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AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE CANA-DE-ACUCAR
PROMOVIDO POR INOCULANTES BACTERIANOS E ADUBACAO COM
SUBPRODUTOS

RESUMO - Bactérias promotoras do crescimento de plantas podem promover
aumento na biometria vegetal, na absorcdo de nutrientes e sua atuacdo pode ser
incrementada pela disponibilizagéo de carbono e energia, fornecidos via adubacéo.
Desta forma, o experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito dos
Bacillus subtilis e Bacillus pumilus em mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-acgulcar
e acao das mesmas bactérias associadas a adubacao com vinhaca, torta de filtro e o
composto de torta de filtro no cultivo inicial de cana-de- agicar em vasos ao ar livre.
O experimento foi dividido em duas fases. Na fase 1 foram utilizadas MPB e os
tratamentos constituidos por: T1= Sem inéculo, T2= B. subtilis, T3= B. pumilus e T4=
B. subtilis + B. pumilus, realizado em delineamento em blocos ao acaso, com quatro
repeticdes. No final do periodo de formacdo das MPB que foi de 60 dias, foram
aferidas as massas seca de parte aérea, de raizes e total e ainda feita contagem do
ndmero de bactérias totais no substrato. Na fase 2, os fatores em estudo foram
quatro inoculagdes, sendo T1= Sem in6culo, T2= B. subtilis, T3= B. pumilus e T4= B.
subtilis + B. pumilus com quatro tipos de adubac¢fes: Al= Adubacdo mineral (AM),
A2= AM + vinhaca, A3= AM + torta de filtro e A4= AM + composto de torta de filtro,
combinados em esquema fatorial 4x4, com quatro repeticbes. Os parametros
avaliados foram: dados biométricos das plantas, massa seca de parte aérea, raizes
e total, contagem do nimero de bactérias totais, fésforo soltvel, amdnio e nitrato no
solo. Na fase de MPB o uso das bactérias promoveu aumento de massa seca de
raizes e total. Na fase em vasos, os tratamentos que receberam os inéculos, tiveram
incremento na altura e diametro das plantas com destaque para o B. pumilus que
proporcionou também maior massa seca de raizes e total. Nas analises realizadas
no solo, observou-se que a adicdo das bactérias promoveu uma menor
concentragdo de nutrientes no solo e provavelmente uma maior assimilagdo pelas
plantas. Os tratamentos que receberam vinhaca associada a adubacdo mineral
prejudicaram o desenvolvimento das plantas com menores valores para os dados
biométricos e menor massa seca de todas as partes da planta, enquanto que no solo
aumentou a concentracdo de amonio e numero de bactérias totais. A inoculacéo
bacteriana em MPB e em plantas de cana-de-agucar no seu periodo inicial
promoveu um maior desenvolvimento das plantas e poderia ser utilizada para o
aumento da produtividade agricola nessa cultura.

Palavras-chave: inoculantes bacterianos, mudas pré-brotadas, Saccharum spp.,
torta de filtro, vinhaca.



EVALUATION OF SUGAR-CANE DEVELOPMENT WITH ITS WASTES
PROMOTED BY BACTERIAL INOCULUM

ABSTRACT - Plant growth rhizobacteria might promote an increase of biometric
plant and their action can be optimized by availability of carbon and energy, provided
via organic fertilization. In this way, the experiment was carried out with aim to
evaluate the fertilization effect with cane’s wastes and promoted bacteria inoculation
at initial seedling of sugar cane. The experiment was divided at two phases. Phase 1
were utilized Pre-Sprouted-Seedlings (PSS) and the treatments were T1 = control,
T2 = Bacillus subtilis, T3 = B. pumilus and T4 = B. subtilis + B. pumilus. The design
was randomized blocks with four repetitions. At the final period of PSS formation,
were measured the shoot, root and total dry matter and also total bacteria of
substrate. At the phase Il the factors analysed were four kind of inoculations being
T1= no inoculum, T2= B. subtilis, T3= B. pumilus and T4= B. subtilis + B. pumilus
with four kind of fertilizations: F1= mineral fertilization (MF), F2= MF + vinasse, F3=
MF + filter cake and F4= MF + filter cake compost, combined with 4 x 4 factorial
scheme, with four repetitions. The evaluated parameters were: plants biometric data,
shoot, root and total dry matter, total bacteria counting, soluble phosphorus,
ammonium and nitrate levels into soil. At the PSS phase the use of bacteria
promoted the increasing of root and total dry matter. At the phase 2 the treatments
which received inoculas had higher height and plant’s diameter and also higher root
and total dry matter, with emphasis on B. pumilus, which provided greater.
Treatments that serve vineyard associated with mineral fertilization have hampered
the development of plants with lower biometric data and lower dry mass of all parts of
the plant, while not increasing the size of a number of total bactéria. At the soil
analysis, it was observed, that the addition of bacteria promoted a lower nutrients
levels into soil and likewise higher plant assimilation. The bacterial inoculation on
PSS and on sugar cane at initial development period promoted higher plant
development and it could be used to increase of cane yield.

Keywords: bacterial inoculants, pre-sprouted-seedlings, Saccharum spp., filter cake,
vinasse.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-aglcar (Saccharum spp.),
sendo uma cultura de grande importancia para o setor de biocombustiveis, com
potencial para producéo de acucar, etanol e na geracdo de subprodutos de interesse
industrial (CONAB, 2016). Grandes investimentos sao realizados no cultivo desta
cultura e o sistema de mudas pré-brotadas (MPB), pode auxiliar na multiplicacdo de
viveiros, combinando alto padrdo de fitossanidade, vigor e plantio uniforme
(GOMES, 2013).

Além do sistema de MPB, o uso de inoculantes bacterianos € uma alternativa
para a sustentabilidade da producgéo agricola, com possivel diminuicdo do uso de
adubos minerais e consequentemente menor custo de producdo (POWELL,;
KLIRONOMOS, 2007). Alguns estudos tém mostrado os beneficios das bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP) especificamente em cana-de-aglcar,
com incrementos na massa seca e produtividade dos colmos dessa cultura
(OLIVEIRA et al., 2003; SCHULTZ et al., 2012). As espécies Bacillus subtilis e B.
pumilus podem ser usadas como BPCP, ambas atuando como fixadoras de
nitrogénio, produzindo é&cido indolbutirico (AIB) (ARAUJO; HENNING; HUNGRIA,
2005), acido indolacético (AIA) e sideréforos (PUENTE; LI; BASHAN, 2004),
respectivamente.

