemos destacar que as enzimas, que sao biomoléculas da classe das
proteinas que atuam como catalisadores, sendo elas especificas para cada composto
a ser quebrado, existindo, assim, uma variabilidade enorme de enzimas (Pandey et
al., 2014). No solo, as enzimas sdo de suma importancia para a conversao e ciclagem
de nutrientes, ja que agem exatamente na quebra e catalise de reacdo com compostos
de cadeia longa, propiciando, assim, a base primaria para a absor¢ao das plantas
(Kandeler, 2024).

Além de atuarem na reducao de toxicidade das moléculas fendlicas e de ions
metalicos e ajudarem na defesa antimicrobiana (Panigrahy et al., 2022). As enzimas
desempenham importante papel para os ciclos biogeoquimicos, participando da
formagdo da matéria orgénica e estrutura do solo, estando diretamente ligadas a
fertilidade e diversidade de organismos no solo. Essas, podem se manterem ativas na
auséncia de microrganismos (Ferreira et al., 2007). Para Dick et al. (2000), a atividade
enzimatica tem influéncia direta pela temperatura e pH, podendo ser reduzida quando
os valores de pH sdo muito altos ou muito baixos (Dick et al., 2000). Entretanto, a
atividade antropica e os processos naturais do solo podem influenciar em maior ou
menor atividade enzimatica.

A enzima desidrogenase esta relacionada a respiracéo na atividade metabdlica.

As proteases atuam quebrando cadeias proteicas em peptideos menores, que, em
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seguida, sdo processados pelas peptidases. A arilsulfatase, por sua vez, desempenha
um papel importante na ciclagem do enxofre no solo. Além disso, o conjunto de
enzimas arilsulfatase e [(-glicosidase configura o BioAS, uma metodologia
desenvolvida pela Empresa Agropecuaria Brasileira (EMBRAPA). Essa abordagem
visa integrar analises fisico-quimicas e biolégicas para monitorar a saude do solo de
uma forma mais sensivel do que os métodos convencionais (Mendes et al., 2020).

A atividade hidrolitica é usada como indicador geral da atividade hidrolitica do
solo, como medida da protease, lipase e esterase que sao capazes de clivar
compostos fluorogénicos (Taylor et al., 2002; Khosrozadeh e Nourbakhsh, 2023).
Desta forma, essa agao catalitica pode ser considerada uma medida da atividade
microbiana total, embora as enzimas envolvidas nesta reacdo apresentem atividade
externa a célula, podendo se encontrar complexadas com os coldides do solo
(Swisher e Carroll, 1980; Khosrozadeh e Nourbakhsh, 2023).

Portanto a quantificacdo da atividade enzimatica e da respiragdo microbiana
sao parametros fundamentais para fornecer indicagdes sobre os niveis de atividade

das comunidades de microrganismos do solo (Khosrozadeh e Nourbakhsh, 2023).

2.6.Microcosmos

Os ecossistemas ao ar livre sdo muito complexos e dificeis de serem
delimitados fazendo com que as pesquisas cientificas figuem cada vez mais dificeis
de serem estudadas (Hu et al., 2017). Diante disso varios testes cientificos estao
sendo realizados dentro do proprio laboratério em sistemas denominados
microcosmos, onde as condi¢gbes de campo com limites definidos s&o imitadas e cuja
manipulagéo e repeticdo pode ser feito da maneira que se deseja (Odum e Barrett,
2007; Hu et al., 2017).

O microcosmo €& uma unidade de estudo de pequenos sistemas
multiespecificos que se constitui de um subconjunto da comunidade bidtica e das
propriedades abidticas de um ecossistema maior, incluindo cadeia tréfica ou ciclos de
produgédo e consumo, que contribui para compreensao de processos naturais (Hu et
al., 2017). Os artificiais sdo confeccionados em laboratério e ficam total ou

parcialmente isolados do mundo externo (Matheson, 2008). O experimento de
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microcosmo pode oferecer critérios de efeito que consideram a interagdo entre
espécies. Os microcosmos sao derivados diretamente da natureza, que simula um
ecossistema natural especifico utilizando espécies e seus componentes (Clément et
al., 2014).

Tratam-se em geral de recipientes que recebem o nome de micro ecossistema
e utiliza o microssistema (0 mundo natural) como base de referéncia. Dois tipos de
microcosmos de laboratério podem ser diferenciados: 1. ecossistema derivados
diretamente da natureza por semeadura multipla de meios de cultura com amostras
ambientais; 2. Sistemas construidos adicionando-se espécies de culturas puras ou
nao contaminadas até que se obtenha as combinacgdes desejadas (Hu et al., 2017). O
primeiro sistema representa a natureza simplificada para organismos que sobrevivem
por longos periodos no limite dos recipientes, do ambiente de luz e temperatura
imposto (Odum e Barret, 2007). No segundo sistema adicionando componentes
previamente isolados e estudados, tem se o estudo da interagcédo entre as espécies
(Odum e Barrett, 2007). O sistema microcosmos pode sugerir hipoteses e
mecanismos que podem ser testados em manipulagdes de campo a longos prazos
(Krebs, 2014).

2.7.Analise Metabolomica

O Metaboloma pode ser definido como a composicdo de todas as moléculas
presentes em um organismo (Adeniji et al., 2020). Essa tecnologia fornece uma visao
geral compreensiva qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes em um
organismo, sendo denominada Metabolémica (Hall, 2006). Para ilustrar essa
abordagem, A figura a seguir indica uma visdo geral das plataformas de estudos

Omicos ou “OMICs” (Figura 3).
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Figura 3. Esquema geral das plataformas de estudos “OMICs” e sua relagdo com

estudos de biologia sistémica.
Fonte: Abdelnur, 2011.
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Experimentos de metabol6émica provém respostas unicas que aprimoram nossa
compreensao de informagdes bioldgicas relevantes ao metaboloma e a gendémica
funcional em geral (Abdelnur, 2011). A caracterizagdo e quantificacdo desses
compostos requer a utilizacdo de métodos e equipamentos especificos, de acordo
com as propriedades de cada classe. Logo, a metabolémica envolve diversas técnicas
analiticas que devem ser selecionadas dependendo do metabdlito ou via metabdlica
de interesse ou da questdo biolégica que deve ser respondida (Abdelnur, 2011).
Particularmente, a metaboldbmica € o estudo dos metabdlitos de um organismo
(metaboloma), que oferecem informagdes sobre processos bioquimicos fisioldgicos e
ecologicos (Adeniji et al., 2020). Espera-se que os organismos contenham entre 5.000
e 30.000 metabdlitos diferentes, que se caracterizam por uma diversidade estrutural,
polaridade, tamanho molecular e até mesmo concentragdes diferentes (Ruiz, 2021).

As moléculas organicas que nao se incluem no crescimento e desenvolvimento
de um organismo sao conhecidas por metabdlitos secundarios (Adeniji et al., 2020).
Apesar dos metabdlitos primarios realizarem um papel fundamental na sobrevivéncia
da espécie e terem um papel ativo na fotossintese e na respiragao, a longo prazo a
falta de metabdlitos secundarios prejudica a viabilidade do organismo e geralmente é

importante na defesa (Agostini-Costa et al., 2012).
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As aplicagdes potenciais desses estudos sao variadas. Por exemplo, eles
podem ser utilizados na detecgdo de componentes botanicos para a descoberta de
novos medicamentos (Salem et al., 2020). Além disso, ha a possibilidade de
incremento nutricional em frutos por meio do melhoramento de cultivos convencionais
(Emon, 2020) e a utilizagdo como ferramenta em estudos de interagdo entre plantas

e patégenos (Castro-Moretti et al., 2020).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta, caracterizagao e preparo das amostras de solo

Para a realizagdo dos experimentos, iniciou-se com a caracterizagao do solo,
seguindo os procedimentos descritos a seguir. O solo foi coletado na profundidade de
0 a 20 cm (Horizonte A) em uma area anteriormente ndo cultivada e sem qualquer tipo
de correcdo quimica, localizada na Area Experimental da CANATECH, no municipio
de Frutal, Minas Gerais. Antes da coleta, a area foi devidamente preparada, com a
remogao de todo o material vegetal presente na superficie. O solo foi classificado de
acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos como Latossolo
Vermelho, com classe textural argilosa (Santos et al., 2025).

A analise granulométrica categorizou-o como argilossolo, com capacidade de
campo de 49,5 %. O solo foi submetido a secagem a 22 + 5 °C por 5 dias e peneirado
utilizando uma peneira de malha de 2 mm, conforme descrito por Colla et al. (2014),
para remover residuos como pedregulhos, capim seco, e material vegetal. Apos

homogeneizacgao, este solo foi empregado na montagem dos vasos e microcosmos.

3.2. Caracterizacao fisico-quimicas do solo utilizado no experimento

3.2.1. Potencial Hidrogenidénico (pH)

Para a determinagéo do pH, seguiu-se o protocolo descrito por Raij et al. (2001)
onde foram utilizadas 10 g de solo seco ao ar (TSFA), a esse foi adicionado 25 mL de
H20, aguardou-se 15 minutos para molhar a amostra. A solugéo apds o periodo de
espera foi agitada por 10 minutos em mesa giratéria, posteriormente a solugao ficou
em repouso por 30 minutos. Foi realizada a leitura sem agitar introduzindo-se a ponta

do eletrodo na parte do solo. Anotou-se o valor.

3.2.2. Analise de umidade do solo
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A determinagao da umidade foi feita utilizando-se capsulas de porcelana, onde
foram pesados em balancga analitica de precisao, 30 g de solo umido e colocados em
estufa a 105 °C por 24 h. Depois de retiradas da estufa, as capsulas foram inseridas
em dessecador com silica indicadora de umidade, até que atingissem a temperatura
ambiente. Apds resfriadas, as capsulas contendo os solos secos foram novamente
pesadas na mesma balanga de precisdo analitica. O célculo da umidade atual

gravimétrica (kg kg™') foi determinado conforme equagéo abaixo (Equagéo 1).

Equagao 1. Calculo da umidade atual gravimétrica.

00-(5)

Em que: Ug = Umidade gravimétrica (kg kg'), a = Massa amostra imida (kg),

b = Massa amostra seca (kg).

3.2.3. Analise granulométrica

Apos a determinagao da umidade gravimétrica do solo, conforme descrito por
Teixeira et al. (2017), amostras de 10 g de Terra Fina Seca ao Ar (TFSA) foram
pesados em capsulas de porcelana previamente secas e taradas, e submetidas a
secagem em estufa a 105 °C por 24 h. A partir desses dados, procederam-se o0s
calculos da umidade residual e do fator de correcdo da massa do solo, conforme

apresentado na Equacgao 2:

Equacgao 2. Calculo de umidade residual.

Em que: Ur = Umidade residual em kg kg™'. f = fator usado para corregéo da

massa de solo, utilizado para a massa de solo seca nas determinagdes em laboratorio
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com a utilizacdo de TFSA (Fator "f’). a = massa da amostra seca ao ar, em g. b =
massa da amostra seca em estufa a 105 °C, em g.

Para a analise granulométrica, foram pesados 20 g de TFSA de cada amostra.
Com auxilio de um funil de vidro, os solos foram transferidos para erlenmeyers de 250
mL, utilizando para essa transferéncia 100 mL de agua destilada. Onde foi adicionado
a mistura 10 mL de solugéo de hidréxido de sodio (NaOH) 1 mol L. Todos os frascos
erlenmeyers foram colocados em mesa agitadora, submetidos a rotagcdo de 50 rpm
por 16 h.

Apos o término rotacional, as amostras passaram por peneiras de malha 0,053
mm, as quais foram acopladas com o auxilio de funis, as provetas de 1000 mL. Todo
o material retido foi lavado com agua destilada, com cuidado para se evitar respingos,
observando sempre o limite de volume das provetas. Apds lavagem total do material
retido nas peneiras, o volume de 1L em cada proveta, foi completado utilizando agua
destilada.

As areias retidas nas peneiras foram transferidas para béqueres previamente
secos e com sua massa aferida, sendo submetidas a secagem em estufa por 24 h a
105 °C. Apds secagem e resfriamento, foram determinadas as fragcdes de areia grossa
e areia fina, submetendo a areia total em uma nova peneira de 0,212 mm. A fragao
retida e pesada constitui fracdo de areia grossa. A areia fina, que passou pela peneira,
também foi pesada, anotando-se o valor de sua massa.

Para a determinagao de silte e argila foi utilizado o método da pipeta conforme
Teixeira et al., (2017). Em uma proveta de 1000 mL foi preparada a prova controle,
adicionando-se 10 mL de NaOH 1 mol L' e completando o volume com &gua
destilada. Com uma pipeta volumétrica, coletou-se 25 mL da solugao e esta foi
transferida para um béquer de 50 mL, previamente seco e tarado. A solugao foi
submetida a secagem em estufa por 24 h a 105 °C.

Apds a secagem e resfriamento, foi novamente determinada a massa do
béquer e anotado o resultado. Todas as solugdes contidas nas provetas, inclusive a
prova controle foram submetidas a afericdo de temperatura da suspensao, utilizando
um termémetro. Em seguida, todas as suspensdes foram agitadas vigorosamente
durante 1 min com bastdes de vidro, coletando imediatamente 25 mL de cada solugao

sobrenadante. Da mesma forma, as solugdes coletadas foram colocadas em béqueres
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de 50 mL, previamente secos e com sua massa aferida, sendo colocados em estufa
por 24 h a 105 °C. Apds esse periodo, realizou-se o tempo de sedimentagao da fragao
silte, conforme a temperatura registrada da solu¢cdo e os intervalos indicados na
Tabela 2.

Tabela 2. Tempo de sedimentacgé&o calculado para a fragao silte (0,002 mm <@ < 0,05
mm) em fung&o da temperatura da suspenséo para a profundidade de 5 cm
e para solos com densidade de particulas média de 2,65 kg dm=3, em
determinacao efetuada ao nivel do mar.

Tempo de sedimentagdo a 5 cm

Temperatura (°C)

Horas Minutos

15 4 23
16 4 16
17 4 10
18 4 4

19 3 58
20 3 52
21 3 46
22 3 41
23 3 36
24 3 31
25 3 26
26 3 21
27 3 17
28 3 13
29 3 9

30 3 5

Fonte: Teixeira et al. (2017)

Passado o tempo de sedimentacio da fracao silte, foram retirados das solugdes
sobrenadantes, em triplicata, 25 mL de tal forma que n&o aprofundasse mais do que
5 cm na proveta. As aliquotas foram transferidas para béqueres limpos, previamente
secos e pesados, e levadas a estufa de secagem a 105 °C durante 24 horas. Apos
resfriamento em dessecador, os béqueres foram pesados em balanga com precisao
de 0,0001 g. Todas as massas foram reservadas.

Os célculos foram efetuados, conforme as seguintes rela¢des (Equacao 3-7):

Equacgao 3 - Equagao do somatdrio da massa das fragoes

S, = (maf .f) + <(mat - 7:nat) f) n <(msa - mar) f) + <(mar - mbr) f)

m; m; m;.R, m;.R,
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Fonte: Teixeira et al. (2017)

Em que: Sm = Somatdrio da massa das fragdes, em g. mar= Massa de areia fina,
em g. mat= Massa de areia total, em g. msa= Massa de silte + argila, seca em estufa,
em g. mar = Massa de argila, seca em estufa, em g. mer = Massa do controle, seca em
estufa, em g. mi= Massa inicial da amostra, em g. Rv = Razéo do volume pipetado para

o volume total da proveta. f =fator de correcdo de umidade para a massa inicial.

Equacao 4 - Equacgao de concentragao de areia fina.

= <mxi. f) | (1220>

Fonte: Teixeira et al. (2017)
Em que: Tar = concentragdo de areia fina, em g kg™'. mi = massa inicial da

amostra, em g. maf= massa de areia fina, em g. f = fator de correcdo de umidade para

a massa inicial. Sm = Somatério da massa das fragdes, em g.

Equacgao 5 - Equacao da concentragao de areia grossa.

T, = <(mat - maf)-f) .<1000>

a9 m; Sm

Fonte: Teixeira et al. (2017)

Em que: Tag = concentracédo de areia grossa, em g kg'. mi = massa inicial da
amostra, em g. mat= massa de areia total, em g. maf= massa de areia fina, em g. f =
fator de corre¢cdo de umidade para a massa inicial. Sm = somatério da massa das

fragcbes, em g.

Equacao 6 - Equagao da concentragao de silte.

. <(msa - mar)-f> _(1000)

m;. RU Sm
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Fonte: Teixeira et al. (2017)

Em que: Ts = concentragao de silte, em g kg'. mi = massa inicial da amostra,
em g. msa= massa de silte + argila, seca em estufa, em g. mar - massa de argila, seca
em estufa, em g. Rv =razédo do volume pipetado para o volume total da proveta. f -
fator de corregcdo de umidade para a massa inicial. Sm = somatorio da massa das

fragcbes, em g.

Equacgao 7 - Equacao da concentragao de argila.

Torg = <(mar - mbr).f> .(1000)

m;. Rv Sm

Fonte: Teixeira et al. (2017)

Em que: Tar= concentragdo de argila, em g kg™'. mi= massa inicial da amostra,
em g. mar = massa de argila, seca em estufa, em g. mer = massa do controle, seca em
estufa, em g.

Rv = razdo do volume pipetado para o volume total da proveta. f = fator de
corregcao de umidade para a massa inicial. Sm = somatério da massa das fragoes, em
g.

3.2.4. Capacidade de retencao de agua (CRA)

Foram colocados 50 g de solo em copos de plastico perfurados, posicionados
sobre um suporte com funil de vidro acoplado a uma bureta. Em seguida, adicionaram-
se 50 mL de agua destilada ao solo, mantendo o conjunto em repouso por 3 horas,
conforme Casaroli e Van-Lier (2008). Apds a drenagem de toda a agua do solo, foi
feita a leitura do volume coletado em cada uma das provetas e calculado a capacidade

de vaso de cada solo, utilizando a seguinte formula:
Equacao 8 — Determinacio da capacidade de Vaso: -

oV = Agua retida no solo (mL)x 100%

Volume do solo (mlL)
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Onde: CV = capacidade de Vaso , em % de volume de solo utilizado. Agua
retida no solo = volume de 50 mL - volume de agua coletado na proveta (mL). Volume

de solo no funil = 50 mL.

3.3. Montagem dos microcosmos para avaliagao in vitro da interagao de

Bacillus subtilis com os agroquimicos

3.3.1. Preparo dos tratamentos com agroquimicos e inoculagao bacteriana

Amostras dos agroquimicos Biozyme®, Comet®, Gamit® e Trichodermil®
foram fornecidas por um agricultor local. Para a definicdo das doses aplicadas,
considerou-se a dose maxima recomendada em bula para cada insumo. A partir
dessas informacodes, foram realizados os calculos de aplicagdo com base em um
hectare (ha), considerando uma profundidade de solo de 20 cm, com posterior
adequacao do volume para 1 kg de solo por microcosmo.