Na producédo de acUcar e etanol sdo gerados inUmeros residuos, sendo estes
chamados de subprodutos por seu alto valor agregado, dentre os principias, a torta
de filtro, vinhaca, cinzas de caldeira, bagaco e palhada da cana-de-acUcar. Estes
subprodutos possuem grande potencial para uso na agricultura, sendo utilizados
como adubos alternativos.

A vinhaca é fonte de matéria organica, agua e nutrientes, dentre os principais
K, N, Ca, Mg, e seu uso pode contribuir para o aumento da produtividade da cana-
de-acucar (PRADO; CAIONE; CAMPOS, 2013). A torta de filtro possui fosforo
organico e sua liberacdo acontece aos poucos por mineralizacdo e acao de micro-
organismos no solo (SANTOS et al., 2010). A elaboracdo de um composto contendo
torta de filtro combinado com gesso agricola, cinzas de caldeiras e palhada agrega



ainda mais valor ao subproduto melhorando a concentracdo de nutrientes e
reduzindo sua umidade (SANTIAGO; ROSSETTO, 2016).

N&o existem estudos associando o uso dos B. subtilis e B. pumilus a
subprodutos da industria canavieira na promocdo de crescimento de plantas.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo das bactérias B.
subtilis e B. pumilus em MPB e 0 uso das mesmas associadas a vinhaca, torta de
filtro e composto de torta de filtro na promocao de crescimento inicial de cana-de-

acucar com 120 dias.



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Cana-de-acucar

A cana de agucar é cultivada em mais de 120 paises, principalmente no Brasil
e na india (BALDANI et al., 2002), é uma planta tropical pertencente a familia
Poaceae (gramineas) e ao género Saccharum. Duas espécies foram relatadas em
1753, por Lineu: S. officinarum e S. spicatum e ha pelo menos mais quatro espécies
deste género (S. spontaneum, S. sinensis, S. barberi e S. robustum), sendo a cana-
de-acucar cultivada comercialmente um hibrido multiespecifico, recebendo a
designacao Saccharum spp. (CHEN; CHOU, 1993).

Desde 1500 A.C a cana-de-aclcar ja era cultivada nas indias (ARANHA;
YAN, 1987). No Brasil, introduzida em 1532, por Martim Afonso de Souza (VIEIRA,
LIMA; BRAGA, 2006), logo ap6s o descobrimento do Pais, quebrando o monopdlio
francés no suprimento mundial de acucar, oriundo das colénias caribenhas
(CANABRAVA, 2005). Primeiramente a cultura foi utilizada como alimento para
animais e apos para producéo do acucar. O primeiro engenho no Brasil foi criado na
regido de S&o Vicente (S&o Paulo) em 1534 (TAVORA, 2011).

No final do século XX, o Brasil tornou-se o maior produtor mundial de cana-
de-acucar, aglcar e etanol. Essa lideranca foi atingida principalmente em funcdo da
criacdo do Prodlcool em 1975, um programa governamental de incentivo a producéo
de &lcool combustivel (BALSADI; FARIA; NOVAES FILHO, 1996).

Atualmente, a cana-de-acucar € dos principais produtos agricolas do Brasil, a
agroindustria canavieira nacional é tecnicamente qualificada e com 0s menores
custos de producdo do mundo, além de contar com bom potencial para aumento da
producdo (RODRIGUES, 2010). Sua produc¢éo para a safra 2016/17 foi estimada em
684,77 milhdes de toneladas, com aumento de 2,9% em relacdo a safra anterior. A
area colhida foi avaliada em 8.973,20 mil hectares, com producdo de aclUcar em
39,96 milhdes de toneladas e a de etanol acima de 27,50 bilhdes de litros (CONAB,
2016).



A cana-de-acucar € uma planta de metabolismo C4 (ALLEN; JONES; JONES,
1985), apresentando eficiéncia na utilizacdo e resgate de CO, alta taxa
fotossintética, adaptacdo a alta intensidade luminosa e a altas temperaturas
(SEGATO; MATTIUZ; MOZAMBANI, 2006). E uma das poucas espécies que
armazena carboidrato preferencialmente como sacarose e ndo como amido (TAIZ;
ZEIGER, 2004). O conteudo de sacarose do seu colmo é o principal produto de
interesse desta cultura. Seu armazenamento depende do estadio de
desenvolvimento, das condicbes de crescimento das plantas, além de fatores
genotipicos (INMAN-BAMBER et al., 2008).

A parte aérea é formada por colmos, folhas e inflorescéncias, € uma planta
gue se desenvolve em forma de touceira e a parte subterranea é constituida por
raizes e rizomas. A inflorescéncia da cana-de-aclucar € uma panicula aberta,
chamada de bandeira ou flecha (MOZAMBANI et al., 2006).

De acordo com Tomaz (2013), a cana-de-aglcar é uma cultura perene, mas o
cultivo extensivo a torna semi-perene e requer novo plantio apds quatro ou cinco
colheitas. Isso ocorre devido ao pisoteio por maquinas e veiculos no cultivo e na
colheita da cultura, compactando o solo e prejudicando a brotagéo e o crescimento
normal do sistema radicular.

A cultura canavieira pode ser estabelecida quando existe umidade (adgua
disponivel), e o clima ideal deve apresentar duas esta¢des distintas, uma quente e
Gmida, para permitir germinacdo, perfilhamento e desenvolvimento vegetativo,
seguido de outra fria e seca, para promover a maturacdo e o acumulo de sacarose
nos colmos (GROFF, 2010). Seu rendimento € influenciado por muitos fatores
ambientais, genéticos com destaque para os climaticos e a disponibilidade de
nutrientes no solo, que limitam a produgédo em vérias regides do Brasil (BOLOGNA-
CAMPBELL et al.; 2013).