O preparo do solo foi realizado em bandejas de polietileno previamente
higienizadas, e os agroquimicos foram adicionados com o auxilio de micropipetas,
garantindo precisdo nas doses aplicadas.

Células frescas de Bacillus subtilis foram cultivadas em meio Agar Yeast Manitol
(YMA). As coldnias bacterianas foram coletadas das placas de cultivo e ressuspensas
em agua estéril, obtendo-se uma suspensdo com densidade aproximada de 1 x 108
unidades formadoras de colénias (UFC) mL™", considerando que uma absorbéancia a
600 nm corresponde a cerca de 1 x 10° UFC mL™".

Foram estabelecidos sete tratamentos nos ensaios de solo, tanto in vitro quanto
em vasos (Tabela 3), contemplando as diferentes combinagdes e doses dos insumos
(L ha™"). As avaliagdes foram realizadas em dois periodos distintos: aos 7 dias, logo
apods a inoculacao e a interagao inicial com o ambiente, e aos 50 dias de incubacgao.

Em cada microcosmo foram inoculados 5 mL da suspensao bacteriana, com
densidade celular inicial superior a 1 x 108 UFC de B. subtilis. Os tratamentos controle

(solos n&o inoculados) receberam o mesmo volume de agua estéril.
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Os microcosmos foram incubados por 50 dias, em temperatura ambiente, na
auséncia de luz. Durante o periodo de incubacgao, foram realizados revolvimentos
periodicos, em ambiente estéril, visando a homogeneizagdo do solo e a adequada

aeracgao do sistema.

Tabela 3. Relagao dos tratamentos e os procedimentos de preparo.

Massa de . Bacillus
Tratamentos Doses dos insumos vy
solo (g) ] subtilis
Agua destilada, sem adigao de
Controle 1000 insumos.

Agua destilada contendo B.

Solo + B. subtilis 1000 subtilis.

Agua destilada contendo B.
Comet® + B. 1000 subtilis e Comet®, na dose
subtilis equivalente a 0,5 L ha™.

Agua destilada contendo B.

Gamit® + B. 1000 subtilis e Gamit®, na dose
subtilis equivalente a 3,5 L ha™.

Agua destilada contendo B. Superior a 10°
Tricodermil® + B. 1000 subtilis e Tricodermi®, na dose UFC mL""
subtilis equivalente a 1,0 L ha™.

Agua destilada contendo B.

Biozyme® + B. subtilis e Biozyme®, na dose

subtilis 1000 equivalente a 400 mL ha™.
Agua destilada contendo B.
subtilis e mistura dos insumos
(Comet® + Gamit® +
Mix de insumos 1000 Tricodermi® + Biozyme®),
+ B. subtilis preparados individualmente

conforme dose de bula e
posteriormente combinados na
calda final.

Fonte: Autor.

Definidas as dosagens e sua forma de preparo, iniciou-se a montagem de cada
tratamento com o preparo seguindo o modelo da tabela 3 bem como as dilui¢des

propostas. Conforme a figura a seguir.
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3.3.2. Montagem e incubagao dos microcosmos

Os microcosmos foram montados utilizando frascos de vidro estéreis, com
tampa de fechamento hermético com capacidade de 3,5 L sendo adicionados 1,0 kg

de solo com cada 1 dos agroquimicos em cada frasco (Figura 4).

Figura 4. Estrutura geral e montagem dos microcosmos em condigdes de

laboratodrios.
Fonte: Autor.

A umidade foi previamente ajustada para 60% da capacidade de campo,
conforme Yu e Rinklebe (2011), através da adigdo de agua destilada estéril. O solo
utilizado foi revolvido com espatula previamente estrelizada para a homogeneizagao.
Para cada tratamento foram mantidos microcosmos em quadruplicata, além de
microcosmos sem a adicao de agroquimicos (Controle) e dois frascos sem solo
(brancos), totalizando 30 microcosmos que foram mantidos no escuro e em

temperatura ambiente £ 25°C (Figura 5).
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Amostra de solo

Brancos (2)

+ B. subtilis

e S o S 9 o

Controle  B. subtilis Comet Gamit Biozyme Mix Trichodermil

Figura 5. Design experimental proposto para analise de interagdo de agroquimicos e
B. subtilis.

Fonte: O autor.

Durante a incubagao dos microcosmos, foram realizadas coletas de amostras
compostas para a analise dos parametros microbiologicos e bioquimicos aos 7 dias,
e atividade atividade respiratoria determinadas realizadas diariamente durante os 50
dias. O termo "amostras compostas" refere-se a criacdo de uma amostra unica a partir
da combinagdo de subamostras coletadas de diferentes pontos dentro do mesmo
microcosmo. Esse procedimento é importante para garantir que as analises reflitam
de maneira mais precisa a heterogeneidade do solo, proporcionando uma visao
representativa da populacdo bacteriana e das caracteristicas do ambiente nas
condi¢cbes experimentais.

Para a coleta, varias pequenas amostras foram retiradas de diferentes locais
dentro de cada microcosmo. Essas subamostras foram entdo misturadas
cuidadosamente para formar uma amostra composta para cada microcosmo. Assim,
ao invés de analisar cada subamostra individualmente, a analise foi conduzida sobre
essa amostra composta, permitindo acomparagao entre os tratamentos (Spertus,
2021). Esse método também ajuda a reduzir erros potenciais que poderiam ocorrer
ao analisar uma unica amostra de um ponto especifico, garantindo que todas as

variagdes dentro do microcosmo sejam consideradas nas analises (Spertus, 2021).

3.4. Caracterizagao microbioldgica dos solos
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3.4.1. Atividade Respiratoéria

A atividade respiratéria microbiana nos microcosmos foi avaliada com base na
liberagdo cumulativa de C-CO2 (Alef, 1995). A liberagdo do CO2 pode, indiretamente,
indicar a potencial degradacgao de agroquimicos (Labud et al., 2007). Os microcosmos
foram equipados com um sistema para a captagcédo do CO: liberado, constituido de um
recipiente plastico contendo 20 mL de NaOH (0,5 mol L-"). Dois frascos sem solo,
porém contendo recipiente com NaOH, foram utilizados como provas em branco
(Taylor e Ball, 1994).

Os microcosmos foram mantidos hermeticamente fechados, sendo somente
abertos periodicamente (a cada 24h) para a retirada dos recipientes contendo NaOH
e 0 CO2 capturado, bem como para a imediata substituicdo por novo recipiente
contendo NaOH. Aos recipientes retirados foi adicionado 1 mL de solu¢ao de BaCl2
(30%, m v') e duas gotas de fenolftaleina 1%. Apds, a quantidade residual de NaOH
foi titulada com HCI (0,5 mol L-"). Amostras de solo dos microcosmos foram utilizadas
para determinacdo da massa seca de solo. A quantidade de CO:2 liberado foi
determinada pela seguinte equacao (Stotzky, 1965; Taylor e Ball, 1994; Colla et al.,
2014) (Equagao 9):

Equacgao 9 — Relagéo utilizada para determinacéo do diéxido de carbono liberado

C — C0?% (mg kg~' soloseco) = [(B — T) X eq X MHCL X Fc]/ Mc

Onde: B = volume (mL) de HCI 0,5 mol L' usado na titulagdo da prova em
branco; T = volume (mL) de HCI 0,5 mol L' usado na titulagdo do tratamento
(microcosmos); eq = equivalente-grama do carbono (igual a 6); MHCI = concentragao
molar da solugdo padronizada de HCI; Fc = fator de correcdo da molaridade de
acido/base (mol L' HCI / mol L' NaOH); Mc = massa de solo seco (em kg) no
microcosmo.

Com isso a respiragao foi avaliada diariamente e os resultados foram

apresentados na forma de respiracdo acumulada.
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3.4.2. Atividade hidrolitica microbiana do solo

O diacetato de fluoresceina (FDA) € um composto incolor utilizado para avaliar
a atividade hidrolitica em solos. Este substrato € hidrolisado tanto por enzimas
extracelulares quanto parietais, liberando como produto a fluoresceina que é
mensurada em espectrofotdmetro (Adam e Duncan, 2001).

Amostras de solo (2,0 g) foram utilizadas do 7° e 50° dia e transferidas para
frascos Erlenmeyer (125 mL). Em seguida, foram adicionados 15 mL de tamp&o
fosfato (60 mmol L'; pH 7,6) e 0,2 mL de solugdo de FDA (1000 ug mL-"', preparada
em acetona), em triplicata. Os frascos foram fechados, agitados manualmente e entao
incubados em agitador orbital (30 °C; 100 rpm) por 20 min. A reagéo foi finalizada com
a adicao de 15 mL de solugao de cloroférmio/metanol (2:1, v v-') e os frascos agitados
vigorosamente. Apds, o conteudo foi alocado em tubos de centrifuga (50 mL) e
centrifugados por 10 min a 7.000 rpm. O sobrenadante foi coletado, filtrado utilizando
papel filtro, e a absorbancia do filtrado foi mensurada em espectrofotémetro a 490 nm.
Foram realizados controles contendo solo e tampao, mas sem FDA. Estes controles
foram utilizados como “zero” para a mensuragao da absorbancia. A quantidade de
fluoresceina liberada (ug fluoresceina g' solo seco) foi determinada através de curva

padrao de fluoresceina (Adam e Duncan, 2001).

3.4.3. Contagem de microrganismos do solo: diluicao e preparo das amostras

para contagem de microrganismos

As contagens foram realizadas nas amostras do 7° e 50° dia apds a adigéo dos
agroquimicos em cada tipo de solo. Aproximadamente 5 gramas de cada frasco foram
retiradas de forma asséptica, e incubados no meio: Agar Nutriente para contagem de
bactérias totais e fungos totais. Para diluicdo das amostras foram adicionados 5,0 g
de solo a um Erlenmeyer contendo 95 mL de uma solugdo de pirofosfato de sddio
0,1% (p/v). Apds agitagdo por 30 minutos, em mesa agitadora a 1500 rpm, foram
feitas diluicbes decimais em série, de 10" a 10-'°.

Em seguida, aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram transferidas pelo

método Pour plate para placas de Petri contendo meio de cultura. As placas foram
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acondicionadas em saco plastico com o objetivo de evitar o ressecamento do meio de

cultura.

3.4.4. Microrganismos totais

Para contagem do numero total de microrganismos foi utilizado o meio de
cultura Agar Nutriente, as amostras foram incubadas em duas estufas BOD, com
temperaturas a 28 £ 2 °C, em auséncia de luz. As contagens foram feitas a cada 24
horas em um contador de col6énias com 6x de aumento, até ndo se constatar nenhum
aumento do numero de colbnias, conforme metodologia proposta por Olsen e Bakken
(1987) e Sorheim et al. (1989).

3.4.5. Fungos totais

Foi utilizado o meio de Martin (1950), para contagem do numero total de fungos
constituido por 1.000 mL agua, 10 g agar, 1 g KH2PO4, 1 g MgS04.7H20, 5 g peptona
e 10 g dextrose. Foi ajustado o pH 5,5, acrescido de 70 mg mL-! de rosa de bengala.
O meio foi autoclavado por 15 min e acrescido com 0,1 g L' de uma mistura de
antibiético no momento da incubacgao. A incubagao das culturas foi realizada a 38 £ 2
°C por trés dias. As contagens foram feitas em contador de col6nias com 6x de

aumento.

3.4.6. Bactérias Fixadoras de Nitrogénio

Amostras de cada solo foram homogeneizadas. O ensaio comegou com a
diluicdo seriada em solugdo salina esterilizada (0,85% de NaCl). As diluigbes
escolhidas foram 107, 107® e 1077, que foram semeadas por espalhamento em placas
de Petri contendo meio de cultura YMA (yeast extract, manitol, agar) com vermelho
Congo (Vincent, 1970). Apds a semeadura, as placas foram incubadas invertidas a 28
1 2 °C por um periodo de cinco a oito dias. Apds a incubagao, contou-se o numero de
colénias formadoras de unidade (UFC) em cada diluigdo e calculou-se a média das
contagens. Em seguida, a média de UFC foi multiplicada pela diluigdo correspondente

e pelo fator de correcao de 10 (para converter a aliquota de 100 pyL para 1 mL),
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resultando na determinagao do numero de UFC por grama.

3.4.7. Carbono da Biomassa Microbiana

O carbono da biomassa microbiana foi determinado conforme as metodologias
descritas por Ferreira et al. (1999) e Gogoi et al. (2021), realizando coletas aos 7 dias
e ao final do experimento, aos 50 dias. O método da Irradiagao-Extracao consiste na
utilizacdo da energia eletromagnética (micro-ondas) para promover o rompimento
celular, liberando os compostos intracelulares para posterior extragéo e quantificagao
do carbono. A determinacao foi feita pela diferenca entre as quantidades de carbono
da amostra irradiada e outra que nao sofreu esse tratamento, submetida aos mesmos
procedimentos. A extracao foi feita com sulfato de potassio 0,5 M e a quantificacao foi
realizada por titulacdo de uma aliquota do extrato que foi oxidada com excesso de
dicromato de potassio 0,066 M em meio acido e determinado esse excedente com
sulfato ferroso amoniacal 0,03 M. O carbono de biomassa foi determinado pela

equacéao do carbono da biomassa microbiana.

Equacao 9 - Equagao do carbono da biomassa microbiana.

(v, — Vgm) - (concentragao sulfato ferroso) - 3 - 1000 - (volume extrator)

(volume extrator) - (peso do solo)

Fonte: Teixeira et al. (2017)

Onde: Vb — média volumes gastos na titulagdo dos brancos; Vam — média dos
volumes gastos na titulagdo das amostras; Concentracao de sulfato ferroso — 0,03 M
(mols) resultado da reagéo entre C:O7” que reage com Fe?* multiplicado pelo nimero
de mol de Cr207 que reage com monoxido de carbono, multiplicado pela massa
atdbmica de C (12); 1000 fator de conversao de unidades; Volume extrator 40 mL 0,05

M; Volume extrato 10 mL.

3.4.8. Atividade da desidrogenase
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Foi determinada a atividade da desidrogenase com coletas no inicio 7 dias e
no final do experimento 50 dias. Foram pesados 3 g de solo seco (< 2 mm) em tubo
de ensaio 18 x 180 mm, adicionado 0,03 g de carbonato de calcio, 0,5 mL de cloreto
de 2,3,5-tripheniltetrazolio (TTC) (Carbonell et al., 2000) e 1,3 mL de agua destilada.
A mistura foi homogeneizada, os tubos vedados com filme plastico PVC e colocados
em banho maria a 37 °C por 24 horas. Apés esse periodo a amostra foi diluida com
metanol para a extragao de todo o TFF (Trifenilformazan) transformado com até 30
mL de metanol filtrado em papel de filtro e a intensidade da cor vermelha foi medida
em espectrofotdmetro com absorbancia de 485 nm.

A atividade enzimatica desidrogenase foi determinada pela equacédo da

atividade enzimatica da desidrogenase, conforme Casida et al. (1964).
Equacao 10 — Atividade enzimatica da enzima desidrogenase.
vex-d
At =
p

Onde: v — volume da amostra; x — equacgao da curva padrao; d — diluicdo da

enzima; p — peso seco da amostra.

3.5. Estudos em vasos com plantio de cana-de-agucar

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a
Universidade Estadual de Minas Gerais, Unidade Frutal — MG, foi utilizado
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo controle (Sem bactérias e
insumos, seis tratamentos (apenas B. subtillis e insumos em isolodado e em
combinagao (Mix), todos com quatro repeticbes. Foram utilizados vasos de 1 L
contendoconsiderando cada vaso como unidade experimental (parcela).

Os vasos foram colocados em estufa em area nivelada sem vegetagao arborea
proxima, evitando interferéncias da exposicdo dos vasos a radiacdo solar. Foram
utilizados vasos, com furos, para drenagem e evitar a perda de solo.

O plantio nos vasos foi feito manualmente, utilizando gemas com idade
fisiologica de 10 meses da variedade IACCTCO072361. No experimento conduzido em

vasos foram realizadas as mesmas analises fisico-quimicas aplicadas no experimento
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em microcosmos, com excegcdo da atividade respiratéria. Ao final do periodo
experimental dias, procedeu-se as analises de biometria das plantas. Nas folhas foi
avalido operfil metabdlico e a determinacéo dos teores de Ca, Cu, Fe, K, Mg e Zn, por
meio de espectrofotometria de absorg¢ao atdbmica, além da quantificagdo do nitrogénio

total.

3.5.1. Biometria das mudas de cana-de-agucar

3.5.1.1. Altura da planta

A altura (cm) foi determinada medindo-se da base da planta até a ligula da folha

+ 1 (sistema de numeracéo de Kuijper) utilizando régua graduada.

3.5.1.2. Comprimento e densidade das raizes

O tamanho das raizes foi determinado com auxilio de régua graduada. A
determinacdo de densidade de raiz foi realizada visualmente através de

estabelecimento de escala propria (Muito, Médio e Pouco denso).

3.5.1.3. Matéria fresca

Foi determinada a massa de matéria fresca da parte aérea e da raiz,
desmembrando a planta em parte aérea (colmo, folhas verdes e folhas secas/palha)

e raizes.

3.5.2. Determinacao de macro e micronutrientes nas plantas

Foi utilizado o método Kjeldahl para determinagao de nitrogénio total (Yasuhara
e Nokihara, 2001). Utilizou-se 100 mg de amostra seca moida colocando-as em tubos
de ensaio para biodigestdo acrescentando 200 mg da mistura digestora e 3 mL de
acido sulfarico. Para biodigestao colocou-se o material do tubo de ensaio em um bloco

digestor por periodo de 1 hora a 350 °C, atingindo uma coloragédo clara, apos a
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digestao acrescentar 2 mL de agua destilada. Apos a digestdo as amostras foram
encaminhadas para o destilador de nitrogénio, iniciando o processo de destilagao.
Apos a destilagdo a amostra foi titulada com HCL 0,05 N, até atingir o ponto de virada

Rosa.

3.5.3. Espectrofotometria de absorgao atobmica

Para a analise de digestao utilizou-se aproximadamente 100 mg de matéria
seca moida que foi colocada em tubo de ensaio para digestao, acrescentando 200 mg
da mistura digestora e 3 mL de acido sulfurico. Colocou-se o tubo de ensaio com o
material no bloco digestor (em capela) até atingir 350 °C para fazer a digestado por
periodo de aproximadamente 1 hora ou até que a amostra atingisse uma coloragao
clara. Apods a digestao deixou-se a amostra esfriar e adicionou-se de 2 a 3 mL de agua
destilada. Apds a digestdao completa, o extrato digerido foi transferido para baldo de
50 mL onde o volume foi completado com agua desmineralizada. Uma aliquota de
cada amostra foi colocada em tubo de ensaio e posteriormente encaminhada para o
Laboratorio Central da FCAV/UNESP, Campus Jaboticabal, para determinagao por
espectrofotometria de absorcdo atdomica (EAA). Outra parte foi guardada como
contraprova.

A determinagéo da concentracao residual dos metais (Ca, Cu, Fe, K, Mg e Zn)
nas folhas de cana-de-acgucar, foi realizada em espectrometro de absorcédo atdmica
(EAA) modelo GBC 932 AA. A espectrofotometria de absorgao atdmica baseia-se no
principio em que atomos livres no estado fundamental podem absorver luz em um
determinado comprimento de onda. A quantidade de radiagdo absorvida é
proporcional a concentragao de atomos que estao absorvendo e presentes na amostra
(West e Crouch, 2005).

3.6. Perfil metabdlico por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
de 'H)

Para a obtencdo dos extratos para analise, utilizou-se a metodologia descrita

por Kim et al. (2010), com a obtengao de 50 mg de folhas secas submetidos a extragao
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com uma combinagao de 0,75 mL de solugédo tampéo de KH2PO4 em D20 (pH 6,0),
contendo 0,01% (m v') do TSP-d4 e 0,75 mL de metanol-d4. Apds a mistura dos
solventes as amostras foram agitadas por 1 min em vortex. Em seguida, colocadas
em banho de ultrassom por 20 min e centrifugadas a 17.000 rpm, obtendo-se 800 uL
do sobrenadante que foram transferidos para tubos de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN) (z 5 mm). Assim o ensaio foi conduzido em
espectrometro de RMN (Avance Neo 600 MHz, Fallanden, Switzerland).

Os espectros de RMN de 1H foram adquiridos a 300 K com janela espectral de
12 ppm, numero de pontos 64k, com pré-saturacdo do sinal de HDO, 128
promediagdes, tempos de aquisicdo (AQ) e recuperagdo (d1) de 2,6 s e 5 s,
respectivamente. Todos os espectros foram obtidos utilizando-se a sequéncia de
pulsos zgcppr e calibrados pelo sinal do TSP-d4 em 0,00 ppm. As fases e linhas de
base foram corrigidas automaticamente utilizando o programa Chenomx NMR Suite
9.0 (Chenomx Inc., Edmonton, Canada).

Neste mesmo programa foram realizadas as identificagdes (putativas) dos
compostos por comparagao dos espectros obtidos com aqueles de substancias puras
que estavam no banco de dados. Além disso, utilizou-se a area do sinal do TSP-d4

como referéncia para a quantificacdo dos metabdlitos.

3.7. Analise estatistica e tratamento dos dados

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o software
Microsoft Excel® 2013. O primeiro passo dessa analise consistiu no céalculo das
meédias e do erro padrao das repeticoes, proporcionando uma visao geral da tendéncia
central dos dados. A analise de variancia (ANOVA) foi entdo aplicada para verificar se
existem diferengas significativas entre os tratamentos, utilizando o teste F. AANOVA
€ uma ferramenta poderosa que avalia a influéncia de uma ou mais variaveis
independentes sobre uma variavel dependente, como a atividade de B. subfilis no
solo. Apés a ANOVA, o teste de Tukey foi empregado para realizar comparagdes
multiplas entre as médias dos tratamentos, permitindo identificar quais grupos diferem

significativamente (p-valor < 0,05).
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Os dados foram coletados em diferentes momentos durante a incubacgao dos
microcosmos, como no 7° e 50° dia, em que a coleta de amostras compostas a partir
de subamostras do solo garantiu que as analises fossem representativas e
minimizassem a variabilidade espacial.

A metodologia de Andlise de Componentes Principais (PCA) foi empregada
como uma ferramenta estatistica fundamental para a redugcéo de dimensionalidade
dos dados e a identificagdo de padrdes subjacentes. Inicialmente, os dados coletados
foram normalizados para garantir que todas as variaveis contribuissem igualmente
para a analise, evitando assim que variaveis com escalas amplamente diferentes
influenciassem indevidamente os resultados. Em seguida, foi calculada a matriz de
covariancia, da qual extraiu-se os autovalores e autovetores, permitindo a
identificacdo das combinagdes lineares das variaveis originais que explicam a maior
parte da variabilidade dos dados. Os principais componentes foram selecionados com
base na proporgao da variancia explicada, garantindo a retencédo de componentes que
capturassem a esséncia dos dados. Por fim, as proje¢gdes dos dados originais nos
novos eixos definidores dos principais componentes foram visualizadas em graficos
de disperséao, facilitando a interpretacdo e a analise comparativa dos diferentes

fatores, tratamentos e parametros utilizados neste estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao do solo de estudo

Os resultados da caracterizagdo do solo utilizado no experimento indicaram que a
textura e a composi¢cao do solo in natura permitem classifica-lo como franco-argilo-
siltoso, de acordo com o tridngulo de classes texturais do IBGE (2015), conforme

apresentado na Tabela 4 e ilustrado na Figura 6.

Tabela 4. Medidas granulométricas obtidas para o solo in natura (pré-experimento).

Dados Valores Relagao Valores

Umidade residual, kg kg 0,2486 f — fator de corre¢do de umidade 1,0254

mi— massa inicial da amostra, g 20 Sm — Soma:cona~das massas de 0,9070
racéo, g

Mat — Massa areia total, g 30267 1o concentra(iz(zg deareiafina, g 497 g1

Maf — Massa areia fina, g 35013 %0~ concentraé:all(c;_ﬁie arela grossa, 24,04

Mas — Massa de silte + argila, g 0,3562 Ts — concentragao de silte, g kg 291,52

Mar — massa argila, g 0,2272 Tar —concentragao de argila g kg™ 486,43

Rv — Raz&o do volume pipetado + 0,025

volume total

Fonte: Autor.
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Figura 6. Tridngulo, guia de classe textural dos solos.
Fonte: Adaptado de Santos et al. (2025).
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Afertilidade do solo franco-argilo-siltoso € importante para a produg¢ao de cana-
de-agucar, demandando um enfoque na adubacdo equilibrada de macro e
micronutrientes (Oliveira et al., 2017). Para solos com boa capacidade de troca
cationica (CTC) e adequada retencdo de agua, torna-se essencial a adigéo
balanceada de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K), bem como a realizagao de
corregbes para micronutrientes, como zinco (Zn), boro (B), ferro (Fe) e cobre (Cu),

além da incorporacéo de matéria orgénica (Oliveira et al., 2017).

4.2. Interagoes dos agroquimicos com o solo em microcosmos

A analise das interagdes entre os agroquimicos e o solo em condigdes
controladas de microcosmos (in vitro) possibilitou compreender os efeitos imediatos
dos diferentes tratamentos sobre as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do solo.
Oos resultados indicam que o tempo de avaliagao exerceu forte influéncia negativa
significativa sobre as variaveis microbiolégicas, enquanto os insumos promoveram
respostas diferenciadas, em relagéo a atividade enzimatica e aos grupos microbianos,
com efeitos dependentes do periodo de avaliagao para varias variaveis.

Na Tabela abaixo, s&o apresentadas as relagdes entre as variaveis analisadas
e os tratamentos aplicados, evidenciando as alteragdes decorrentes da associagao de

B. subtilis com os diferentes insumos agricolas (Tabela 5).



41

Tabela 5. Relagao entre as variaveis fisico-quimicas do solo e os tratamentos para o
Microcosmos.

Semana Fatores
pH U% Desi. CB AH BT FT BN
1@ 6,10 40,24a 81,65a 57,15 1,07a 18,8x10%a 249,28a 97,21x10% a
72 6,02 37,88b 62,95b 46,22 0,65b 2,7 x10%b 48,46b 1,31x10% b
Insumos
Solo 6,19 37,41c 62,89cd 52,10 0,51d 30,0x10%  179,75ab 54,65x10° a
Bs 5,96 39,790 84,32ab 50,53 0,70cd 8,7x10%b 106,37¢c 49,66x103%ab
C+Bs 5,93 36,81c 97,76a 53,12 1,05ab 3,8x10%b 168,12b 51,68x10%
G+Bs 6,09 39,31b 78,53b 42,91 0,89bc 8,2x10%b 116,12c 50,65x10%a
T+Bs 6,23 42,10a 55,89d 37,97 0,78bcd 7,4x10%b 179,75ab 51,11x10%a
B+Bs 6,12 40,19 56,06d 59,72 0,90bc 4,9x10%b 70,75c 34,54x10%b
M+Bs 591 37,41c 70,63bc 65,46 1,22 a 12,2x10%b 221,252 52,52x108%a

Causas de Variagao
F(semana) 1,03 114,82** 61,76 1,76"  76,53** 34,42** 581,60** 1234,37**

Finsumos)  1,73™  40,34*  2449* 0,73  13,09* 6,07** 22,66** 3,42+
i'“s”"‘“ 1,81" 0,967 568  0,30"  528* 6,81** 21,92** 3,44
semana
CV (%) 4,54 2,10 12,31 59,66 20,67 54,88 20,92 20,73

Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g' de solo h''; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subfilis).

Médias seguidas de mesma letra, nao diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *
e ** = Significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Nao
significativo pelo teste F. CV (%) = Coeficiente de variagéo.

Fonte: Autor.

A avaliagado do efeito do tempo sobre as populacées microbianas também
revelou padrdes relevantes. Na analise realizada aos 7 dias, observou-se um aumento
simultdneo das populagdes de fungos, bactérias totais e bactérias fixadoras de
nitrogénio, indicando um periodo de crescimento microbiano acelerado. Esse efeito ja
foi documentado como resposta inicial de microrganismos a aplicagdo de
agroquimicos, conforme relatado por Hellequin et al. (2020). Segundo Martins et al.,
(2025), a microbiota pode mineralizar temporariamente agroquimicos, como
herbicidas, utilizando-os como fonte de energia, o que resulta em aumento
populacional. No entanto, tais incrementos iniciais tendem a ser seguidos de reducgao
ao longo do tempo, comportamento também descrito por Huang et al. (2021) para o
género Bacillus em rizomas de cana-de-agucar. O que foi também observado neste
estudo para B. subitilis para os parametros avaliados FT e BT considerando o fator

tempo.
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Ao compararmos os tratamentos utilizados, observou-se que, para o parametro
de umidade (U%), o tratamento Bs apresentou valores superiores ao controle. No
entanto, o maior valor geral de umidade foi registrado no tratamento T+Bs. Quanto a
atividade de desidrogenase (Desi.), os tratamentos C+Bs e Bs apresentaram os
maiores valores. Em relacao a atividade hidrolitica, os tratamentos Mix+Bs e C+Bs,
apresentaram os maiores valores.

Para a contagem de bactérias totais, o tratamento Solo apresentou o maior
valor, enquanto os demais ndo diferiram estatisticamente entre si. Em relagdo aos
fungos totais, os maiores valores foram observados nos tratamentos M+Bs, T+Bs e
Solo. Quanto as bactérias fixadoras de nitrogénio, os maiores valores foram nos
tratamentos Solo, C+Bs, G+Bs, T+Bs e M+Bs, enquanto o tratamento Bs nao diferiu
estatisticamente do B+Bs.

A andlise da umidade do solo (U%) evidenciou diferencas significativas entre
os tratamentos avaliados. O tratamento T+Bs apresentou os maiores valores de
umidade (42,10%), seguido pelo tratamento B+Bs (40,19%). Em contraste, os
menores valores de umidade foram observados nos tratamentos C+Bs e M+Bs,
sugerindo que determinados insumos quimicos podem interferir na dinamica hidrica
do solo, possivelmente por alteragdes na atividade microbiana ou nas propriedades
fisicas relacionadas a retengao de agua. Comparando o tratamento controle com o
tratamento Bs, observou-se incremento de 37,41% para 39,79%, o que pode estar
associado a inoculacdo com B. subtilis. Esse resultado pode indicar alteragcbes na
atividade biolégica do solo, possivelmente relacionadas a produgdo de metabdlitos
microbianos e a modificagdo da estrutura dos agregados do solo, fatores que podem
influenciar a dindmica hidrica do sistema.

As oscilagdes na umidade do solo também podem estar associadas a atividade
microbiana. Solos com maior biomassa microbiana tendem a apresentar melhores
condi¢des hidricas, como observado em estudos com outros organismos, nos quais
Trichoderma harzianum libera substancias que contribuem para a retengédo de agua
no solo (Eastburn e Butler, 1991). Esse aumento na umidade é fundamental para o
desempenho da cultura da cana-de-agucar, ja que a disponibilidade adequada de
agua favorece processos como germinacao, crescimento inicial e absorcdo de

nutrientes.
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A maior umidade registrada no tratamento T+Bs reforca que consorcios
microbianos sdo capazes de melhorar a estrutura fisica do solo e aumentar sua
capacidade de retencgao hidrica. Estudos demonstram que B. subtilis forma biofilmes
ricos em substancias exopoliméricas, tornando o solo mais hidrofilico e reduzindo sua
repeléncia a agua, efeito evidente principalmente em solos de textura arenosa
(Prabhukhot et al., 2023; Gutierrez et al., 2022).

Em contraposicdo, os tratamentos C+Bs e M+Bs apresentaram valores
inferiores de umidade. Esses resultados indicam que a combinac¢ao de B. subtilis com
alguns produtos quimicos pode reduzir a eficiéncia da bactéria na manutencéao da
agua no solo. Como consequéncia, a umidade reduzida pode favorecer condigbes de
estresse hidrico, que podem prejudicam processos fisioldgicos essenciais, como
fotossintese, absor¢do de nutrientes e crescimento das plantas, conforme
demonstrado por Song et al. (2012). Assim, fica evidente que a interagcdo entre
bioinsumos e agroquimicos deve ser cuidadosamente avaliada para evitar a perda de
beneficios microbianos importantes.

Em nossos resultados, ao comparar o tratamento controle (62,89 ug TPF g™
de solo h™") com o tratamento inoculado apenas com B. subtilis (84,32 ug TPF g™ de
solo h™), observou-se que a inoculagao da bactéria isoladamente promoveu um
aumento na atividade de desidrogenase. O maior valor foi registrado no tratamento
C+Bs (97,7 ug TPF g™ de solo h™), indicando elevada capacidade das comunidades
microbianas em desempenhar fungdes metabdlicas associadas a qualidade biolégica,
fertilidade do solo e crescimento vegetal.

Contudo, esses achados nao corroboram os resultados relatados por Han et al.
(2025), que observaram a reducao da atividade de desidrogenase apds a aplicagao
de piraclostrobina, embora tenham se baseado em solos diferentes dos utilizados
neste estudo. Assim, esta divergéncia pode estar relacionada as diferengas no tipo de
solo, nas doses aplicadas ou na interagao especifica entre o fungicida e a microbiota
presente. A inoculacdo com B. subtilis mostrou-se particularmente eficiente em
estimular a atividade microbiana, favorecendo a saude e a fertilidade do solo, como
também relatado por Yadav et al. (2021). A desidrogenase, por refletir a intensidade

da oxidacdo da matéria organica, indica maior eficiéncia nos processos de
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mineralizagdo e consequentemente maior disponibilidade de nutrientes as plantas
(Attademo et al., 2021).

Além disso, a variavel desidrogenase apresentou interagdo significativa entre
tratamentos e semanas, evidenciando que a atividade respiratéria microbiana
responde de maneira diferenciada ao manejo aplicado e a evolugao temporal do

sistema (tabela 6).

Tabela 6. Interacéo de fatores para a atividade da desidrogenase.

Tratamentos

0,
Sem.  —gilo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs F (5%)
18 71,07CDa _ 87,96BC 122,17Aa  91,00Ba 6542Da 6057D  73,35BCD 22,35
72 54,71BCDb 80,69A  73,36ABb 66,06ABCb 46,35Db 51,55CD 67,90ABC  7,82**
F(5%) 6,75" 1,33ns __ 60,09% _ 15,68* 917 _ 2,05ns __ 0,75ns

Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g' de solo h''; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).

Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Nao significativo pelo teste F.

A atividade das desidrogenases € um dos indicadores mais sensiveis da
atividade microbiana no solo, pois reflete diretamente processos metabdlicos
relacionados a decomposi¢ao da matéria organica e a ciclagem de nutrientes. Essas
enzimas participam de reacdes de oxirreducdo essenciais para o metabolismo
microbiano, atuando na transferéncia de elétrons para aceitadores como oxigénio ou
nitrato (Bandyopadhyay e Maiti, 2021).

Na 12 semana, observaram-se valores mais elevados em alguns tratamentos,
destacando-se C+Bs, que apresentou a maior atividade (122,17Aa), diferindo
estatisticamente de todos os demais. Esse resultado indica forte estimulo inicial a
atividade oxidativa microbiana, possivelmente devido a rapida disponibilizagcao de
substratos organicos facilmente decomponiveis. Outro tratamento com resposta
elevada foi G+Bs (91,00Ba), enquanto Bs, M+Bs, Solo e T+Bs apresentaram valores
intermediarios. O menor valor inicial foi registrado para B+Bs (60,57D), sugerindo que,
nesse caso, a combinagdo utilizada n&o exerceu estimulo imediato sobre a

comunidade microbiana.
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Na 72 semana, verificou-se um comportamento distinto, com redugéo geral da
atividade enzimatica na maioria dos tratamentos, embora alguns tenham mantido
valores relativamente altos. O tratamento C+Bs permaneceu entre os maiores
(73,36ABD), indicando efeito mais duradouro ao longo do tempo. Em contrapartida,
tratamentos como T+Bs (46,35Db) e B+Bs (51,55CD) exibiram quedas acentuadas,
reforcando que o estimulo inicial associado a esses tratamentos € transitério. O
tratamento Solo também apresentou declinio claro (71,07CDa para 54,71BCDb), o
que é consistente com a diminui¢cdo natural da atividade enzimatica a medida que os
microrganismos consomem o0s substratos labeis presentes no inicio do experimento.

Os valores da analise de variancia confirmam essa dindmica temporal: o F geral
para semanas (22,35** na 1% semana e 7,82** na 72 semana) indica diferengas
significativas ao longo do tempo. Além disso, varios tratamentos apresentaram
contrastes marcantes entre as semanas, destacando-se C+Bs (60,09), G+Bs (15,68),
e T+Bs (9,17), todos com elevada significancia estatistica. Esses resultados mostram
que tais tratamentos sofrem oscilagées expressivas na atividade da desidrogenase,
reforcando seu carater sensivel as mudancas na disponibilidade de carbono e aos
ciclos metabdlicos microbianos.