Apoés o plantio da cana-de-acucar ocorre 0 processo de crescimento das
gemas, onde a brotacdo dura entre 20 e 30 dias, sendo seu inicio marcado por um
rapido aumento na taxa de respiracdo e do transporte de substancias diretamente
para as areas de crescimento (DIOLA; SANTOS, 2010). Ainda de acordo com o
autor, posteriormente a brotacdo se inicia a formacdo do sistema radicular e

surgimento dos perfilhos. Passados 40 dias do plantio, em média, tem inicio a fase



de perfilhamento, onde ocorrem processos fisiologicos de ramificacdo, podendo
durar até 120 dias. Gracas a esta fase de perfilhamento, a cultura apresenta o
namero de colmos necessarios para assegurar uma boa producdo. A populacéo
maxima de perfilhos e alcancada entre 90 e 120 dias apos o plantio (Figura 1)
(DIOLA; SANTOS, 2010).

% %
taged il S I I

Fase de b"'OtGC:"O Fase de perfilhamento Periodo de cresci- Fase de matu-
e estabelcimento mento dos colmos racao

Figura 1. Fases do desenvolvimento da cana (GASCHO; SHIH, 1983).

2.2. Sistema de mudas pré-brotadas — MPB

O sistema de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-aclcar € uma tecnologia
desenvolvida pelo Programa Cana do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).
Consiste num sistema de multiplicacdo que auxilia a producéo rapida de mudas,
combinando alto padréao de fitossanidade, vigor e uniformidade de plantio, reduzindo
o numero de falhas e aumentando a regularidade nas linhas de plantio. Sua
utilizagdo possibilita ganhos econémicos na implantacdo de viveiros, replantio de
areas comerciais e possivelmente renovacdo e expansdo de areas de cana-de-
acucar. Esse sistema apresenta menor risco de difusdo de pragas e doencas,
acelerando a introducdo de novas tecnologias varietais no campo (LANDELL et al.,
2012).



Ainda de acordo com Landell et al. (2012), o uso de MPB pode reduzir em até
90% o volume de mudas utilizadas no plantio. No sistema tradicional de plantio é
utilizada uma estrutura conhecida como rebolo, que é a cana picada variando de 30
a 50 cm (RIPOLI; RIPOLI, 2004), consumindo 18 a 20 toneladas por hectare
plantado, enquanto que para a produgcdo das MPB sao utilizados minirebolos, com
aproximadamente 3 cm, utilizando apenas duas toneladas por hectare. A partir de
uma tonelada de mudas € possivel produzir MPB para plantar uma area com até 300
hectares em 17 meses. Ja no sistema convencional, a extensdo ndo alcancaria 0s
30 hectares (COPLANA PRODUTOR, 2013).

As gemas utilizadas para formacdo das MPB devem ser oriundas de viveiros
livre de doencas, com idade de seis a dez meses e sem mistura varietal, tais viveiros
deverdo ser provindos de tratamento térmico, acompanhado de procedimentos de
roguing e amostras para diagnostico de doencas, caso seja hecessario (LANDELL et
al., 2012).

A producédo das MPB seguem as seguintes etapas (LANDELL et al., 2012):

. Corte de minirebolos: sugere-se a utilizacdo de um sistema de guilhotina
com lamina dupla devidamente desinfestada (XAVIER; de MENDONCA,
SANGUINO, 2008), com espacamento entre as laminas de aproximadamente 3 cm.

. Tratamento dos minirebolos: € realizada uma selecdo visual nos
minirebolos para verificar se estdo visualmente saudaveis, logo apds recebem um
banho térmico a 52 °C por 30 min, seguido por tratamento com fungicidas.

. Brotacdo: sao utilizadas caixas com substrato para o plantio das mudas,
estas chamadas de “caixas de brotagao”, tais caixas sdo levadas para estufa onde
sdo mantidas a 32°C e com irrigagcao suficiente para garantir a manutengdo do
processo de pré-brotagéo.

. Repicagem: apés aproximadamente dez dias na estufa, as mudas sé&o
individualizadas para os tubetes.

. Aclimatacdo fase 1. os tubetes permanecem em aclimatacdo durante 21
dias, sendo que nos primeiros sete dias é recomendado o uso de tela sombrite 50%
gue no decorrer dos dias vai sendo retirada. As laminas e os turnos de irrigacao

ocorrem de acordo com o desenvolvimento das plantas. No fim dessa etapa, ha uma



poda foliar que tem por objetivo estimular o desenvolvimento radicular e minimizar
as perdas de agua.

. Aclimatacdo fase 2: as MPB s&o levadas para o sol com o objeto de se
tornarem aptas a irem para o campo. Ha quatro turnos de rega durante o dia
totalizando 4 mm/dia. O manejo de podas foliares € intensificado, com trés podas ao
longo de 21 dias. Esta € a ultima etapa do processo e as mudas ja estao condi¢éo

de serem retiradas do tubete e irem para o plantio no campo.

2.3. Bactérias promotoras do crescimento em plantas — BPCP

As bactérias promotoras do crescimento em plantas (BPCP) compreendem
um grupo de micro-organismos que podem estimular o crescimento e o
desenvolvimento das plantas por meio de mecanismos diretos e/ou indiretos
(HUNGRIA et al., 2010).

As BPCB podem ser encontradas nas superficies radiculares, na rizosfera e
no interior dos tecidos das plantas (AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008), podem ser
utilizadas para tratamento de sementes, mudas micropropagadas, estacas,
tubérculos, raizes, incorporadas ao solo antes ou depois do plantio e pulverizacdes
na parte aérea incluindo folhagem e frutos (MARIANO et al., 2004).

Como meio direto de afetar diretamente o metabolismo das plantas, as BPCP
podem fornecer substéncias que normalmente estariam pouco disponiveis, sao
capazes de fornecer nitrogénio, fésforo, ferro e produzir horménios tais como,
auxinas, giberelinas, citocininas e etileno (BASHAN; DE-BASHAN, 2005).