No tratamento C+Bs, a manutencao de altos niveis de atividade enzimatica
sugere intensa atividade respiratoria da microbiota. Esse comportamento pode ser
explicado, em parte, pela capacidade de B. subtilis de secretar compostos bioativos
que estimulam o crescimento microbiano (Qiao et al., 2024). Além disso, a
piraclostrobina pode ter promovido a morte de microrganismos sensiveis, liberando
substratos organicos que servem de recurso adicional para microrganismos tolerantes
(Feng et al., 2020), contribuindo para a elevagao da atividade enzimatica observada.

Nos tratamentos B+Bs e T+Bs, a atividade da desidrogenase foi reduzida. O
Biozyme®, um fertilizante liquido rico em macro e micronutrientes, pode gerar efeitos
toxicos em microrganismos, inibindo processos metabdlicos essenciais (UPL, 2025).
O Tricodermil®, contendo Trichoderma harzianum, pode liberar compostos que inibem
outros microrganismos para favorecer seu proprio crescimento, o que também pode
explicar a reducéo observada na atividade enzimatica (Qiao et al., 2024).

Os dados de CB nao apresentaram diferencas significativas entre os

tratamentos. Esse comportamento pode estar associado as limitagdes impostas pelo



46

sistema de microcosmos, que reduz a complexidade das interagdes ecoldgicas e
restringe a ciclagem natural de nutrientes (Wilkerson e Olapade, 2020).

A analise da atividade de fluoresceina, indicador amplamente utilizado para
avaliar a atividade hidrolitica do solo, mostrou que os tratamentos M+Bs e C+Bs
apresentaram os maiores valores, alcangando 1,22 e 1,05 ymol p-NP g de solo h™',
respectivamente. Esses resultados refletem elevado potencial de mobilizagado de
nutrientes, especialmente fésforo, elemento essencial para o desenvolvimento da
cana-de-agucar (Adesemoye e Kloepper, 2009). Resultados semelhantes foram
descritos por Zhang et al. (2019), que também observaram aumento da atividade
hidrolitica em tratamentos contendo Comet®.

O tratamento M+Bs destacou-se como o mais eficiente na promog¢ao da
atividade hidrolitica, sugerindo que a combinagdo de multiplos insumos intensifica a
decomposi¢cdo da matéria organica e a liberagdo de nutrientes. Essa interpretagcao
esta alinhada a estudos que demonstram que misturas de insumos organicos e
microbianos favorecem um ambiente mais propicio a proliferagdo microbiana,
aumentando a atividade enzimatica do solo (Sanchez-Monedero et al., 2008; Berg et
al., 2019; Wilkerson e Olapade, 2020). Tal comportamento reforca a hipotese de que
interacdes sinérgicas entre diferentes inoculantes ampliam os efeitos benéficos sobre
a fertilidade bioldgica e a funcionalidade do solo (Han et al., 2007; Ahmed et al., 2023).

Além disso, a elevada atividade hidrolitica no tratamento M+Bs sugere maior
eficiéncia na decomposigdo da matéria organica e consequente aumento na
disponibilidade de nutrientes, corroborando outros trabalhos que destacam o papel de
inoculantes microbianos na promogao da atividade enzimatica (Avis et al., 2008;
Huang et al., 2021; Wilkerson e Olapade, 2020). Estudos recentes apontam ainda que
espécies de Bacillus sao capazes de estimular atividade hidrolitica por meio da
secrecao de enzimas extracelulares e do aumento da atividade microbiana associada
a rizosfera (Alves et al., 2023; Daunoras et al., 2024), o que contribui para explicar os
valores superiores observados quando B. subtilis é utilizado em combinagdo com
outros insumos.

No tratamento C+Bs, que contém piraclostrobina, observou-se o segundo maior
valor de atividade hidrolitica. A piraclostrobina apresenta persisténcia moderada a alta

no solo, com meias-vidas de DT50 = 60 dias e DT90 = 282 dias, permanecendo
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biodisponivel e potencialmente capaz de influenciar a atividade metabdlica microbiana
e a estrutura da comunidade (Fulcher et al., 2014; Feng et al., 2020). Seu elevado
coeficiente de sorgao, responsavel pela forte ligagado as particulas do solo, também
pode modular sua disponibilidade e interagdes bioldgicas conforme as condigbes de
umidade (Cusaac et al.,, 2017). Esses fatores ajudam a explicar o aumento da
atividade hidrolitica observado no tratamento C+Bs.

A atividade hidrolitica apresentou interagao significativa entre tratamentos e
semanas, refletindo mudangas expressivas na dindmica microbiana e na

disponibilidade de substratos ao longo do tempo (Tabela 7).

Tabela 7. Interacao de fatores para a atividade da hidrolitica.

Tratamentos F (5%)

Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs

12 0,76Ca 0,92BCa 1,16B 1,11BCa 0,85BC 1,02BC 1,72Aa 12,46**

78 0,27Cb 0,48BCb  0,94A 0,67ABb 0,72AB 0,78AB 0,72ABb 5,91*

F (5%) 14,54 12,33*  2,75" 11,80** 0,94  3,48™  62,36**

Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g' de solo h''; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subfilis).
Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiusculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel
de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = N&o significativo pelo teste F.

Semanas

Na 12 semana, observaram-se valores relativamente elevados na maioria dos
tratamentos, com destaque para M+Bs, que apresentou a maior atividade hidrolitica
(1,72Aa), indicando forte estimulo inicial a degradacdo de compostos organicos.
Tratamentos como C+Bs (1,16B) e G+Bs (1,11BCa) também exibiram respostas
consideraveis, sugerindo rapida liberagdo de carbono labil e intensa mobilizagao
enzimatica no inicio do experimento. Por outro lado, tratamentos como T+Bs (0,85BC)
e solo (0,76Ca) apresentaram valores mais baixos, refletindo menor estimulo inicial a
atividade enzimatica.

Na 72 semana, houve queda generalizada da atividade hidrolitica em todos os
tratamentos, um padrao tipico de sistemas em que 0s microrganismos ja consumiram
a maior parte dos substratos facilmente disponiveis. Os valores reduziram-se para
niveis entre 0,27 e 0,94, com as maiores atividades registradas para C+Bs (0,94Aa) e
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M+Bs (0,72ABDb), ainda que ambos apresentem reducgao significativa em comparagao
a semana inicial. Essa persisténcia relativa indica que esses tratamentos mantém
algum nivel de liberacdo de compostos orgénicos ou sustentam comunidades
microbianas capazes de manter atividade hidrolitica mesmo apds a fase inicial de
adaptacao.

O tratamento Bs, que apresentou 0,92BCa na 12 semana, sofreu queda
pronunciada para 0,48BCb, refletindo perda de estimulo enzimatico ao longo do
tempo. Um comportamento semelhante foi observado em G+Bs (1,11BCa para
0,67ABb) e B+Bs (1,02BC para 0,78AB), confirmando o padrao de estabilizagao ou
declinio da atividade hidrolitica a medida que o sistema progride para uma fase de
menor disponibilidade de substratos.

Os valores de F reforcam a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre as semanas e entre os tratamentos dentro de cada semana.
Destacam-se especialmente M+Bs (F = 62,36), que apresentou o maior contraste
temporal, seguido por Bs (12,33), Solo (14,54) e G+Bs (11,80) indicando que os
tratamentos respondem de maneiras distintas ao longo do tempo. O F geral entre
semanas (12,46 na 1% e 5,91* na 7?) confirma que o fator temporal exerce forte
influéncia na atividade hidrolitica.

Por fim, ndo foram encontrados estudos que avaliem especificamente a
interacao entre B. subtilis e piraclostrobina na cultura da cana-de-agucar com enfoque
nos atributos biolégicos testados neste trabalho, o que reforga a originalidade e a
relevancia dos resultados obtidos. Estes achados indicam que a associacédo entre
inoculantes microbianos e insumos agricolas € capaz de potencializar a atividade
hidrolitica do solo, favorecendo a decomposi¢édo da matéria organica, a mobilizagao
de nutrientes e a dinamizagao da microbiota.

A analise das populagdes de bactérias totais (BT), fungos totais (FT) e bactérias
fixadoras de nitrogénio (BN) revelou diferencas significativas entre os tratamentos,
reforcando a hipotese de que insumos especificos podem criar um ambiente favoravel
para microrganismos benéficos (Huang et al., 2021; Niu et al., 2021). A relevancia de
Bacillus subtilis é destacada por sua capacidade de produzir compostos bioativos,
como lipopeptideos, que atuam ndo apenas como agentes de biocontrole contra
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patdogenos, mas também como promotores de condigdes propicias para o crescimento
de microrganismos benéficos (Cawoy et al., 2011).

Apesar dos efeitos positivos observados na umidade e na atividade microbiana
do solo, verificou-se uma redugédo no numero total de bactérias (BT), que passou de
30 x 10 no tratamento solo para 8,7 x 10®* UFC mL™" no tratamento Bs. O mesmo
padrao foi observado para os fungos totais (FT), que diminuiram de 179,75 para
106,37 UFC mL™, e para as bactérias fixadoras de nitrogénio (BN), que passaram de
54,65 x 102 para 49,66 x 10®* UFC mL™.

Esse comportamento pode ser interpretado como resultado de um processo de
selecao ecoldgica, no qual a introdugdo de microrganismos exdgenos promove
competicdo, reorganizagao e ajuste das comunidades microbianas ja estabelecidas
no solo, conforme discutido por Gadhave et al. (2018). Além disso, essa seletividade
reflete a capacidade competitiva e colonizadora de B. subtilis, capaz de modificar
microambientes do solo e influenciar a disponibilidade de nutrientes (Xu et al., 2022;
Gu et al., 2021; Blake et al., 2020; Vasques et al., 2024). Dessa forma, mesmo com a
reducdo de algumas populagdes microbianas, a introdugdo de B. subtilis pode
favorecer o estabelecimento de comunidades mais eficientes e funcionais,
beneficiando o desenvolvimento da cana-de-acucar.

Por fim, a reducéo observada no tratamento Biozyme® + B. subtilis (B+Bs) na
populagcdo de bactérias fixadoras de nitrogénio (BN) sugere efeitos inibitorios
especificos desse insumo, possivelmente relacionados a fatores como toxicidade, pH
ou interferéncias quimicas, que merecem investigagao adicional.

A aparente estabilidade do pH e do carbono da biomassa indica que as
condicbes do solo permaneceram adequadas e equilibradas para a maioria dos
microrganismos presentes. Isso sugere que, mesmo com a aplicagdo de
agroquimicos, os parametros quimicos do solo nao foram afetados de forma
significativa, permitindo que a atividade microbiana fosse estimulada sem
comprometer a estabilidade quimica um aspecto considerado desejavel em sistemas
agricolas sustentaveis (Pandey e Saharan, 2025).

Embora ndo tenham sido observadas diferengas estatisticas significativas no
pH entre os tratamentos, o fato de o Biozyme® apresentar pH préximo de 4 pode ter

exercido influéncia local sobre a microbiota. Essa acidez pode ter contribuido para os
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menores valores de Desi., bactérias totais (BT), fungos totais (FT) e bactérias
fixadoras de nitrogénio (BFN) no tratamento B+Bs. Assim, mesmo sem alterar o pH
geral do solo, o insumo pode ter afetado a atividade metabdlica e a capacidade de
colonizagdo dos microrganismos, reforgando a importancia de considerar o pH dos
produtos utilizados na aplicagdo de inoculantes microbianos (Oliveira et al., 2025;
Gauvry et al., 2021).

Outro fator importante verificado foi a variagao temporal do fator BT que
apresentou interagao significativa entre tratamentos e semanas, indicando que sua
resposta depende simultaneamente do manejo aplicado e da evolugdo temporal do

sistema (tabela 8).

Tabela 8. Interacao de fatores para bactérias totais.

Semana Tratamento

0,
s Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs F (5%)
12 58,5x10°A  15,0x103 6,0x103 14,5x108 10,2x108 6,0x103 21,5x10°B 12,82*
a B B B B B a *
72 1,6x10%b 2,5x103 1,7x103 2,0x108 4,6x103 3,8x103 3,0x10%b 0,05"s
F (5%) 61,75 2,97ns 0,35"s 2,97ns 0,61"s 0,09"s 6,53*

Legenda: pH (potencial hidrogeniénico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).

Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Nao significativo pelo teste F.

Observa-se que na 12 semana houve diferengcas expressivas entre os
tratamentos, com M+Bs exibindo o maior valor (21,5 x 103), sugerindo forte estimulo
inicial a atividade microbiana associada a essa variavel, possivelmente devido a
disponibilidade elevada de compostos labeis ou a rapida colonizagao microbiana
proporcionada por esse manejo.

O tratamento G+Bs também apresentou resposta elevada (14,5 x 103),
enquanto o controle Solo registrou 58,5 x 103, valor estatisticamente superior aos
demais, indicando alta atividade microbiana intrinseca do solo antes da estabilizacao
dos efeitos dos tratamentos. Por outro lado, tratamentos como C+Bs (6,0 x 10°DB) e

B+Bs (6,0 x 10°DB) apresentaram o0s menores valores na semana inicial,
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demonstrando que, para esses manejos, o estimulo microbiano ndo se manifestou
imediatamente. Os valores de F para a 12 semana (p < 0,01) confirmam diferencas
significativas entre tratamentos no momento inicial.

Na 72 semana, observa-se uma tendéncia de redugao em praticamente todos
os tratamentos, indicando estabilizagdo do sistema e possivel diminuicdo da
disponibilidade de carbono facilmente degradavel. O controle Solo reduziu-se a 1,6 %
10°, e tratamentos como B+Bs (3,8 x 10°), C+Bs (1,7 x 10°b) e G+Bs (2,0 x 10?)
mantiveram valores baixos e estatisticamente semelhantes. A queda acentuada ao
longo do tempo sugere esgotamento de recursos energéticos iniciais e diminui¢ao da
taxa respiratéria microbiana.

O tratamento M+Bs, embora também tenha apresentado reducéo (de 21,5 x
10® para 3,0 x 10%), mostrou diferenga significativa entre as semanas (F = 6,53%),
indicando um forte efeito temporal especifico desse manejo. Em contraste, varios
tratamentos nao apresentaram diferenca significativa ao longo do tempo (Bs, C+Bs,
G+Bs, T+Bs, B+Bs), revelando que sua atividade inicial ja era baixa e permaneceu
estavel. O valor de F geral para semanas (0,03) mostra que, quando todas as
comparacgdes sao consideradas, a diferenga média entre semanas nao é significativa.
Entretanto, o valor elevado de F na comparacao entre tratamentos da 1? semana
(61,75: p <0,01) destaca um forte efeito de manejo na fase inicial.

Ja a variavel FT apresentou interagao altamente significativa entre tratamentos
e semanas, evidenciando respostas microbianas intensas e contrastantes ao longo do

tempo (tabela 9).

Tabela 9. Interacéo de fatores para fungos totais.

Tratamento

0,
Semanas —g - Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs _ M+Bs F (5%)
T 307,5Ba 150,0CDa 290,0Ba _ 192,50Ca 315,00Ba 100Da _ 390,0Aa 44 32
72 52,0b 62,75b 46,250 39750  4450b  415b  52.5b 0,26™
F(5%) 134,49~  1568" 122,407 4807 150,74  7.05™ 234,67

Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g' de solo h''; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).

Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Nao significativo pelo teste F.
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Na 12 semana, observaram-se valores expressivamente elevados, indicando
um forte pulso inicial de atividade associada a funcdo analisada. O tratamento M+Bs
apresentou o maior valor (390,00), seguido de T+Bs (315,0) e C+Bs (290,0),
compondo um grupo de tratamentos que promoveram estimulagéo microbiana intensa
logo no inicio do experimento. Essa magnitude sugere elevada disponibilidade de
substratos labeis e rapida ativagdo metabdlica dos microrganismos.

Em contraste, o tratamento Bs apresentou o menor valor (150,0),
demonstrando que a aplicacao isolada do bioinsumo nao foi suficiente para gerar
resposta inicial comparavel aos tratamentos combinados. O controle Solo apresentou
valor intermediario, mas ainda assim elevado (307,5), indicando atividade microbiana
intrinseca robusta antes da estabilizacdo dos efeitos dos tratamentos. Os valores de
F para a primeira semana (44,32, p < 0,01) confirmam diferencas expressivas entre
0S manejos nesse momento inicial.

Na 72 semana, ocorreu um declinio acentuado em todos os tratamentos, um
padrdo tipico de sistemas onde o carbono facilmente degradavel é consumido
rapidamente, levando a estabilizagdo metabdlica e retragdo da atividade microbiana.
Os valores reduziram-se para faixas entre 39,75 e 62,75, indicando perda substancial
da intensidade inicial. O tratamento Bs apresentou o maior valor na sétima semana
(62,75), sugerindo que, apesar de sua resposta inicial modesta, o bioinsumo isolado
pode promover estimulos persistentes ou uma estabilizacdo diferenciada da
comunidade microbiana.

Tratamentos como C+Bs (46,25), B+Bs (41,5), G+Bs (39,75) e M+Bs (52,5)
apresentaram valores significativamente inferiores aos observados na 12 semana,
comprovando forte impacto temporal. Essa reducdo expressiva € coerente com a
dindamica de mineralizagdo de compostos organicos, na qual ocorre forte atividade
inicial seguida de declinio a medida que os microrganismos entram em fase de menor
disponibilidade de energia.

Os valores de F entre semanas para cada tratamento reforgam a magnitude
desta resposta temporal. Especialmente elevados foram M+Bs (234,67), C+Bs
(122,40), T+Bs (150,74), e solo (134,49), demonstrando que esses tratamentos

sofreram as maiores oscilagdes entre as semanas. Por outro lado, o F geral para
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tratamentos na 72 semana mostra que, apés a fase inicial de intensa diferenciagao, os
tratamentos convergem para niveis similares de atividade.

Ja a variavel BN apresentou interacdo significativa entre tratamentos e
semanas, com valores muito elevados e semelhantes entre os tratamentos na 12
semana (variando de 98 a 103 x 103), indicando forte atividade microbiana inicial
independentemente do manejo aplicado. O tratamento B+Bs foi a excecéo,

apresentando menor valor (67,7 10%), sugerindo menor estimulo inicial (Tabela 10).

Tabela 10. Interacao de fatores para bactérias fixadoras de nitrogénio.

Semanas Tratamentos (10%) F
Solo Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs (5%)

1@ 108,2 Aa 98,2 Aa 102,0 Aa 100,0 Aa 100,7 Aa 67,7 Ba 103,5 Aa 6,86

72 1,0b 1,0b 1,3b 1,3b 14b 1,3b 15b 0,0ms

F (5%) 220,30* 181,01**  194,12** 186,77* 188,98** 84,55** 199,29**
Legenda: pH (potencial hidrogeniénico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g-' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).
Letras minasculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Nao significativo pelo teste F.

Na 72 semana, todos os tratamentos convergiram para valores muito baixos
(1,0-1,5 10%), caracterizando queda drastica e uniforme da atividade microbiana ao
longo do tempo, tipica do esgotamento dos substratos labeis. Os elevados valores de
F entre semanas confirmam a forte redugao temporal, enquanto a comparacéao entre

tratamentos na semana 7 nao mostrou diferencas significativas.

4.3. Avaliagao em Vasos

Na analise das variaveis avaliadas no experimento realizado em vasos, nao
foram observadas variacbes temporais significativas para os parametros Desi., CB e
AH. Contudo, verificou-se alteragdes relevantes no pH, na umidade (%), nos Fungos
Totais (FT) e na quantidade de bactérias fixadoras de nitrogénio (BN). Dentre essas

variaveis, apenas o FT apresentou aumento em relagao a primeira avaliacdo. A tabela
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abaixo ilustra a relagédo entre as variaveis fisico-quimicas do solo e os tratamentos

aplicados, confirmando a importancia das alteragcdes observadas (Tabela 11).

Tabela 11. Relacéo entre as variaveis fisico-quimicas do solo e os tratamentos para
a analise em vasos.

Fatores Tratamentos
Semana pH U% Desi. CB AH BT FT BN
12 5,96a 46,19a 23,60 95,52 0,89 1,7x108 56,82b  3,9x10%a
72 586b 31,19b 23,55 84,50 0,88 1,6 x103 66,39a 1,0x10%b
Insumos
Solo 5,97 36,72 23,06b 74,87 0,77d 1,62x10%b  54,12c  2,6x10%abc
Bs 5,93 37,71 28,40a 78,75 0,93ab 1,57x10%b  54,0c 1,8x103%¢c
C+Bs 5,91 41,79 22,83b 105,09 0,86¢ 1,62x10%b  64,25b 1,5x103%¢
G+Bs 5,85 39,72 21,16b 90,68 0,88bc 1,07x10%c 52,87c  2,0x103bc
T+Bs 5,84 39,12 21,76b 108,77 0,95a 1,50x10%bc 78,25a  3,7x10%a
B+Bs 5,93 38,11 24,01b 97,56 0,90abc 2,17x10%a 75,0a 3,1x10%ab
M+Bs 5,94 3768 23,80b 74,32 0,90abc 2,17x10%a 52,75¢ 2,5x103bc

Causas de Variagao
F(semana) 5,79* 254,23** 0,01 1,75" 0,73 1,95m 51,72**  196,01**
F(insumos) 0,95 40,34 8,88** 1,70 18,46** 13,44 39,35** 8,17**
F 'gs“"ms X 087 096 3,02* 123 10,72 7,81 6458 7,27
emana
CV (%) 2,40 2,10 12,31 59,66 4,41 17,85 8,08 30,29
Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g-' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).
Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *
e ** = Significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F. NS = N&o significativo pelo teste
F. CV (%) = Coeficiente de variagao.
Fonte: Autor.

Na analise do pH durante a pesquisa, observou-se uma diferenga estatistica
significativa (p < 0,05) entre a 12 e a 72 semana experimental, embora essa variagcao
tenha apresentado um valor biolégico limitado, com uma diminuicdo de apenas 0,1
unidade. Considerando que o pH € uma escala logaritmica, essa pequena alteragao
representa aproximadamente 26% na atividade de ions de hidrogénio (H*), o que, em
teoria, poderia impactar processos sensiveis (Xiong et al., 2024). No entanto, estudos
anteriores indicam que redug¢des na atividade bacteriana tipicamente ocorrem apenas
quando o pH se desvia em cerca de 1,5 unidades do nivel étimo para a comunidade
microbiana, e ndo com uma variagao tao sutil como 0,1 (Rousk et al., 2010).

Ja a umidade apresentou decréscimo entre a primeira e a ultima semana (p <

0,01), essa diminuicdo pode ser atribuida ao proprio crescimento das plantas nos
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vasos, uma vez que seu crescimento demanda aumentos progressivos nas
necessidades hidricas, como ocorre com outras plantas como a soja (Ray e Sinclair
1998; Li et al., 2016) e milho (Ray e Sinclair 1998).

A analise dos tratamentos revelou que B. subtilis, quando aplicado
isoladamente, foi o unico a apresentar diferenga estatistica significativa para a
atividade de desidrogenase (Desi.), demonstrando valor superior ao controle e aos
demais tratamentos, embora essa resposta ndo tenha variado ao longo do tempo
avaliado. Além disso, a atividade da desidrogenase apresentou interagao significativa
entre os fatores avaliados, indicando que o efeito dos tratamentos depende do periodo

de avaliacao (Tabela 12).

Tabela 12. Interacdo de fatores para a atividade da enzima desidrogenase em
condi¢cado experimental de vasos.

Tratamento 0

Semanas —< 05 Bs C+Bs  G+Bs T+Bs  B+Bs M+Bs F (5%)

T 23,78BC _ 30,38Aa 23,08BC 21,65BC 23,94aC 25008 24.77BC 9,85

72 22,34 26,43b 2259 20,68 19580 23,03 22.84 2,050
F(5%) 0,827 621" 010" 037 7,58 154 148w

Legenda: pH (potencial hidrogeniénico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g-' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).

Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = N&o significativo pelo teste F.

Na 12 semana, observou-se maior variabilidade entre os tratamentos, com
destaque para o tratamento Bs, que apresentou a maior atividade enzimatica (30,38),
diferindo estatisticamente tanto entre colunas (letras minusculas) quanto entre linhas
(letras maiusculas). Esse valor superior evidencia uma intensificacdo da atividade
microbiana inicial, possivelmente associada a maior disponibilidade de substrato ou
estimulo metabdlico imediato apds a implantagdo do experimento.

Outros tratamentos, como B+Bs (25,00) e M+Bs (24,77), também apresentaram
valores elevados, embora estatisticamente inferiores a Bs, sugerindo que
combinagdes de materiais organicos e bioestimulantes podem incrementar a

atividade, mas ndo no mesmo nivel que o tratamento isolado Bs.
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Na 7% semana, a atividade da desidrogenase reduziu de forma geral em todos
os tratamentos, evidenciando um declinio da respiragdo microbiana ao longo do
tempo, fenbmeno comum em sistemas onde o substrato facilmente degradavel é
consumido nas primeiras semanas. O tratamento Bs manteve atividade (26,43), mas
significativamente inferior ao observado na 12 semana (letra minuscula distinta),
confirmando o efeito temporal. Os demais tratamentos exibiram valores entre 19 e 23
unidades, sem diferencas marcantes, o que reforca que o estimulo inicial ndo se
sustenta ao longo do tempo.

A analise de variancia mostra efeito significativo para os tratamentos na 12
semana (F = 9,83, p < 0,01), indicando que as diferengcas observadas no inicio néo
persistiram com a mesma intensidade ao longo do tempo. O efeito de tratamentos
dentro de cada semana também apresenta significancia para alguns grupos, como Bs
(F=6,21, p <0,05) e G+Bs (F = 7,58, p < 0,01), reforcando que certos tratamentos
respondem de maneira diferenciada entre as semanas.

A atividade da desidrogenase (Desi.) constitui um dos principais indicadores da
atividade microbiana no solo, pois reflete a intensidade dos processos de
decomposicdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes, essenciais para a
manutencgao da saude do solo e para o desenvolvimento vegetal (Mierzwa-Hersztek
etal., 2020; Bandyopadhyay e Maiti, 2021). A inoculagdo com Bacillus subtilis contribui
diretamente para a elevagao dessa atividade, uma vez que esse microrganismo €&
capaz de produzir diversas substancias bioativas, como sideréforos, fitormbnios e
enzimas mineralizadoras, que favorecem a agregacao do solo, aumentam a retencao
de umidade e melhoram a disponibilidade de nutrientes (Gutierrez et al., 2022; Yadav
et al., 2021). Esse conjunto de mecanismos cria um ambiente propicio para o
metabolismo microbiano, permitindo que B. subtilis atue como agente catalisador da
atividade das desidrogenases, mesmo na presenca de uma comunidade microbiana
diversa. Nessa condi¢ao, o microrganismo pode estimular tanto sua propria atividade
quanto a de outros microrganismos do solo, aumentando a eficiéncia da
decomposicdo e mineralizacdo da matéria organica, o que explica o incremento
significativo observado em Desi. (Mierzwa-Hersztek et al., 2020; Attademo et al.,
2021).
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Os demais tratamentos apresentaram niveis mais baixos de atividade da
desidrogenase, indicando uma possivel inibicdo da atividade microbiana. Essa
reducdo pode ser explicada pela competicdo entre microrganismos e pela liberagao
de substancias com agéo antimicrobiana provenientes de alguns insumos, conforme
discutido por Aviz et al. (2025). Além disso, essa diminuigdo pode estar associada a
interacdes inibitorias, a competicdo por recursos e a presenca de compostos
especificos presentes em produtos como Gamit® e Trichodermil®, que podem limitar o
crescimento ou a atividade metabdlica das comunidades microbianas do solo.

Esses efeitos contrastam com o desempenho positivo observado quando B.
subtilis foi aplicado isoladamente, reforcando que esse microrganismo desempenha
papel fundamental na manutengao da atividade enzimatica. No entanto, sua eficacia
pode ser reduzida quando combinado com determinados insumos, em razdo das
interagcdes quimicas e ecoldgicas estabelecidas no solo, como apontado por Xu et al.
(2022).

Em relagdo a atividade hidrolitica medida pela fluoresceina (FDA), os maiores
valores foram registrados nos tratamentos que envolveram consorcios com B. subtilis,
especialmente T+Bs (0,95 umol p-NP g' de solo h™'), seguido por Bs (0,93), B+Bs
(0,90) e M+Bs (0,90). A atividade hidrolitica também demonstrou interagao significativa
entre tratamentos e semanas, indicando que o comportamento enzimatico depende

do tempo de avaliagao (Tabela 13).

Tabela 13. Interacao de fatores para a atividade hidrolitica em condi¢gao experimental
de vasos.

Tatamentos o
Semanas —giio Bs C+Bs __ G+Bs T+Bs __ B+Bs __ M+Bs F (5%)
12 0,779C 0,94AB 0,91ABa 0,96Aa 0,99ABa 0,95BCa 0,907AB 10,82**
7° 0,770D 0,93AB 0,81CDb 0,81Db 0,92Ab  0,85ABb 0,901BC 18,36
F (5%) 0,10 0,15" 11,64** 32,51 7,30** 13,29**  0,04ns
Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g-' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).
Letras minasculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Nao significativo pelo teste F.
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Na 12 semana, os valores variaram de 0,77 a 0,99, com destaque para os
tratamentos G+Bs (0,96Aa), T+Bs (0,99ABa) e B+Bs (0,95BCa), que exibiram as
maiores atividades e diferiram estatisticamente entre si e em relacdo as demais
combinagdes. Esses resultados sugerem que a combinagdo com bioestimulantes
promove um estimulo inicial a atividade microbiana, favorecendo reagdes de hidrdlise
de compostos organicos logo apos a instalagao do experimento.

O tratamento Bs isolado (0,94AB) também apresentou atividade elevada e
estatisticamente semelhante aos melhores grupos, reforgando sua capacidade de
intensificar a atividade enzimatica no curto prazo. Por outro lado, o tratamento C+Bs
(0,91ABa) apresenta desempenho intermediario, enquanto o tratamento Solo
(controle) mostrou valores consistentemente inferiores.

Na 72 semana, observa-se um padrao distinto: houve reducgao significativa da
atividade hidrolitica em alguns tratamentos, especialmente em C+Bs (0,81CDb) e
B+Bs (0,85ABb), que apresentaram queda expressiva e letras minusculas diferentes
entre semanas, indicando declinio ao longo do tempo. Essa diminuigdo sugere
esgotamento parcial dos substratos mais facilmente hidrolisaveis e estabilizacdo da
biomassa microbiana, fendmeno tipico de sistemas apdés o periodo inicial de
adaptacao.

A analise de variancia confirma a presenca de efeitos altamente significativos
para varios tratamentos ao longo do tempo, com valores de F expressivos para C+Bs
(F = 11,64), G+Bs (F = 32,51), T+Bs (F = 7,30), e B+Bs (F = 13,29), todos com p <
0,01. Isso demonstra que esses tratamentos apresentam forte resposta temporal, com
variagdes acentuadas da atividade hidrolitica entre semanas. No conjunto dos
tratamentos, também se detecta efeito significativo entre semanas (F = 10,82 na 12
semana e F = 18,36 na 7?), reforgando a influéncia do fator temporal.

A atividade hidrolitica (AH) € amplamente utilizada como indicador da atividade
metabdlica total da microbiota do solo, uma vez que o diacetato de fluoresceina (FDA)
€ hidrolisado por diversas enzimas microbianas, incluindo esterases, lipases e
proteases (Adam e Duncan, 2001). Dessa forma, a medida da AH permite avaliar a
capacidade do solo de degradar compostos organicos complexos em componentes

mais simples, refletindo a eficiéncia metabdlica da comunidade microbiana e,
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consequentemente, a qualidade microbiolégica do solo (Adam e Duncan, 2001;
Mendes et al., 2020).

A analise da atividade hidrolitica revelou que o tratamento Trichodermil® +
Bacillus subtilis (T+Bs) apresentou os maiores niveis, com 0,95 umol p-NP g-! de solo
h-1, seguido pelo tratamento com B. subtilis isolado (Bs), que atingiu 0,93 pmol p-NP
g-1 de solo h'', ambos significativamente superior ao controle, que registrou 0,77 pmol
p-NP g de solo h'. Esses resultados indicam que a aplicagdo de B. subtilis,
isoladamente ou em consércio com Trichoderma spp., pode estimular de forma
expressiva a atividade biolégica do solo, favorecendo a decomposicdo da matéria
organica e a liberagao de nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas.
Os achados corroboram estudos anteriores, como Souza et al. (2018), que destacam
a capacidade de Trichoderma spp. em solubilizar nutrientes e acelerar a
decomposicdo da matéria organica, reforcando o efeito sinérgico observado quando
combinado com B. subtilis.

Ja a avaliagdo das populacdes microbianas, no caso das bactérias totais,
demonstrou que os maiores valores ocorreram nos tratamentos B+Bs e M+Bs, ambos
com 2,17 x 10® UFC mL™", superando o controle (1,62 x 10®* UFC mL™"). Da mesma
forma, os fungos totais (FT) também foram favorecidos por consércios contendo B.
subtilis, destacando-se os tratamentos T+Bs (78,25 x 10®* UFC mL™) e B+Bs (75,0 x
10®* UFC mL™), todos com niveis significativamente maiores que o controle (Tabela
11). Além disso, foi observada interacao significativa entre os tratamentos e as
semanas de avaliagdo, indicando que a dinamica das populacdes microbianas €&
influenciada de forma conjunta pelo tipo de tratamento aplicado e pelo periodo de

avaliagdo, evidenciando uma resposta dependente do tempo (Tabela 14).

Tabela 14. Interacao de fatores para bactérias totais em condicao experimental de
vasos.

Tatamentos

Semanas —o o0 Bs C+Bs G+Bs _ T+Bs B+Bs M+Bs F (5%)
1 19x10°ABa_ 1,3x10°BCb _ 1.4x10°BC__ 1.2x10°C _ 1.7x10°BC__ 1.8x10°BCb _ 2.5x10°Aa 933"
72 12x10°BCh  18x10°Ba  18x10°B  0.9x10°C  13x10°BC  2.5x10%Aa  1.7x10°Bb  11,93*
F(5%) 1,11 4,49 3.33° 260°  3.87" 9.23" 14,20

Legenda: pH (potencial hidrogenidnico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g' de solo h''; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).
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Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras maiusculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferengas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = N&o significativo pelo teste F.

Na 12 semana, observou-se um padrao tipico de pulso inicial de atividade
microbiana, com valores variando de 1,2 x 10°® a 2,5 x 103 O tratamento M+Bs
apresentou a maior atividade (2,5 x 10%), diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos e indicando forte estimulo inicial 8 comunidade microbiana. Esse aumento
sugere altas taxas metabdlicas associadas a disponibilidade de substrato Iabil,
favorecendo a sintese e turnover microbiano.

O controle Solo também apresentou valor elevado (1,9 x 10%ABa), porém
estatisticamente inferior a M+Bs. Tratamentos como Bs, C+Bs, G+Bs, T+Bs e B+Bs
apresentaram valores intermediarios (1,2—1,8 x 102), indicando respostas moderadas
e semelhantes entre si. Essa resposta homogénea entre tratamentos intermediarios
indica que, no momento inicial, a composi¢cdo do bioinsumo influencia menos que a
disponibilidade geral de matéria organica e nichos microbianos recém-alterados. Os
valores de F (9,33, p < 0,01) confirmam diferengas altamente significativas entre
tratamentos na primeira avaliagao.

Na 72 semana, observa-se uma redistribuicdo da atividade microbiana, com
alguns tratamentos mantendo ou aumentando seus valores, enquanto outros
apresentam queda acentuada. O tratamento M+Bs manteve elevada atividade (1,7 x
103), porém significativamente menor que na 12 semana, indicando consumo dos
substratos mais labeis e estabilizacdo da biomassa microbiana.

O tratamento Solo exibiu ligeira redugdo (1,2 x 103), comportamento
semelhante ao de C+Bs e G+Bs, que mostraram valores entre 0,9 e 1,8 x 10° Essa
reducdo generalizada é tipica de sistemas em que o0s microrganismos ja utilizam a
maior parte dos recursos facilmente degradaveis, entrando em fase metabdlica mais
lenta.

Por outro lado, o tratamento B+Bs apresentou a maior resposta temporal, com
aumento significativo (de 1,8 x 102 para 2,5 x 103), sugerindo que sua composi¢gao
promove liberagdo gradual de compostos, sustentando a atividade microbiana ao
longo do tempo. O F referente as semanas (11,93, p < 0,01) confirma que os efeitos

temporais sao altamente significativos.
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A analise das populagbes microbianas revelou que a aplicagdo de Bacillus
subtilis, isoladamente ou em consorcio com outros insumos, exerceu influéncia
significativa sobre a microbiota do solo. Em relagdo as bactérias totais (BT), os
maiores valores foram observados nos tratamentos que combinaram Mix de insumos
+ B. subtilis (M+Bs) e Biozyme + B. subtilis (B+Bs), ambos apresentando 2,17 x 103
UFC mL™" (Tabela 11).