As bactérias que fixam nitrogénio tais como Rhizobium e Bradyrhizobium,
podem estabelecer simbiose formando nodulos em raizes de plantas leguminosas
tais como soja, ervilha, amendoim. Estas bactérias convertem N, em amonio, que
pode ser utilizado pelas plantas como fonte de nitrogénio (MURRAY, 2011). As
bactérias de vida livre também podem fixar nitrogénio sem a formacdo noédulos,
porém fornecendo menor quantidade de nitrogénio para a planta hospedeira (GLICK,
2012). O processo de fixagdo de nitrogénio é realizado por um complexo enzimatico
chamado de nitrogenase (KIM; REES, 1994).



As bactérias solubilizadoras de fosfato pertencem a um grupo amplo, que
possuem a habilidade de solubilizar compostos de fosfato indisponiveis em formas
assimilaveis as plantas (KHAN; ZAIDI; WANI, 2006), isso ocorre através da
producdo de enzimas extracelulares e exsudados de acidos organicos, que
aumentam o crescimento das plantas em solos com baixos percentuais de fésforo
soltvel (TRIPURA; SASHIDHAR; PODILE, 2007; BEDDINGTON, 2010).

Zaidi et al. (2009) citam que a solubilizacéo de fésforo inorganico ocorre como
consequéncia da acdo de acidos organicos de baixo peso molecular, que séo
sintetizados por varias espécies de bactérias presentes no solo. Por outro lado, a
mineralizacdo de fésforo organico ocorre através da sintese de diferentes fosfatases
e acidos organicos, que catalisam a hidrélise de ésteres fosforicos (GLICK, 2012).

O ferro € um nutriente essencial para praticamente todas as formas de vida.
No ambiente aerdbico, o ferro ocorre principalmente como Fe®" e é susceptivel de
formar hidroxidos insollveis, que sao geralmente inacessiveis para plantas e micro-
organismos (RAJKUMAR; PRASAD; FREITAS, 2010). Nestas condi¢des, algumas
bactérias produzem quelantes de ferro com baixo peso molecular, denominados
sideréforos, com afinidade de associacdo com o ferro (MACHUCA et al., 2007),
superando sua limitacdo nutricional de ferro. A excrecdo de sideroforos pelas
bactérias pode promover o crescimento das plantas, melhorando sua nutri¢cao (efeito
direto) ou inibindo o estabelecimento de fitopatdgenos (efeito indireto) através do
sequestro de ferro do ambiente (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015).

Diversas BPCP podem alterar a arquitetura da raiz e promover o
desenvolvimento das plantas, devido a sua capacidade de sintetizar e secretar
horménios vegetais como Acido Indol Acético (AlA), giberelinas, citocininas e etileno,
gue sao denominados fitoestimuladores ou fitohorménios de crescimento em plantas
(BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001), sendo especifica esta capacidade para cada
tipo de estirpe bacteriana (BOIERO et al.,, 2007). As bactérias usam estes
fitohormdnios para interagir com as plantas como parte de sua estratégia de
colonizagédo, incluindo fitoestimulacdo e prevencdo de mecanismos de defesa da
planta (PEREZ-MONTANO et al., 2014).

O AIA afeta positivamente a divisdo de células de plantas; estimula a

germinacao de sementes e tubérculos; aumenta o desenvolvimento da raiz; controla


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S094450131300164X#bib0330

processos de crescimento vegetativo; inicia a formacdo de raizes laterais e
adventicias; media as respostas a luz, gravidade e florescéncia; auxilia na formacao
de pigmentos, biossintese de varios metabolitos e resisténcia a condicbes
estressantes (TSAVKELOVA et al., 2005).

Além do AlA, a citocinina € um fitohormdnio que também participa da divisdo
e crescimento celular, aumento da area da superficie de raizes laterais e adventicias
(SALAMONE, HYNES; NELSON, 2005).

Embora o etileno seja um fitohorménio fundamental para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, alto niveis podem induzir desfolhamento e outros
processos celulares que ocasiona reducdo do desempenho da colheita de alguns
frutos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012). Bactérias dos géneros Agrobacterium,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium, entre
outras, foram caracterizadas por dispor da enzima acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC) deaminase, que facilita o crescimento e desenvolvimento
das plantas, diminuindo os niveis de etileno e de estresse hidrico e ainda induzindo
tolerancia ao estresse salino (ZAHIR et al., 2008).

Outra forma de atuacdo das BPCP é a promocdo do crescimento de forma
indireta, auxiliando no biocontrole de patdgenos, permitindo que as plantas
expressem todo o seu potencial de crescimento, que poderia ser limitado, caso um
patdogeno estivesse presente (BASHAN; DE-BASHAN, 2005). Os mecanismos
responsaveis pela atividade antagonista incluem a inibicAo da acdo destes por
producdo de antibiéticos, toxinas, concorréncia por minerais, nutrientes e locais de
colonizagdo (COMPANT et al., 2005).

Uma vez que as bactérias demonstram caracteristicas promissoras de
promocdo do crescimento em condigdes controladas, estas podem ser utilizadas
como inoculantes para plantas cultivadas em condicbes naturais, em vasos e/ou
ensaios de campo (PEREZ-MONTANO et al., 2014). Os principais géneros de BPCP
mais estudados sdo: Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia,
Pseudomonas, Serratia, Azotobacter, Staphylococcus e Azospirillum.

As bactérias do género Bacillus sdo Gram-positivas e podem ser anaerdébias,
aerObias ou facultativas, formam enddsporos proporcionando estabilidade e

resisténcia a fatores adversos, o que torna interessante para a formulagcdo de
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inoculantes comerciais, pelo fato da armazenagem poder ocorrer por longos
periodos e permanecer por mais tempo no solo (KOKALIS-BURELLE; KLOEPPER;
REDDY, 2006).

O Bacillus subtilis é caracterizado por ser um bacilo gram-positivo, de solo e
ndo patdgeno (SOUZA, 2012), Estirpes selecionadas podem atuar no antagonismo
de nematoides, podendo ser utilizadas no manejo de culturas econémicas, visando a
reducdo dos efeitos deletérios de parasitas (LI et al.,, 2005). As endotoxinas
produzidas pelo B. subtilis no solo interferem no ciclo reprodutivo dos nematdides,
principalmente na oviposic¢ao e eclosao de juvenis (SHARMA; GOMES, 1996).