Esses resultados indicam que tais combinagdes criam um ambiente favoravel
a proliferagcado bacteriana e estimulam o metabolismo microbiano. Em contraste, o
tratamento G+Bs apresentou valor significativamente menor, 1,07 x 10®* UFC mL™,
sugerindo possiveis efeitos inibitérios ou toxicos deste insumo sobre as bactérias do
solo. Tais achados estdo em concordancia com Aviz et al. (2025), que destacam a
capacidade de B. subtilis em estimular a atividade microbiana por meio da produgao
de substancias bioativas e enzimas que favorecem o desenvolvimento de
comunidades benéficas.

Quanto as populagbes de fungos totais (FT), os maiores valores foram
registrados nos tratamentos T+Bs (Trichodermil + B. subtilis), 78,25 UFC mL™" e B+Bs
75,0 UFC mL™, evidenciando que a presenga do fungo Trichoderma spp., associada
a B. subtilis ou a bioestimulantes como Biozyme, favorece o desenvolvimento de
comunidades fungicas benéficas. Por outro lado, os tratamentos Controle (Solo), Bs,
G+Bs e M+Bs apresentaram os menores valores de FT, 52,87 e 52,75 UFC mL™",
respectivamente, possivelmente devido a presenca da piraclostrobina, fungicida
presente em ambos 0s insumos, cuja agdo, combinada a complexidade do mix, pode
gerar efeitos competitivos ou inibitérios sobre a microbiota fungica.

Deste modo a variavel FT apresentou interagao significativa entre tratamentos
e semanas, revelando que sua dinamica depende tanto do tipo de manejo aplicado

quanto do tempo decorrido apds a instalagdo do experimento (Tabela 15).

Tabela 15. Interacao de fatores para fungos totais em condi¢do experimental de
vasos.

Tatamentos o
Semanas —o 10 Bs C+Bs G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs F (5%)
12 58,50Ba  36,25Db  37,0CDb 47,75BCb 90,0Aa _ 83,0Aa  4525CDb  75,82*
72 49.75Db  71,75Ba  91,50Aa 58,0CDa  66,50BCb 67,0BCb  60,25CDa  28,08**

F(5%) 617" 101,64" 239,567 8,47 44,54 20,65 18,15**
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Legenda: pH (potencial hidrogeniénico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).

Letras minasculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferencgas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = Nao significativo pelo teste F.

Na 12 semana, observaram-se diferengas marcantes entre os tratamentos, com
destaque para T+Bs, que apresentou a maior atividade (90,0), indicando um estimulo
metabdlico imediato e intenso, seguido por B+Bs (83,0). Esses dois tratamentos
formaram o grupo de maior resposta inicial, sugerindo a presenca de compostos
rapidamente assimilaveis pelos microrganismos. Em contrapartida, tratamentos como
Bs e C+Bs exibiram os menores valores nessa fase (36,25 e 37,0 respectivamente),
enquanto o tratamento Solo apresentou comportamento intermediario (58,50). O efeito
global dos tratamentos na semana inicial foi confirmado pelo valor significativo de F
(7,53**, p < 0,01).

Na 72 semana, houve uma reconfiguracdo completa do padrédo observado
inicialmente. O tratamento C+Bs apresentou o maior valor (91,50), superando
drasticamente o desempenho observado na 1% semana e tornando-se o principal
estimulador tardio da variavel FT. O tratamento Bs também apresentou aumento
substancial ao longo do tempo (71,75Ba), sugerindo que sua agado depende da
estabilizacdo da comunidade microbiana no solo. Por outro lado, tratamentos que
apresentaram elevadas respostas iniciais, como T+Bs e B+Bs, sofreram redugoes
expressivas na 72 semana, caindo para 66,50 e 67,0, respectivamente, evidenciando
um efeito de curta duragdo associado provavelmente ao consumo rapido dos
substratos mais labeis. O tratamento Solo também apresentou decréscimo (49,75),
embora de menor magnitude que os tratamentos inicialmente mais responsivos.

A significancia estatistica dos efeitos ao longo do tempo foi reforcada pelos
elevados valores de F observados para varios tratamentos, destacando-se
especialmente C+Bs (239,56**) e Bs (101,64**), que exibiram os maiores contrastes
entre semanas. De forma geral, a dindmica temporal da variavel FT sugere que alguns
tratamentos exercem efeito imediato, porém transitério, enquanto outros apresentam

resposta mais lenta e sustentada, evidenciando mecanismos distintos de liberacao e
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utilizacdo de substratos, além de diferengas na adaptagdo e no metabolismo da
comunidade microbiana do solo.

Quanto as bactérias fixadoras de nitrogénio (BN), observou-se que os maiores
valores ocorreram na primeira semana, com declinio nos periodos avaliados. Entre os
tratamentos, T+Bs (3,7 x 10®* UFC mL™") e B+Bs (3,1 x 10®* UFC mL™") apresentaram
os melhores resultados, demonstrando que esses consorcios favoreceram condi¢des
mais adequadas para a manutengao inicial das comunidades. O controle apresentou
valor de 2,6 x 10®* UFC mL™", enquanto Bs apresentou reducéo para 1,8 x 10°* UFC
mL™", indicando que a inoculagdo isolada com B. subtilis pode ter promovido
competicdo com as bactérias fixadoras. Além disso a variavel BN apresentou
interacdo significativa entre tratamentos e semanas, indicando que sua dindmica
microbiolégica depende fortemente do tempo de avaliagdo e do manejo aplicado. Na
12 semana, os valores foram relativamente elevados, refletindo um pulso metabdlico

inicial tipico de sistemas recém-perturbados (Tabela 16).

Tabela 16. Interagcéo de fatores para bactérias fixadoras de nitrogénio em condigao

experimental de vasos.
Semana Tatamentos

0,
s Solo Bs C+Bs __ G+Bs T+Bs B+Bs M+Bs F (5%)
12 4,4x10°ABC 2,6x10°DE 1,9x10° 3,5x10°CDE 5,9x10°A 5,3x10°AB 3,7x10°BCD 14,58*
a a E a a a a *
72 0,7x10%b 1,0x10%b 1,2x10° 0,5x10%b 1,5x10%b 1,0x10%b 1,4x10%b 0,86"
F (5%) 46,65** 8,16™* 1,28 38,84** 69,23** 65,18** 18,29**

Legenda: pH (potencial hidrogeniénico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g-' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™"; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis).

Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) comparando o
mesmo tratamento em diferentes tempos. Letras mailsculas diferentes nas mesmas linhas indicam
diferencas (p < 0,05) entre os tratamentos. Ambos pelo teste de Tukey. * e ** = Significativo ao nivel de
5% e 1% de probabilidade pelo teste F respectivamente. NS = N&o significativo pelo teste F.

O tratamento T+Bs exibiu o maior valor (5,9 x 10%Aa), seguido por B+Bs (5,3 x
103) e pelo controle Solo (4,4 x 102), formando o grupo de maior atividade microbiana
inicial. Esses resultados sugerem que tais tratamentos disponibilizaram substratos
rapidamente assimilaveis, promovendo intensa resposta metabdlica nas primeiras
etapas do experimento. Em contraste, os menores valores foram observados em
C+Bs (1,9 x 10%) e G+Bs (3,5 x 10?), indicando menor estimulo inicial a comunidade

microbiana.
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Na 72 semana, entretanto, verificou-se uma queda drastica da variavel BN em
praticamente todos os tratamentos, revelando forte efeito temporal sobre essa
atividade microbiana. Os valores se reduziram para niveis entre 0,5 x 10® e 1,5 x 103,
com destaque para o tratamento T+Bs, que, embora ainda apresentasse o maior valor
(1,5 x 102), registrou grande declinio em relagdo a semana inicial. A magnitude dessa
redugao sugere consumo acelerado dos substratos labeis presentes nos primeiros
dias, seguido de estabilizagdo metabdlica e provavel limitagdo energética para as
populagdes microbianas responsaveis pela fungao avaliada. O tratamento Solo, que
havia apresentado alto valor inicial, também sofreu queda pronunciada (0,7 x 103),
comportamento replicado pela maioria dos tratamentos.

Os valores de F reforcam a forte influéncia temporal sobre essa variavel,
especialmente para os tratamentos Solo (46,65), G+Bs (38,84), T+Bs (69,23) e B+Bs
(65,18), todos com elevada significancia estatistica, o que evidencia contrastes
marcantes entre as duas semanas. Essa resposta temporal acentuada mostra que a
atividade associada a BN é altamente sensivel a disponibilidade inicial de recursos e
tende a declinar a medida que o sistema entra em fase de estabilizagdo microbiana.
O F geral para a 12 semana (14,58, p < 0,01) confirma que o efeito do tempo domina
a variagcao observada, enquanto a auséncia de significAncia na comparagao entre
tratamentos da 72 semana (F = 0,86) demonstra que, apés o pico inicial, os
tratamentos convergem para um comportamento semelhante.

As bactérias fixadoras de nitrogénio (BN) apresentaram comportamento
diferenciado, com maior abundancia nos tratamentos T+Bs e B+Bs, atingindo 3,7 x
10% e 3,1 x 10® UFC mL™, respectivamente. Esses resultados evidenciam a influéncia
positiva da interacdo entre Trichoderma spp. e B. subtilis na manutencado de
comunidades diazotroficas, em concordancia com Santos et al. (2017), que
descrevem o papel de Trichoderma spp. na promog¢ao da saude do solo e crescimento
vegetal, enquanto B. subtilis favorece a fixagdo biolégica de nitrogénio. Em
contrapartida, o tratamento C+Bs apresentou redugcdo na populagdo de BN,
possivelmente devido a presengca do fungicida piraclostrobina, que pode afetar
negativamente as bactérias diazotroficas.

Esses achados demonstram que, embora B. subtilis seja altamente eficiente

em estimular a atividade da desidrogenase e o desenvolvimento microbiano quando
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aplicado isoladamente, sua combinagdo com determinados insumos deve ser
cuidadosamente avaliada. Interagbes sinérgicas ou inibitérias podem modificar
significativamente a dindmica metabdlica e estrutural da comunidade microbiana do
solo.

Além disso, a resposta da microbiota pode variar conforme as condi¢des de
cultivo, sendo diferentes entre experimentos conduzidos em vasos (semi-campo) e
sistemas agricolas em campo aberto, onde fatores abidticos como temperatura,
umidade, difusdo de nutrientes e dindmica do solo podem intensificar ou atenuar
efeitos sinérgicos ou inibitérios entre microrganismos e insumos (Clark e Tilman,
2017).

Os resultados reforgam que consoércios microbianos envolvendo B. subtilis e
Trichoderma spp., ou a combinacdo de B. subtilis com bioestimulantes, criam
condi¢cbes favoraveis para o crescimento de bactérias, fungos e bactérias fixadoras
de nitrogénio, promovendo maior eficiéncia metabdlica, decomposicdo da matéria
organica e fertilidade bioldégica do solo. Entretanto, a presenga de fungicidas e a
complexidade dos mix de insumos podem gerar efeitos inibitorios especificos,
evidenciando a necessidade de escolha criteriosa dos consoércios e produtos

aplicados.

4.4. Atividade respiratéria em microcosmos

O tratamento com Biozyme® e Trichodermil® inicia com altas taxas, porém
rapidamente diminuem, logo na segunda semana de avaliagdo. Um padréo geral
observado com a maioria dos tratamentos (Solo, Bs, B+Bs, C+Bs, G+Bs e M+Bs) com
uma estabilidade entre a primeira e segunda semana, seguidas por inversdes, 0s que
iniciam em baixa, depois da segunda semana tendem a aumentar, enquanto os que

iniciam em alta tendem a diminuir no mesmo periodo (Figura 7).
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Figura 7. Analise da atividade respiratoria em condicao de microcosmos ao longo do

periodo experimental.
Fonte: Autor.

Com o passar do tempo, notou-se uma estabilizacdo na atividade respiratoria,
0 que indica que a comunidade microbiana comecgou se adaptar as novas condi¢des
impostas pelos herbicidas (Martins et al., 2025) e agroquimicos avaliados. Essa
capacidade de adaptagao pode se manifestar por meio de resisténcia ou tolerancia a
esses compostos, permitindo que B. subtilis e demais microrganismos ajuste seu
padrao de atividade respiratoria.

A aplicagdo de produtos como o Trichodermil® e o Biozyme® pode ter
proporcionado uma liberagdo gradual de nutrientes que os microrganismos utilizam
(Niu et al., 2021), estabilizando assim a atividade respiratéria. Quando os nutrientes
estao disponiveis de forma constante, a atividade microbiana pode se tornar mais
equilibrada, levando a uma menor flutuacdo na producdo de CO2. Esses insumos
podem ter favorecido o crescimento de determinadas comunidades microbianas que
sao mais eficientes em utilizar o carbono disponivel sem gerar quantidades excessivas
de CO2. A competicdo entre microrganismos por recursos pode ter sido afetada,

permitindo que populagcdes mais estaveis se estabelecessem.
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Os insumos aplicados também podem ter exercido algum efeito inibitdrio sobre
microrganismos que, em condi¢gdes normais, produziriam maiores quantidades de
CO,, o que contribuiria para a estabilidade observada entre a primeira e a segunda
semana. Além disso, € possivel que esses insumos tenham provocado um efeito de
choque na comunidade microbiana, alterando sua dinamica, liberando nichos e
disponibilizando materiais que favorecem a sucessdo microbiana. Ademais, a
aplicagao de insumos pode ter aumentado a biomassa microbiana, permitindo uma
utilizagcdo mais eficiente do carbono, que passa a ser incorporado a biomassa em vez
de ser liberado na forma de CO,. Esse mecanismo explicaria o menor acumulo de
carbono liberado como CO,.

N&o houve diferenca significativa na atividade respiratéria entre os tratamentos
Solo, Bs, C+Bs, G+Bs e Mix+Bs, 0 que sugere que os microrganismos do solo foram
capazes de utilizar insumos como Comet® e Gamit® como fontes de carbono sem que
isso afetasse significativamente a taxa de respiracdo microbiana. Estudos anteriores
também relataram aumento no acumulo de CO2 em experimentos com microcosmos
contaminados com herbicidas em comparagéo com o controle (Huang et al., 2021).

Em outro estudo, Wardle e Parkison (1990) investigaram a respiragcao
microbiana em solos tratados com trés herbicidas pés-emergentes (2,4-D, picloram e
glifosato) nas concentragdes de 0, 2, 20 e 200 ug g'. Os resultados mostraram que
todos os herbicidas causaram um aumento na respiragao microbiana, mas apenas por
um periodo de 9 dias apds a aplicagdo e somente para concentragbes de 200 ug g™'.
Isso sugere que a produgédo de CO:2 esta relacionada a decomposi¢ao direta dos
herbicidas no solo.

Esses resultados corroboram a ideia de que a atividade microbiana e a
respiracao do solo sao influenciadas pela presenca de insumos agricolas, conforme
demonstrado nos estudos de Wardle e Parkison (1990) e Huang et al. (2021). Os
herbicidas podem impactar significativamente a microbiota do solo, afetando a
comunidade de espécies, mas no geral um efeito positivo € observado, apds um curto
periodo (Martins et al., 2025). Esses compostos quimicos podem inibir a atividade de
microrganismos sensiveis e alterar a pressao competitiva e a disponibilidade de
nutrientes, levando a um desequilibrio na comunidade microbiana (Martins et al.,
2025).
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Nas primeiras semanas apos a aplicacao, B. subtilis pode se tornar mais ativo
devido a liberacdo de nutrientes decorrente da decomposicdo de microrganismos
afetados, resultando em uma menor variabilidade na atividade respiratéria, ja que sua
contagem e atividade aumentadas uniformizam as respostas entre diferentes
tratamentos (Martins et al., 2025).

Com o tempo, observa-se uma estabilizagdo da atividade respiratoria,
sugerindo que a comunidade microbiana comecga a se adaptar as condi¢des alteradas
pelos insumos. Essa adaptacio pode ser manifestada pela resisténcia ou tolerancia a
esses compostos, permitindo que B. subltilis ajuste seu padrao de atividade

respiratoria (Han et al., 2006).

4.5. Avaliagao biométrica

A partir dos resultados obtidos é possivel verificar alteragdes em alguns
parametros biométricos, como altura, numero de folhas; massa fresca aérea. Porém
foi observado que alguns parédmetros n&o foram alterados como comprimento da raiz,

massa fresca da raiz, massa seca aérea e massa seca da raiz (Tabela 17).
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Tabela 17. Resultados do teste estatistico para as variaveis biométricas.

INSUMos Alt. NF CR MFA MFR MSA MSR
(cm) (cm) (cm) (9) (9) (9) (9)
Sol 42.25ab 525ab 10,37 1,73ab 0,52 0,61 0,36
Bs 60,87ab  5,75a 14,27 2,31ab 0,30 0,81 0,21
C+Bs 49.95ab 4,50ab 12,62 1,74ab 0,15 0,67 0,05
G+Bs 47,00ab 4,25ab 14,25 1,08ab 0,13 0,42 0,07
T+Bs 36,95b 3,75ab 8,75 0,73b 0,12 0,32 0,06
B+Bs 64,50ab 5,25ab 17,37 3,34a 0,40 1,03 0,27
M+Bs 71,55a 525ab 16,25 3,29a 0,19 1,04 0,11
F (5%) 3,88** 3,09* 1,09  4,05* 2,48" 258 161"
cv 24,03 16,50 44,10 29,63 26,98 47,81 23,60

DMS (5%) 29,44 1,84 13,65 2,32 0,44 0,035 0,19
Legenda: pH (potencial hidrogeniénico); U% (teor de umidade); Desi. (atividade da desidrogenase);
CB (carbono da biomassa); AH (atividade hidrolitica) umol p-NP g-' de solo h-'; BT (bactérias totais)
UFC mL™"; FT (fungos totais) UFC mL™; BN (bactérias fixadoras de nitrogénio); Solo: (Controle); Bs
(Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® + B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® +
B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos + B. subtilis); Alt. (Altura), NF
(Numero de Folhas); CR (Comprimento de Raiz); MFA (Massa Fresca Aérea); MFR (Massa Fresca da
Raiz); MSA (Massa Seca Aérea); MSR (Massa Seca Raiz).

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *
e ** = Significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F. NS = N&o significativo pelo teste
F. CV (%) = Coeficiente de variagao.

Fonte: Autor.

A avaliacdo dos parametros biométricos da cana-de-agucar mostrou que os
tratamentos contendo B. subtilis isolado (Bs), bem como sua combinagdao com
Biozyme® (B+Bs) e com o Mix de insumos (M+Bs. O tratamento M+Bs, por exemplo,
apresentou a maior altura média (71,55 cm), seguido de B+Bs (64,50 cm) e Bs (60,87
cm). Esses resultados indicam que B. subtilis exerceu influéncia positiva no
crescimento inicial das plantas, fendmeno amplamente relatado na literatura, uma vez
que esse microrganismo atua como promotor de crescimento vegetal (PGPB),
estimulando a absor¢cdo de nutrientes, producao de fitormdnios e aumento da
toleréncia a estresses (Di et al., 2023; Fonseca et al., 2022).