O efeito benéfico do uso do B. subtilis, quando aplicado junto as sementes ou
ao solo, ndo é somente devido ao antagonismo proporcionado aos patégenos. A
bactéria atua na germinacéo, desenvolvimento e rendimento de culturas produzindo
substancias promotoras do crescimento e melhorando a nutricdo das plantas (LUZ,
2001).

Dentre os fitohormoénios que o B. subtilis produz estéo as giberelinas (HOLL et
al., 1988) e a auxinas (BORONIN et al.,1993). As giberelinas atuam no alongamento
do caule, germinagdo de sementes e desempenham um papel importante na
promocao do crescimento de raiz (ZHANG et al., 2016).

Em experimento realizado com tomate em casa de vegetacdo, o B.subtilis
proporcionou o maior crescimento da parte aérea comparado com o controle, o que
a caracteriza a bactéria como promotora de crescimento de planta, o autor justifica
esse efeito, em parte, & producéo de fitorreguladores vegetais (ARAUJO; HENNING;
HUNGRIA, 2005). O B. subtilis quando co-inoculado com Arthrobacter sp. promoveu
aumento de peso seco de até 26% em plantas de trigo, agindo como controlador de
estresse salino em experimento em vasos e em casa de vegetagdo (UPADHYAY et
al., 2012). E ainda demonstrando que pode ser utilizado em conjunto com outras
espécies de bactérias.

Outra espécie de bactéria que pode ser utilizada para a producdo de
inoculantes bacterianos € o Bacillus pumilus. Estirpes de B. pumilus testadas in vitro
por Kuan et al. (2016) foram eficientes para fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfato e producéo de auxina. Para que bactérias possam fixar o N,, estas precisam

converter/reduzir enzimaticamente o nitrogénio da atmosfera em formas assimilaveis
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pelas plantas (OLIVEIRA, 2009). A solubilizacdo de fosfato aumenta a absorcao de
fésforo pelas plantas, incrementa a producdo de aminodcidos, acidos organicos,
vitaminas, fitohormonios e a ainda auxilia na sua nutricdo (SOUCHIE et al., 2005).

O B. pumilus possui ainda atividade fungicida que foi demostrada a partir da
producdo de um composto ativo que inibe a esporulagéo, germinacao e crescimento
de hifas de Mucoraceae e Aspergillus (BOTTONE; PELUSO, 2003). Quando
crescido em meio Spizizen o B. pumilus (SG2) segregou duas quitinases, resultando
em inibicdo do crescimento do Fusarium graminearum e destruicdo do alongamento
das hifas do Bipolaris sorokiniana que sdo agentes patogénicos do trigo (SHALI et
al., 2010).

2.4. Principais nutrientes requeridos pela cana-de-acucar

A disponibilidade de nutrientes no solo € um dos fatores limitantes para a
producdo de cana-de-acucar em varias regides do Brasil (BOLOGNA-CAMPBELL; et
al.; 2013). A absorcao destes pelas plantas é um processo ativo, que requer energia
para acumular os elementos essenciais nos tecidos da planta acima das
concentragcdes encontradas na solugcéo do solo (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

E uma cultura exigente em relacédo a nutricdo de solos, sendo 0 potassio o
macronutriente mais absorvido pela cultura, participando de processos metabdlicos
relacionados a fotossintese e na ativacdo de enzimas (PENATTI, 2013) com
aumento da exposicao dos sitios ativos para ligacdo com o substrato de mais de 60
enzimas (PRADO, 2008).

Com o sistema de producdo de cana sem queimada a maior parte do potassio
retorna ao sistema, uma vez que as folhas geralmente permanecem no campo e o
que foi extraido pelos colmos retorna através da vinhaca, fuligem, cinzas e torta de
filtro (ROSSETTO, 2013). A deficiéncia em potassio induz a um crescimento
reduzido, diminuicdo na brotagdo, os colmos se tornam finos e os internédios curtos,
entre outros. O sintoma mais tipico de deficiéncia € o aparecimento de manchas
avermelhadas nas folhas (HAAG; ACCORSI, 1978).
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O nitrogénio possui um papel importante na cana-de-agucar, responsavel pelo
aumento do comprimento dos colmos, fazendo com que a parede celular fique mais
delgada, diminuindo a porcentagem de fibra na planta (ORLANDO FILHO, 1983). Na
maturacdo o excesso de nitrogénio causa baixa qualidade no contetdo de sacarose,
promovendo crescimento vegetativo exagerado e acumulo deste agucar nos
vacuolos dos colmos (RODRIGUES, 1995), ja sua deficiéncia causa reducdo de
produtividade, prejudicando inicialmente as folhas mais velhas (PENATTI, 2013).

O acumulo de nitrogénio pela cana-de-acucar varia de acordo com a cultivar,
idade da planta e a disponibilidade de nitrogénio no solo (OLIVEIRA et al., 2007).
Ainda de acordo com o autor, a absorcdo e o metabolismo do nitrogénio s&o
influenciados pela disponibilidade de fésforo, onde o suprimento deste nutriente &
inadequado ocorre reducdo na absorcdo de nitrato e sua translocacdo das raizes
para parte aérea diminui, aumentando o acumulo de aminoécidos em folhas e
raizes.

Embora o fosforo seja absorvido em pequenas quantidades pela cana-de-
acucar, se comparado com o nitrogénio e o potassio, este possui grande importancia
para a brotacdo e o perfilhamento, estando ligado a produtividade final da cana-de-
acucar (SANTOS et al., 2009). Possui também propriedade de aumentar a eficiéncia
da utilizacdo de agua pela planta, bem como absorcdo e utilizagdo de outros
nutrientes oriundos no solo ou adubacéo, contribuindo para aumentar a resisténcia
da planta a certas doencas, suportar baixas temperaturas e falta de umidade
(KORNDORFER, 2004).

A deficiéncia de fésforo reduz a absorcdo de nitrogénio e dificulta a
clarificacdo do caldo durante a industrializacdo dificultando a floculacdo e a
decantacdo das impurezas (bagacilho, argila, clorofila) (MAHADEVAIAH et al.,
2007). Caldo turvo e de coloracéo intensa implica na producéo de acucar de baixa
qualidade, portanto, de menor valor comercial (SANTOS et al., 2010).