O aumento da altura observado principalmente em Bs (60,87 cm), B+Bs (64,50
cm) e M+Bs (71,55 cm) é coerente com estudos que apontam que B. subtilis pode
estimular a elongagéo caulinar por meio da produgdo de acido indolacético (AlA),
melhoria da disponibilidade de nitrogénio e solubilizacdo de fésforo, promovendo
maior vigor no estabelecimento da cultura (Singh et al., 2020). A literatura sobre cana-
de-acucar confirma que respostas positivas tendem a ocorrer no estagio inicial,

especialmente quando ha boa colonizagao radicular (Singh et al., 2020).
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Por outro lado, o tratamento contendo Trichodermil® associado a B. subtilis
(T+Bs) apresentou os menores valores de crescimento em quase todos os parametros
biométricos, incluindo altura (36,95 cm), CR (8,75 cm), MFA (0,73 g) e MSA (0,32 g).
Esse resultado pode estar relacionado a interagbes negativas entre microrganismos,
fendmeno ja registrado em estudos de compatibilidade microbiana. Dependendo da
formulacdo, algumas espécies de Trichoderma podem competir com Bacillus pela
colonizagdo da rizosfera ou produzir compostos antifungicos/bacteriostaticos que
reduzem o desempenho de outras cepas (Jensen et al., 2024). Isso reforga a
necessidade de avaliar previamente a compatibilidade entre bioinsumos antes do uso
em conjunto.

A analise do numero de folhas (NF) apresentou variagdo entre 3,75 e 5,75
folhas, sem diferencgas estatisticas significativas a 5% de significancia. Isso sugere
que esse parametro € menos sensivel a influéncia dos microrganismos no inicio da
cultura, conforme relatado em experimentos com cana-de-agucar em vasos € em
campo (Prado, 2008). A literatura indica que a emissao de folhas na cana geralmente
€ mais impactada por condi¢gdes nutricionais e de umidade do solo do que pela
aplicagao de bioinoculantes.

Assim, os resultados demonstram que a biomassa aérea e o desenvolvimento
radicular foram os parametros mais responsivos aos tratamentos, especialmente a
presenca de B. subtilis, isolado ou combinado. Os efeitos benéficos observados sao
compativeis com os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos atribuidos a PGPB, como
producao de fitormdnios, maior eficiéncia na absorcdo de N, P e K, e indugcdo de
resisténcia sistémica (Taiz et al., 2017; Qiu et al., 2022). De forma geral, nota-se que
o desempenho biométrico inicial da cana € influenciado pela interagdo entre
microrganismos, tipo de insumo aplicado e respostas fisioldgicas especificas da

cultura.

4.6. Avaliagao dos nutrientes foliares

Foram observados importantes interagdes dos tratamentos com a analise de
teores de nitrogénio absorvidas pelas plantas. A Tabela a seguir apresenta os teores
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de nitrogénio foliar em cana-de-agucar submetidas a diferentes tratamentos (Tabela
18).

Tabela 18. Teores de nitrogénio foliar em cana-de-agucar, submetidas a diferentes
tratamentos.

Tratamentos Média*(mg kg™)
Solo (Controle) 845,83 ab
Bs 968,33 ab
C+Bs 810,83 b
G+Bs 1003,33 a
T+Bs 863,33 ab
B+Bs 810,83 b
M+B 828,33 ab
DMS(5%) 186,6253

Legenda: Bs: B. subtilis; C+Bs: Comet® + B. subtilis; G+Bs: Gamit® + B. subtilis; T+Bs: Tricodermil®
+ B. subtilis; B+Bs: Biozyme® + B. subtilis; M+B: Mix de insumos + B. subtilis. Médias seguidas de

mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A analise dos teores de nitrogénio foliar apresentados na Tabela 8 demonstra
que os tratamentos G+Bs, T+Bs, M+B, Solo e Bs foram superiores. Porém, o
tratamento G+Bs apresentou o maior valor absoluto (1003,33 mg kg™), diferindo
apenas dos tratamentos B+Bs e C+Bs. Esse comportamento € coerente com estudos
em cana-de-agucar que mostram que espécies de Bacillus podem melhorar a
absorcao de nutrientes e o desempenho fisiolégico da planta, porém com respostas
altamente dependentes da cepa utilizada, das condicbes ambientais e do manejo
experimental (Fonseca et al., 2022; Di et al., 2023).

A literatura também reforca que a atuacao de biofertilizantes na eficiéncia do
uso de nitrogénio pode ser positiva, mas nao é uniforme entre sistemas de cultivo,
sendo modulada por formulagdo, dosagem e interagdo com o ambiente (Qiu et al.,
2022). Assim, a auséncia de aumento estatistico significativo no teor de N (comparado
ao controle) no presente estudo ndo contradiz o potencial agronémico dos indculos,
mas evidencia que seus efeitos dependem da compatibilidade entre microrganismo,
produto e condi¢des de aplicagao (Di et al., 2023).

Outro ponto relevante é a possivel interferéncia de agroquimicos na
sobrevivéncia e atividade de microrganismos benéficos. A compatibilidade relata que
fungicidas e outros insumos podem reduzir a colonizagao microbiana e suprimir efeitos

esperados de inoculantes (Jensen et al., 2024). Esse cenario é consistente com a
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hipétese de que determinados insumos utilizados como produtos com agao fungicida
podem ter limitado o desempenho de B. subtilis, contribuindo para a auséncia de
diferencas significativas nos teores de N.

Além disso, a nutricdo mineral da cana-de-agucar € fortemente influenciada
pela elevada demanda por macronutrientes, especialmente nitrogénio e potassio, bem
como por micronutrientes como cobre e molibdénio, que participam diretamente de
processos fisiologicos e da fixagao bioldgica de nitrogénio (Silva e Cruz, 2021). Dessa
forma, o padrao observado no experimento, com menor acumulo de K e Cu (Figura 9)
do que em N, é fisiologicamente plausivel, indicando que a dindmica nutricional da
cultura € multivariada e nao necessariamente sensivel as mesmas intervengdes em
todos os elementos.

Em conjunto, os resultados sugerem que os efeitos dos tratamentos avaliados
sobre o teor foliar de N foram modulados por multiplos fatores, incluindo
compatibilidade bioquimica entre produtos, sensibilidade microbiana a insumos
quimicos e exigéncias nutricionais especificas da cultura. Esses achados reforgam a
necessidade de uma abordagem integrada de manejo, que considere
simultaneamente inoculantes, fertilizantes e o contexto quimico—biolégico do

ambiente de cultivo.

4.7. Analise dos elementos acumulados nas folhas

Nao foram detectados valores significativos de diferenca entre os tratamentos
para os parametros avaliados, embora o p-valor significativo de 0,032 para o calcio
(Ca) na analise de variancia (ANOVA) sugira diferengas gerais entre os grupos, o teste
de Tukey nao identificou diferencas estatisticamente significativas quando avaliado a

um nivel de confianga de 5% (Figura 8).
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Parametro
1.0 O Ca(pgmL-")
B Cu(pgmL-")
M Fe(ugmL-T)
B K(ugmL-T)
0.5 @ Mg (ug mL-T)
B Zn(pgmL-1)

Concentracéo (ug mL-")

0.0

Tratamentos
Figura 8. Valores Médios de elementos metalicos avaliados ao final do experimento
em condi¢des de vaso.
Legenda: Solo: (Controle); S+Bs (Solo + B. subtilis); C+Bs: (Comet® + B. subtilis); G+Bs: (Gamit® +

B. subtilis); T+Bs (Tricodermil® + B. subtilis); B+Bs: (Biozyme® + B. subtilis); M+Bs: (Mix de insumos
+ B. subtilis).

Parte desse fato, se deve ao numero limitado de avaliagdes realizadas em
duplicata, isso representa uma limitacdo da prépria técnica. Assim, € importante
considerar que a analise elementar pelo método de absorcdo atbmica € um método
de custo elevado e, por isso, comumente envolve o uso de um numero reduzido de
amostras. Dessa forma, o padrao usual de execucdo de analises nessa metodologia
€ a realizacédo de apenas duas repeticdes por variavel. Essa abordagem ndo somente
reduz os custos associados, mas também é uma pratica comum que limita a
capacidade dos testes post hoc de detectar variagdes especificas entre os grupos.
Com isso, embora a ANOVA sugira variagao, a baixa replicagao e os custos elevados
associados a técnica comprometem a robustez das conclusbées sobre diferengas
individuais.

Para observar diferengas entre os grupos, muitas vezes ocultas, analises

multiparamétricas devem ser aplicadas, com isso a analise de elementos nas folhas
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destinada a verificagdo de macro e micronutrientes em espectrdbmetro de absorgao
atbmica identificou a formacao de 7 clusters (associagdes) entre os tratamentos para

as condicbes avaliadas (Figura 9).
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Figura 9. Andlise de clusters para a avaliagdo de macro e micronutrientes metalicos
em plantas submetidas a tratamentos quimicos e biologicos.

Os clusters, indicam que os tratamentos com B. subtilis isolado e o Trichodermil
apresentam caracteristicas semelhantes ao observarmos todos os elementos. Esses
juntos, apresentam-se proximo relacionados ao solo (controle) com a formagao de um
3° cluster, seguido pelo mix de produtos, que se assemelha aos demais supracitados.

O cluster mais distnate do agrupamento € formado por Comet e Gamet (4°
cluster), juntos associam-se a Biozyme (5° cluster), que sdo compostos
exclusivamente por agroquimicos. Esse comportamento indica que as caracteristicas
do solo se diferem entre os tratamentos quimicos e bioldgicos.

Deste modo, nota-se que ao avaliar individualmente os valores, ndo é possivel
notar certas nuances do comportamento dos tratamentos, enquanto a analise
multiparamétrica revela importantes diferengas entre o tratamento.

A analise dos dados obtidos por meio do mapa de calor permitiu observar que
os diferentes tratamentos aplicados influenciaram de maneira distinta a absorg¢ao de
macro e micronutrientes pelas gemas de cana-de-agucar cultivadas em vasos. De
modo geral, verificou-se que B. subtilis, seja isoladamente ou em combinagdo com

agroquimicos, exerceu impacto significativo no padrao de acumulo de nutrientes,
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corroborando seu papel como microrganismo promotor de crescimento vegetal,
conforme relatado na literatura (Hashem et al., 2019).

O Magnésio (Mg), o Calcio (Ca) e o Zinco (Zn) foram elementos incorporados
em menores quantidades em todos os tratamentos, sendo que tanto o Mg quanto o
Ca sao considerados macronutrientes e devem estar presentes em grandes
quantidades na planta (Freire, 2001). Assim verifica-se um aumento desses elementos
nos tratamentos com bioldgicos associados como nos tratamentos T+Bs, Solo+Bs.

Os tratamentos compostos apenas por solo ou solo associado a B. subtilis
apresentaram padrbes nutricionais semelhantes, principalmente em relagcdo a
incorporagao de cobre (Cu). Isso se deve ao fato de que espécies do género Bacillus
possuem capacidade reconhecida de mobilizar metais de transicdo por meio da
producao de sideréforos e acidos orgénicos, o que aumenta a biodisponibilidade de
elementos como Cu, Fe e Mn (Saxena et al., 2020). A similaridade observada entre o
tratamento contendo apenas os bacilos e aquele contendo B. subtilis associado ao
Trichodermil® reforca o entendimento de que a combinagdo desses dois
microrganismos tende a modular processos fisiologicos sem alterar drasticamente a
incorporagao de nutrientes, como também demonstrado por Costa et al. (2022), que
observaram sinergias no crescimento, mas n&o necessariamente em acumulo
nutricional.

Os tratamentos contendo os bioinsumos Biozyme®, Comet® e Gamit®
destacaram-se pela maior incorporagao de potassio (K) e cobre (Cu). O potassio é um
macronutriente essencial envolvido na regulagcdo osmotica, ativagao enzimatica e
transporte de fotoassimilados, sendo particularmente relevante em espécies como a
cana-de-acucar, que demandam elevadas quantidades desse elemento para sua
producao primaria e translocag¢ao de agucares (Taiz et al., 2017; Prado, 2008). A maior
absorcao de Cu nesses tratamentos pode estar relacionada a presenca de
substancias humicas e bioativos presentes em produtos como Biozyme® e Gamit®,
os quais favorecem a complexacdo e mobilizagdo de micronutrientes no solo
(Canellas e Olivares, 2014). Além disso, B. subtilis amplifica o efeito desses insumos
por estimular a proliferagao de raizes finas e aumentar a capacidade de troca catidnica
na rizosfera, o que reforga o acumulo de micronutrientes metalicos (Saharan e Nehra,
2011).
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Por outro lado, o tratamento contendo a mistura de todos os insumos avaliados
(Mix) apresentou menor incorporacdo de K e niveis reduzidos de alguns
micronutrientes quando comparado aos demais. Esse comportamento pode estar
relacionado a possiveis interagdes antagbnicas entre os compostos utilizados
simultaneamente, resultando em competigcdo quimica, alteragdes no pH e saturagao
de moléculas bioestimulantes que acabam por interferir negativamente nos processos
de absorcao radicular. Conforme descrito por Meena et al. (2017), a combinagéo
indiscriminada de bioinsumos e agroquimicos pode reduzir a eficiéncia de
microrganismos benéficos, inibindo sua atividade metabdlica e, consequentemente, a
absorgao de nutrientes.

De forma integrada, os resultados revelam que o potassio e o cobre foram os
elementos com maior variagdo entre os tratamentos. O papel fisioldgico desses
nutrientes explica sua sensibilidade as intervengdes experimentais. O K, além de ser
importante para processos osmoticos e ativagdo enzimatica, esta diretamente
envolvido no transporte de sacarose, o principal produto metabdlico da cana-de-
agucar (Taiz et al., 2017). O Cu, por sua vez, atua como cofator em reagbes de
oxidorreducao, participa da fotossintese (especialmente na plastocianina) e
desempenha fungdes essenciais na defesa antioxidante e lignificagao (Yruela, 2009;
Briat et al., 2007).

A analise do agrupamento hierarquico demonstrou a formacéo de dois grandes
grupos: (i) tratamentos sem bioinsumos quimicos ou com poucas combinagdes (solo,
B. subtilis, e Trichodermil®), cujas respostas se assemelham ao controle; e (ii)
tratamentos contendo bioestimulantes comerciais (Biozyme®, Comet®, Gamit® e Mix),
que apresentaram respostas nutricionais mais pronunciadas.

Assim, os resultados do presente estudo demonstram que B. subtilis, quando
associado a determinados bioinsumos, potencializa a absor¢do de nutrientes
essenciais e favorece ajustes metabodlicos que podem ser desejaveis na produgao de
mudas de cana-de-agucar. No entanto, a utilizagdo conjunta de multiplos produtos
(Mix) pode ser contraproducente, reforcando a necessidade de manejo criterioso no
uso combinado de bioestimulantes e microrganismos benéficos.

A visualizagdo dos dados por meio de um mapa de calor mostra que os teores

de nutrientes variaram ao longo dos tratamentos com o tratamento controle
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apresentando altos indices apenas de Cobre. O tratamento com Solo e B. subtilis se
assemelharam com o Trichodermil®, ambos se apresentaram mais proximamente
relacionados ao controle. Esses trés primeiros tratamentos se correlacionam ao Mix
(mistura de produtos) com altas taxas de Ferro (Fe) sendo incorporadas, porém com
baixas taxas de potassio (K). O potassio foi mais incorporado pelos tratamentos
Biozyme®, Comet®, Gamit®, o Mix causou a menor incorporagdo deste elemento na
planta e se manteve igual para os demais. O potassio € um macronutriente critico com
atuacdo na regulagdo osmotica, ativagdo de enzimas, transporte de nutrientes e
sintese de carboidratos (Jiadosk et al., 2011).

Além disso o potassio e o cobre foram os elementos mais incorporados pelas
plantas dos tratamentos, mesmo que estes ndao apresentem uma correlagao direta em
termos de fisiologia vegetal, ambos sdo necessarios e desempenham importantes
papeis no crescimento e desenvolvimento. O cobre € um micronutriente essencial que
desempenha um papel em varias fungdes metabdlicas, incluindo a sintese de clorofila,
a ativagdo de enzimas e a resisténcia a patogenos. O cobre é fundamental para
processos relacionados ao metabolismo de carboidratos, lignificagdo e defesa contra
estresses oxidativos (Taiz et al., 2017).

As gramineas em geral necessitam de altas taxas de ferro quando comparadas
a outras culturas, a cana-de-agticar acumula cerca de 9 kg ha™! (Prado, 2008), deste
modo os tratamentos com mix de produtos e a associagao T+Bs favoreceram seu
acumulo. Sendo o ferro um elemento essencial na composicdo da molécula da
clorofila, além disso possui funcao catalisadora da respiracao, fotossintese e de outros
sistemas enzimaticos (Madhurl et al., 2013); e aumenta a produtividade, assim esta

também relacionado a qualidade nutricional dos produtos vegetais (Briat et al., 2007).

4.8. Perfil Metaboélico

Com a identificacdo de diversos padrbes nutricionais diferentes entre os
tratamentos, é possivel verificar o estado metabdlico da cana-de-agucar com alguns
acidos organicos aparecendo em grandes quantidades, como é o caso do acido trans-
aconitico. Grande parte destes sao responsaveis por Osmorregulacao; Atividade
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Antioxidante; Metabolismo energético; Sinalizagdo e regulagdo génica intra e

interespecifica (Khan et al., 2020) (Figura 10).
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Figura 10. Concentracdo de metabdlitos em cana-de-agucar submetidos a diferentes
tratamentos de insumos.

Legenda: T1: Controle; T2: B. subtilis; T3: Comet® + B. subtilis; T4: Gamit® + B. subtilis; T5:
Tricodermil® + B. subtilis; T6: Biozyme® + B. subtilis; T7: Mix de insumos + B. subtilis.

A analise dos metabdlitos em diferentes tratamentos revela importantes
aspectos da interagdo de B. subtilis e agroquimicos. Ao serem observados os
aminoacidos, observou-se uma variagao significativa nos niveis de asparagina, que
foram maximos no tratamento controle (T1) e permanecem elevados em T5 e T6, mas
sofrem uma reducdo acentuada em T3 e T4, quando B. subtilis foi utilizado os
agroquimicos.