O célcio é constituinte da parede celular das células vegetais proporcionando
estrutura as células e facilitando a absorcdo de agua, jA& o magnésio atua como
ativador enzimatico do metabolismo energético (enzimas respiratorias) (LASA et al.,
2000).
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No Brasil em grande parte das areas cultivadas com cana-de-agUcar tem
ocorrido suprimento adequado de micronutrientes pelo solo, dispensando seu uso
nas adubacdes minerais (OLIVEIRA et al., 2007). Porém, ainda de acordo com
Oliveira et al. (2007), a implementacdo de canaviais em areas menos férteis e
plantio de variedades de alta produtividade tem ocasionado deficiéncia destes
micronutrientes.

A resposta baixa para a aplicacdo de micronutrientes esta relacionada com o
sistema radicular da cana-de-acucar, que explora grandes volumes de solo trazendo
nutrientes a partir de folhas secas e rizomas de camadas mais profundas para a
superficie. Além disso, 0os micronutrientes séo reciclados a partir da vinhaga e torta
de filtro, por exemplo (ROSSETTO; DIAS, 2005). Se estes estiverem ausentes no
solo e ndo forem fornecidos através da adubacdo, a producdo da cana-de-acucar
sera prejudicada (VITTI et al., 2005).

2.5. Subprodutos da industria sucroalcooleira

Além do acucar e etanol, a industria Sucroenergética produz inumeros
subprodutos, até algum tempo considerados residuos, porém seu alto valor
agregado e seu uso na agricultura, pecuaria e na cogeracdo de energia foi
intensificado garantindo-lhes valor. Dentre o0s principais subprodutos estdo a
vinhaca, torta de filtro, bagaco da cana-de-acucar, 6leo fusil e levedura seca.

Constituido de uma mistura de alcoois superiores (alcool isoamilico, alcool
isobutilico, propanol e butanol), o 6leo fusel é obtido durante o processo de
destilacdo de etanol combustivel (PATIL; KOOLWAL; BUTALA, 2002), apresenta
uma composicao variavel em funcdo da natureza e qualidade da matéria-prima, €
produzido na proporcéo de 0,25 litros para 100 litros de etanol (PEREZ; CARDOSO;
FRANCO, 2001).

O dleo fasel pode ser utilizado em associacdo com glifosato possibilitando
reducdo da dose do herbicida e controle sobre plantas daninhas (AZANIA et al.,

2008). Aléem do seu uso em industrias de cosméticos, industrias de perfumarias,
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como fixador para perfumes e ainda no preparo de sabores artificiais ou
aromatizantes (PATIL; KOOLWAL; BUTALA, 2002).

O bagaco é resultante do processo de moagem da cana-de-acUcar para
extracdo do caldo, que é destinado a fabricacdo de acucar e etanol (CARVALHO et
al., 2006), podendo ser utilizado para geracao de energia nas unidades industriais,
permitindo que estas, ndo consumam energia elétrica das redes de distribuicdo
(TORRES, 2012). Segundo a CONAB (2011), toda energia utilizada no processo
industrial da producédo de etanol e acucar no Brasil é gerada dentro das proprias
usinas a partir da queima do bagaco da cana.

Mendes et al. (2010), citam que o bagaco de cana € um potencial substituto
da madeira, apresentando excelente resisténcia. Além disso, ha usinas que
comercializam o excedente de producdo para concessionarias de energia elétrica
(OLIVEIRA; BRAGA; SANTOS, 2014).

O bagaco de cana-de-acUcar também pode ser utilizado como material
lignoceluldsico para a bioconversdo em etanol, conhecido como etanol de segunda
geracdo, uma vez que apresenta facil utilizacdo, alta concentracdo de carboidratos,
baixo custo de colheita, de transporte e de armazenamento (PANDEY; SOCCOL,
2000). Essa nova geracdo representa uma alternativa para o uso energético da
biomassa, apresentando vantagens ambientais e econémicas (PACHECO, 2011).

Rica em proteinas, vitaminas e sais minerais (FERREIRA, 2009), a levedura é
coletada das dornas apos a fermentacdo, pronta para 0 consumo ou para ser
embalada. Cada quilograma de levedura seca equivale a 3 kg de milho em valor
proteico, além de a digestibilidade ser maior que 88% em relacdo ao farelo de soja.
A levedura seca pode ser utilizada para compor até 35% da alimentacdo animal
(ARAUJO et al., 2009).

2.5.1. Vinhaca

A vinhaca é derivada da producéo de etanol, apos a fermentacdo do mosto e

a destilacdo do vinho (PEDROSA et al., 2005), sua composi¢éo varia dependendo

da variedade de cana-de-agucar utilizada e do processo de destilacdo
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(CHRISTOFOLETTI et al.,, 2013). Sao gerados aproximadamente 14 litros de
vinhaga para cada litro de etanol produzido (WADT, 2008).

Com alta quantidade de matéria organica na forma de acidos organicos e em
menor quantidade céations, como potassio, calcio e magnésio (JIANG et al., 2012) a
utilizacédo da vinhaca eleva o pH do solo, aumenta disponibilidade de alguns ions, a
troca cationica e retencéo de agua e ainda melhora a estrutura fisica do solo (SILVA;
COELHO, 2006).

Os primeiros estudos sobre a aplicacdo de vinhaca ao solo no Brasil
comecaram na década de 1950 (CAMARGO et al., 2009), seu uso na fertirrigacéo é
uma alternativa racional para o descarte, evitando descarga em rios, enquanto
proporciona nutrientes ao solo (GIACHINI; FERRAZ, 2009). Quando aplicado in
natura no solo a vinhaca além da irrigacdo, fertiliza o cultivo das culturas e reduz
custos com adubos quimicos (LAIME et al.,, 2011), além de provocar alteracdes
temporarias na populagdo de micro-organismos do solo, resultando em muitas
mudanc¢as nos processos biolégicos e quimicos, como decomposicdo da matéria
organica e nitrificacdo (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

A vinhaca também é caracterizada pelo seu alto poder poluente, sendo
considerada nociva a fauna, flora, microfauna e microflora das &aguas doces,
afugentando a fauna marinha que vem as costas brasileiras para procriacdo
(FREIRE; CORTEZ, 2000).

AplicacBes sucessivas de vinhaca em solos arenosos podem conduzir a um
desequilibrio de bases e de elementos tais como, calcio, magnésio, potassio e sodio,
gue sdo usados para avaliar a fertilidade do solo (SILVA; GRIEBELER; BORGES,
2007). Ainda de acordo com o autor, quando aplicada em altas doses, pode
acarretar efeitos indesejaveis afetando a qualidade da cana para producdo de
acucar, salinizacdo do solo e poluicdo do lencol freatico. Além de poder proporcionar
deficiéncia em manganés no solo (AGARWAL; PANDEY, 1994) e inibicdo da
germinacao de sementes (KANNABIRAN; PRAGASAM, 1993).

A presenca de grande quantidade de compostos polifendlicos, tais como
acido tanico, acido humico, hidratos de carbono e furfurais de hidrélise acida (PANT,;
ADHOLEYA, 2007), podem ter um efeito fitotoxico sobre os tecidos das plantas

durante a germinacdo e crescimento de plantulas (CASA et al., 2003). Além disso,
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4937036/#CR48
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4937036/#CR13
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estes compostos podem inibir a atividade de micro-organismos no solo e na agua
(PARNAUDEAU et al., 2008).

Descargas diretas de vinhaca no solo podem causar lixiviagdo de metais
pesados na direcao de aguas subterraneas, alteracdes na qualidade do solo, como o
desequilibrio de nutrientes, reducao da  alcalinidade e odores
desagradaveis (NAVARRO; SEPULVEDA; RUBIO, 2000). Barros et al. (2010)
observaram que a utilizacdo de vinhaca durante 10 anos, proporcionou melhoria da
disponibilidade dos macronutrinetes e diminuicdo dos micronutrientes e Ribeiro et
al. (2010) detectaram aumento na lixiviagdo de chumbo em solos que foram
aplicados vinhaga. Zlfiga; Bazua e Lozano (2000) observaram que 0 uso da
vinhaca nado tratada apresentou risco de salinizacdo do solo e contaminacdo por
zinco e manganeés.

Ramana et al. (2002) avaliaram as taxas de germinacdo de tomate (Solanum
lycopersicum), cebola (Allium cepa), pimentdo (Capsicum annuum L), abobora
(Cucurbita pepo) e pepino (Cucumis sativus). Os autores observaram uma reducéo
na taxa de germinacao das sementes nas cinco culturas avaliadas utilizando vinhaca
diluida 50%.

2.5.2. Torta de filtro

A torta de filtro € um composto orgéanico rico em célcio, nitrogénio, potassio e
fésforo, com composi¢cdes variaveis dependendo da variedade da cana e da sua
maturagcdo. Trata-se de uma mistura de bagaco moido e lodo da decantagéo,
proveniente do processo de tratamento e clarificacdo do caldo da cana-de-agucar
para producéo de acgucar. Para cada tonelada de cana moida sé&o produzidos de 30
a 40 kg de torta-de-filtro (SANTOS et al, 2010).

O fosforo existente na torta de filtro € proveniente da fosfatagéo, que consiste
na adicdo de &cido fosférico combinado a caleagem, para a floculacdo de impurezas
na etapa de clarificacdo do caldo de cana (FRAVET et al., 2010). Cerca de 30% do
conteudo total de fosforo aparece na forma organica e o nitrogénio predomina na

forma proteica, propiciando lenta liberacdo desses elementos e consequentemente


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4937036/#CR49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4937036/#CR53

17

alto aproveitamento pelas plantas (PENATTI; DONZELLI, 1991). Quando
incorporada ao solo, em doses elevadas, apresenta propriedades corretivas da
acidez do solo, devido aos efeitos quelantes da matéria organica sobre o aluminio
(ROSSETTO; DIAS, 2005).

A torta de filtro pode substituir parte da adubacao tradicional utilizada no
plantio, fazendo-se uma complementacdo com adubos minerais, para isso é
necessario conhecer sua composicao (VAZQUEZ et al.; 2015). Bittencourt et al.
(2006) recomendam sua utilizagdo como um carregador organico, para proteger o
fésforo da fixacdo no solo, elevando a eficiéncia da adubacéo fosfatada na cultura
da cana-de-agucar, com reducéo das doses empregadas. Nunes Junior (2008) relata
que a torta de filtro € um 6timo produto orgénico para a recuperacdo de solos
exauridos ou de baixa fertilidade, que sai da filtragem com 75% a 80% de umidade.

Na mineralizacdo da torta de filtro, os micro-organismos produzem
substancias quelantes e complexantes que reduzem a fixacao do fésforo no solo e
também podem produzir substancias promotoras de crescimento radicular
(DINARDO-MIRANDA; VASCONCELOS; LANDELL, 2010).

Junior et al. (2011) observaram que plantas de cana-de-aclcar mostraram
uma resposta positiva a adicdo da torta de filtro através de maiores concentraces
de fésforo, potassio e cobre nas partes aéreas.

A torta de filtro pode ser utilizada em outras culturas além da cana-de-acucar.
Sua adic&o na producéo de mandioca de 60 t ha™, proporcionou um melhor controle
de plantas daninhas e aumentou a produtividade em 50% em comparagdo com a
adubacao mineral (OSSOM, 2010).

A substituicdo de parte da adubagdo quimica pela adubagdo organica com
subprodutos é viavel desde que ndo ocorram perdas na qualidade da matéria-prima
e nos rendimentos de colmos da cana-de-agucar (ANJOS et al., 2007). Portanto, a
uso dos subprodutos através da aplicacdo em terras agricolas pode ser uma boa
opc¢éao para o seu descarte e ainda complementacao dos nutrientes no solo (ZAMAN
et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em duas fases: a primeira conduzida em casa de
vegetacdo com MPB, avaliando a acdo do Bacillus subtilis e do Bacillus pumilus e a
segunda em vasos de 50 litros ao ar livre utilizando MPB provenientes da fase 1.
Nesta fase avaliou-se a acdo das mesmas bactérias quando associadas a vinhaca,
torta de filtro e o composto de torta de filtro. Foi utilizada a variedade de cana-de-
acucar SP80-3280 para o plantio das MPB.