Essa reducao pode ser interpretada como um indicativo de que B. subtilis, em
combinagdo com agroquimicos, promove maior utilizacdo da asparagina,
possivelmente através de assimilacao de amoénia e a intensificagao na sintese proteica
(Brouquisse et al., 1992). A reducao acentuada da asparagina nos tratamentos T3 e
T4 (quando B. subtilis foi aplicado junto a agroquimicos) pode indicar uma

reprogramagao do metabolismo nitrogenado da planta: em vez de acumular
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asparagina como reserva de N, a planta a estaria utilizando mais rapidamente para
incorporagao em aminoacidos/proteinas e outras vias biossintéticas, possivelmente
por estimulo microbiano a assimilagdo e reciclagem do nitrogénio (Brouquisse et al.,
1992).

A asparagina € importante nesse processo, atuando como um intermediario no
transporte e armazenamento de nitrogénio, fundamental para a saude e crescimento
vegetal (Yabuki et al., 2017). A conversao de aménia em asparagina, mediada pela
asparagina sintetase, ocorre quando a amdnia € integrada ao aspartato, resultando
em uma molécula que possui alta eficiéncia na retengao de nitrogénio (Yabuki et al.,
2017). Esse processo garante que o nitrogénio disponibilizado favorega os tecidos em
desenvolvimento, promovendo assim uma maior sintese de proteinas, visto que a
asparagina fornece um suprimento constante de nitrogénio necessario para a
producao de aminoacidos, os quais sdo os blocos construtores das proteinas (Yabuki
et al., 2017).

Desta forma, a asparagina interliga a assimilagdo de aménia a biossintese
proteica, contribuindo significativamente para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, especialmente em condi¢gdes de elevado consumo de nitrogénio ou estresse
nutricional (Yabuki et al., 2017). Além disso, a regulagem da producao de asparagina
esta intimamente ligada ao estado de nitrogénio da planta, evidenciando que seu
aumento potencializa a capacidade de sintese proteica (Yabuki et al., 2017).

A alanina, por sua vez, apresentou estabilidade em todos os tratamentos,
sugerindo uma homeostase no metabolismo de carbono e nitrogénio. Ja os niveis
baixos de isoleucina e valina indicam um metabolismo secundario nao afetado
significativamente pela presencga de B. subtilis. Isso sugere uma reprogramagao no
balan¢o de aminoacidos, onde o sistema se adapta para otimizar o uso de nitrogénio
e preservar aminoacidos estruturais.

Nos carboidratos, a sacarose apresentou um pico em T2 e uma subsequente
reducao nos tratamentos que incluem os agroquimicos. Essa dindmica sugere que B.
subtilis e sua agao isolada promovem um aumento significativo na fotossintese e no
acumulo de carboidratos, possivelmente devido a efeitos benéficos como a promogéao
do crescimento radicular e a absorgao de nutrientes (Lopes et al., 2013). Entretanto,

a adi¢ao de insumos agricolas parece inibir esses efeitos positivos, possivelmente por
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meio da alteracéo da microbiota benéfica associada a planta. A glicose, por outro lado,
manteve niveis baixos, reforcando a hipotese de uma rapida conversao em sacarose
OU Seu UsSoO em processos respiratorios.

A analise das concentragbes de acidos orgéanicos revelou um claro destaque
para o acido trans-aconitico, especialmente nos tempos T2 e T7, indicando
intensificagdo da atividade respiratéria e maior direcionamento do fluxo de carbono
(Kulma et al. 2019). Esse comportamento €& coerente com a ativacdo de um
metabolismo energético mais robusto, possivelmente induzido pela aplicagdo de B.
subtilis. Embora outros acidos organicos tenham apresentado oscilagdes ao longo dos
tratamentos, o padrao geral aponta para um aumento da atividade metabdlica e para
um equilibrio redox mais dinamico no tecido foliar, sugerindo estimulo a respiragao
celular (Kulma et al. 2019).

Segundo Taiz et al. (2017), os acidos detectados podem ser classificados em
trés grupos funcionais: (i) os relacionados ao metabolismo energético, que incluem
acido aceético, acido formico, acido fumarico, acido malico, acido succinico e acido
trans-aconitico; (ii) os envolvidos na defesa e regulacdo, representados pelos acidos
galico e clorogénico; e (iii) o acido latico, que esta associado ao metabolismo
fermentativo. Dentre esses compostos, o trans-aconitico foi o metabdlito mais
abundante em todos os tratamentos, caracterizando-se como um intermediario do
ciclo do acido citrico e desempenhando papel essencial no metabolismo energético e
na biossintese de carboidratos (Khan et al., 2020). Além de sua fungdo metabdlica,
esse composto possui reconhecida acao alelopatica, interferindo no banco de
sementes de espécies daninhas (Voll, 2019).

A literatura indica que o caldo de cana apresenta concentracdes naturalmente
elevadas de acido aconitico, aproximadamente 1,8% (Larrahondo et al., 2000),
enquanto seus niveis na planta intacta tendem a ser reduzidos (Araujo, 2017). Assim,
as altas concentragdes observadas no presente estudo provavelmente se relacionam
ao estagio inicial de desenvolvimento da cultura, periodo no qual a planta direciona
grande parte de seus recursos para rotas energéticas com o objetivo de sustentar
processos de crescimento e diferenciagao (Taiz et al., 2017; Voll, 2019). Além disso,

esse composto € caracteristico de gramineas e pode ser exsudado para o solo, onde
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interage com elementos como aluminio e ferro (Szmigielska et al., 1997),
influenciando a dinamica quimica e bioldgica da rizosfera.

Dentre os acidos com papel fundamental no metabolismo energético,
destacam-se aqueles diretamente envolvidos no ciclo de Krebs, processo essencial
para a producao de energia nas células vegetais. Esses compostos podem atuar como
precursores ou intermediarios das principais rotas metabdlicas associadas a geragao
de ATP (Khan et al., 2020). Ja os que atuam na defesa e regulagéo (acido galico e
clorogénico) estdo associados a defesa das plantas contra patégenos, atuando como
antioxidantes e inibidores de enzimas que podem danificar as células (Khan et al.,
2020). E o acido latico esta envolvido no metabolismo fermentativo, que pode ocorrer
em condi¢des anaerobias, em geral é considerado uma fonte alternativa de energia
para as plantas (Khan et al., 2020).

Dado que houve maior quantidade de acido aconitico, seguido por malico e
clorogénico, podemos inferir que a planta esta metabolicamente ativa e provavelmente
em um estado nutricional equilibrado. O acido aconitico é intermediario importante no
ciclo de Krebs, indicando atividade metabdlica significativa. O acido malico esta
envolvido na sintese de compostos organicos, enquanto o acido clorogénico pode agir
como um indicador de resposta a estresses ambientais.

Foi observado nos tratamentos 1, 2, 6 e 7 respectivamente o tratamento
Controle; B. subtilis; Biozyme® + B. subtilis; e Mix de insumos + B. subtilis altas
concentragdes de alcaloide trigonelina. Essa molécula é derivada do acido nicotinico
(vitamina B3), desempenha um papel fisiolégico significativo na cana-de-agucar, com
multiplas fungdes relacionadas a regulacdo metabdlica, detoxificagao e defesa contra
estresses ambientais (Ashihara et al., 2015). Este composto atua como um agente de
detoxificagdo, ajudando a planta a neutralizar compostos téxicos e a lidar com
condi¢cbes adversas, como seca, salinidade e ataques de patégenos (Ashihara et al.,
2015). Além disso, a trigonelina esta envolvida na regulagdo do ciclo do acido
nicotinico, um aspecto importante para o metabolismo energético e a manutengéo do
equilibrio redox celular (Ashihara et al., 2015).

Altas concentracdes de trigonelina nos tecidos da cana-de-agucar geralmente
indicam que a planta esta enfrentando estresse fisioldgico. Este acumulo é uma

resposta adaptativa, sugerindo que a planta esta ativando seus mecanismos de
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defesa para lidar com condi¢gdes desfavoraveis, como ataques de insetos, déficit
hidrico ou outros fatores ambientais (Ashihara et al., 2015). Em situagcbes de
herbivoria, por exemplo, a trigonelina pode ser depletada, pois é utilizada ou
redirecionada para outras vias metabdlicas de defesa (Sabino et al., 2019). Assim,
niveis elevados de trigonelina séo considerados indicadores de que a planta esta em
estado de alerta metabdlico, buscando proteger-se e manter sua homeostase.

Quando submetida ao estresse abittico, como a falta de agua, a planta
intensifica o acumulo de alcaloides, aminoacidos e outros metabdlitos secundarios.
Essa resposta adaptativa € fundamental, pois os alcaloides desempenham papéis
cruciais na regulagao osmatica, na protegao contra o estresse oxidativo e na defesa
contra patégenos, conforme apontado por Yang et al. (2023), Yang et al. (2022),
Williams et al. (2016) e Rao et al. (2022). Assim, embora o acumulado de alcaloides
funcione como um mecanismo de defesa, ele também é um sinal claro de que a planta
nao se encontra em condi¢cdes ideais de saude (Yang et al., 2023; Yang et al., 2022).

Por fim, a analise dos alcaloides revelou um padrao variavel para a trigonelina,
que se correlaciona com respostas antioxidantes e sinalizacdo de estresse. A
diminuicao observada nos tratamentos T3 e T4 pode ser interpretada como um reflexo
da inibicao de vias de defesa, enquanto a recuperacdo em T6 e T7 indica reativacao
do metabolismo secundario devido a combinacgao de bioinsumos, que potencialmente
resgatam a diversidade microbiana e estimulam o metabolismo da planta.

Em sintese geral, os dados sugerem que o tratamento com B. subtilis isolado
(T2) é o mais efetivo na maximizagao do acumulo de compostos benéficos, como
sacarose e acidos organicos, implicando em uma eficiéncia metabdlica e energética
superior. Em contrapartida, os tratamentos (T3 e T4) demonstram ter um impacto
negativo significativo sobre o metabolismo, interferindo na microbiota e na
funcionalidade da planta. A introducao de bioestimulantes (T6) e misturas (T7), por
sua vez, parece restaurar parcialmente os efeitos metabdlicos positivos, evidenciando
a importancia da sinergia entre microrganismos e insumos naturais na promogao da
saude e vitalidade da planta. A analise comprova a relagao intrinseca entre o potencial
metabdlico das plantas, a presenga de B. subtilis e a minimizagao de interferéncias

quimicas adversas.
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Pode-se dizer assim que os acidos identificados desempenham um papel
importante na interagdo planta-microrganismos, levando em conta especialmente o
contexto da interagao com simbiontes de micorrizas com importante papel na fixagao
de nitrogénio (Kulma et al. 2019). Esses acidos podem ser exsudados pelas raizes
das plantas, influenciando a disponibilidade de nutrientes no solo e a comunicagao
com 0s microrganismos do solo. Além disso, os acidos organicos podem desencadear
respostas metabdlicas nos microrganismos do solo, afetando sua atividade e fungao
(Kulma et al. 2019).

Além disso diversos desses compostos sao responsaveis por repostas
fisiolégicas a condi¢cdes adversas de crescimento e desenvolvimento, como estresse
hidrico, o nivel de acido malico aumenta significativamente em plantas submetidas a
estresse hidrico prolongado, e esse aumento esta associado a melhoria da tolerancia
a seca (Khan et al., 2020).

Uma forma de observar os dados com a amplitude e complexidade, ocorre
através de analises multiparamétricas, que permitem de uma vez sé integrar todas as
variaveis. Deste modo a analise de componentes principais (PCA) permite a
visualizagao grafica entre os tratamentos e as variaveis nas diversas condigdes de

estudo (Figura 11 a 14).
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Figura 11. Andlise de Componentes Principais (PCA) para a condi¢céo in vitro
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Fonte: Autor.
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Experimento em laboratério
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Figura 13. Analise de Componentes Principais (PCA) para os tratamentos em

condigao in vitro (Microcosmos) para os tratamentos individuais.
Fonte: Autor.
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Figura 14. Andlise de Componentes Principais (PCA) para os tratamentos em

condicdo de vaso para os tratamentos individuais.
Fonte: Autor.

A analise de componentes principais (PCA) indica que a variabilidade nas
respostas esta fortemente relacionada aos tratamentos aplicados, evidenciando a

complexidade das interagbes que influenciam o funcionamento do solo (Martins et al.,
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2025). Os componentes juntos abrangeram 59,7% da variagao total dos dados.
Compreender essas dindmicas € importante para o manejo sustentavel do solo,
permitindo que a aplicagdo de insumos ndo comprometa os beneficios ecoldgicos
oferecidos por microrganismos benéficos (Han et al., 2006).

Além disso, a PCA destacou as mesmas variaveis que apresentaram
significancia nos testes univariados, reforgando a coeréncia entre as analises. Embora
o carbono da biomassa microbiana (CB) n&o tenha diferido estatisticamente, seu vetor
aparece nas figuras devido a correlagdo com variaveis relevantes um comportamento
tipico em analises multivariadas (Jolliffe e Jorge, 2016).

No microcosmo (Figura 13), a PCA revelou uma separagao clara entre os
tratamentos, indicando forte influéncia das variaveis microbianas e bioquimicas.
Desidrogenase (Desi), atividade hidrolitica (AH), fungos totais (FT) e bactérias
fixadoras de nitrogénio (BN) foram os principais vetores associados a dispersao, em
concordancia com as diferencas apresentadas na Tabela 5. As maiores variagoes
observadas nessas variaveis sugerem que 0s insumos quimicos, em interagdo com
B. subtilis, modificaram intensamente os processos microbianos, possivelmente por
mecanismos sinérgicos ou antagonistas, conforme discutido por Berg et al. (2020).
Apesar de os vetores estarem relativamente agrupados indicando respostas
semelhantes entre as variaveis os tratamentos aparecem distantes entre si,
demonstrando que os efeitos sobre a microbiota foram intensos e diferenciados no
mMicrocosmo.

Em contraste, na condicdo de vasos (Figura 14), os vetores estdo mais
dispersos, refletindo relagcbes mais complexas entre as variaveis. Contudo, os
tratamentos ficaram mais préximos, revelando efeitos mais sutis. Esse
comportamento é coerente com a Tabela 6, na qual as diferengas significativas foram
menos expressivas. A menor separagao entre os tratamentos indica que a
heterogeneidade do solo e o estagio inicial das plantas atenuaram as respostas
microbianas, embora incrementos em BT, BN e Desi demonstrem que B. subtilis e
alguns insumos ainda exerceram influéncia.

Ao observar a primeira e a ultima avaliagado de cada experimento (microcosmo
e vaso) (Figuras 11 e 12), nota-se uma completa distingdo entre os periodos de

avaliagao, com a primeira apresentando pontos mais dispersos e a ultima com pontos
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agrupados, indicando uma tendéncia de homogeneidade das condi¢gdes ao longo do
tempo. No entanto, ao analisar os comportamentos dos tratamentos de forma
individual, verifica-se uma diversidade de respostas em todos os tratamentos, sem
formagao de grupos homogéneos em nenhuma das condi¢des avaliadas (Figuras 13
e 14).

No microcosmos, observou-se que a introdugao de B. subtilis junto a outras
agroquimicos resultou em variagdes significativas atividade enzimatica mesmo com
reducdo nas populagdes microbianas, na maioria dos tratamentos, reforcando a
hipétese de sinergia entre os componentes (Berg et al., 2019). Esse efeito sinérgico
sugere que a combinagao de diferentes insumos nao apenas favorece a umidade
(Wang et al., 2019) e a decomposi¢ao de matéria organica, mas também propicia um
ambiente mais diversificado, essencial para uma microbiota ativa que suporte o
crescimento da cana-de-agucar (Berg et al., 2019). Assim, o uso de agroquimicos
deve ser pensado de maneira estratégica, de forma que com a adogao de praticas de
manejo que promovam a atividade microbiana, direcionando a agricultura para um
modelo mais sustentavel.

Considerando as condigdes climaticas e a variabilidade dos insumos, um
planejamento estratégico dos tratamentos e aplicagdo de insumos deve levar em
conta o momento certo de manejo da cana-de-agucar. Isso inclui a aplicacédo em
momentos criticos, como o inicio e o desenvolvimento do crescimento da cana, onde
a ciclagem de nutrientes e a taxa de atividade microbiana s&o mais impactantes
(Tabela 5 e 6). Ao alinhar as praticas agricolas aos ciclos biolégicos do solo e das
plantas, buscamos um equilibrio que permita garantir produtividade e, ao mesmo
tempo, preservar e enriquecer o solo, promovendo um cenario agricola sustentavel

para o futuro (Berg et al., 2019).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos microcosmos evidenciaram que a interagao entre B.
subtilis e diferentes insumos agricolas pode gerar efeitos sinérgicos ou inibitorios
sobre a microbiota e as propriedades do solo. Em condicbes controladas
(microcosmos), a combinagao entre B. subtilis e Trichodermil® favoreceu o aumento
da umidade, enquanto o tratamento Mix promoveu maior atividade hidrolitica e
incremento nas populagdes de fungos totais (FT) e bactérias fixadoras de nitrogénio
(BN), sem alterar de forma expressiva o pH e o carbono da biomassa microbiana (CB).
Por outro lado, o Comet® apresentou efeito inibitério sobre a umidade e sobre a
populacao de bactérias totais (em valores absolutos). A aplicagao isolada de B. subtilis
intensificou a atividade metabdlica microbiana (Desi.), porém reduziu alguns grupos
especificos (FT), sugerindo um possivel efeito de selecdo dentro da comunidade
microbiana.

No experimento conduzido em vasos o tratamento com B. subtilis elevou a
atividade da desidrogenase junto ao tratamento com Trichoderma aumentou a
atividade hidrolitica. O Biozyme® destacou-se por promover elevagdo nos valores de
bactérias totais, fungos totais e bactérias fixadoras de nitrogénio. Além disso, as
combinagbes Biozyme® + B. subtilis e Mix + B. subtilis favoreceram maior altura de
plantas, maior numero de folhas e incremento da massa fresca aérea, em comparag¢ao
ao controle (tanto em estatistica quanto em valores absolutos).

Esses resultados sugerem que a coinoculagao de B. subtilis com agroquimicos
pode potencializar a ciclagem de nutrientes e contribuir para a manutencao da saude
do solo, porém aspectos biométricos podem nao apresentar alteracbes. De forma
geral, o estudo demonstra que o uso combinado de B. subtilis com insumos
selecionados € uma estratégia promissora para conciliar produtividade e
sustentabilidade na cultura da cana-de-agucar, desde que se considerem possiveis
efeitos antagbnicos de alguns produtos sobre a microbiota.

Entretanto, por se tratar de resultados obtidos em microcosmos e em condi¢des
controladas de casa de vegetagédo (vasos), torna-se necessaria a realizagéo de

ensaios em campo, em diferentes tipos de solo e sistemas de manejo, a fim de validar,
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ajustar doses, definir combinagdes e determinar os momentos de aplicagdo mais

adequados para uso em escala comercial.
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