3.1. Fase 1 - MPB

A fase 1 foi realizada em casa de vegetacdo localizada na Usina Sé&o
Martinho, no municipio de Praddpolis (21° 21' 34" S, 48° 03' 56" W e 538m de

altitude), com inicio dia 25 de novembro de 2015 e conduzida por 60 dias.

3.1.1. Formagéao das MPB

O plantio e a conducédo da fase 1 foram realizados seguindo as indicacdes de
Landell et al. (2012), onde ap6s o corte dos minirrebolos com aproximadamente 3
cm, foi feito tratamento com o fungicida Pyraclostrobin a 0,1% na solucdo e
plantado-os diretamente nos tubetes, dispensando a fase de caixa de brotacdo. As
MPB permaneceram em aclimatagéo por 36 dias em casa de vegetacdo, passando
por uma poda folear antes de irem para bancandas em pleno sol, onde foi concluida
a formacéo das MPB com 60 dias. Foram plantadas 128 mudas, 64 foram utilizadas

para avaliagOes da fase 1 e 64 para conducéo da fase 2.
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Figura 2. Etapas para formacédo das mudas pré-brotadas (MPB).

3.1.2. Inoculacéo bacteriana

Foram utilizados para o preparo dos inéculos bacterianos o B. subtilis e o B.
pumilus, ambos isolados do solo, liofilizados e armazenados em frascos de
penicilina de 10 mL a temperatura ambiente. As estirpes sdo pertencentes a colecéo
de micro-organismos do Laboratério de Microbiologia do Solo (LSM) da
FCAV/UNESP de Jaboticabal.

Para a ativacdo de ambas as espécies foi utilizado meio BHI (Brain Heart
Infusion) liquido que foi adicionado nos vidros de penicilina sobre as culturas
liofilizadas permanecendo em estufa BOD por 24h a 28°C. Apés este periodo,
ambas foram plagueadas em placas de petri descartaveis, para posterior preparo
dos inoculos.

Para o preparo dos indculos o B. subtilis e o B. pumilus foram adicionados
com auxilio de alca de inoculacdo individualmente em erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultura liqguido BHI. Os in6culos foram mantidos em
estufa BOD a 28°C por 24h, apés esse periodo as concentracdes foram ajustadas
para 5,7x10’ e 1,4x10® unidades formadoras de col6nia (UFC) mL™ para o B. subtilis
e B. pumilus, respectivamente. As concentragfes utilizadas foram padronizadas de

acordo com o tempo de geracdo de cada espécie.
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Para ajuste das concentracdes foram realizadas diluicbes seriadas
(WOLLUM, 1982) até atingir a diluicdo de 10™. Desta diluicdo 0,1 mL foi adicionado
em triplicata em placa de petri contendo 20 mL de meio solido BHI. As placas foram
mantidas em estufa BOD a 30 °C, realizando a contagem da quantidade de UFC
apos 24, 48 e 72h (VIEIRA; NAHAS, 2005).

Previamente a inoculagdo foram retirados 3 mL cada espécie que havia
crescido durante 24h no meio de cultura liquido BHI, e prosseguiu-se com a leitura
em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 630 nanbmetros e feita
equivaléncia com os resultados obtidos na contagem.

A inoculacéo foi realizada 15 dias apds o plantio das MPB, via solo com
auxilio de pipeta graduada, com adicdo de 2 mL de inéculo por tubete e 4 mL (1:1)
no tratamento que recebeu as duas espécies. Como controle, foram utilizadas

plantas sem qualquer tipo de inoculo.

3.1.3. Delineamento experimental

Utilizou-se delineamento em blocos casualizados com quatro repeticoes,
sendo os tratamentos, T1- Sem indculo, T2- B. subtilis, T3- B. pumilus e T4-B.
subtilis + B. pumilus. Cada parcela foi composta por oito plantas, totalizando 128
MPB, 64 plantas foram utilizadas para avaliacfes da fase 1 e 64 para conducéo da

fase 2.
3.1.4. Avaliagobes
3.1.4.1. Determinacao de massa seca
Apés o periodo de formacdo das MPB que foi de 60 dias, foi realizada a
afericdo de massa seca de raizes (MSR), massa seca de parte aérea (MSPA), e

massa seca total (MST), para isso as plantas foram separadas em parte aérea e

raizes, sendo estas lavadas com auxilio de jato d’agua para retirada do substrato.
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Ambas as partes foram adicionadas em sacos de papel e levadas para estufa a 65°C
até que atingissem massa constante. Ap0s a secagem a massa foi aferida em
balanca semi-analitica. Para obtencdo da massa seca total (MST) foram somadas
MSR e MSPA.

3.1.4.2. Contagem de bactérias totais

Foi feia a contagem do numero de bactérias totais presente no substrato, com
adicéo de 10g do substrato em erlenmeyers de 250 mL contendo 95 mL de solugdo
salina de pirofosfato de sodio 0,1% (p/v) e agitado por 1h em agitador horizontal.
Apos foram realizadas diluicbes seriadas (WOLLUM, 1982), transferindo 1 mL da
solucdo que foi agitada para tubo de ensaio 10 x180 mm contendo 9 mL da solugéo
de pirofosfato de sédio, e deste tubo para o préximo até atingir a diluicdo de 10™.
Desta diluicdo 0,1 mL foi adicionado em triplicata em placa de petri contendo 20 mL
de meio de cultura seletivo SMA (standard methods agar).

As placas foram mantidas em estufa BOD a 30 °C, realizando a contagem da
quantidade de UFC com auxilio de uma lupa com aumento de seis vezes, ap0s 24,
48 e 72h (VIEIRA; NAHAS, 2005).

3.2. Fase 2 - Plantas em vasos ao ar livre

A fase 2 foi conduzida por 60 dias de Janeiro a Marco de 2016 no
Departamento de Produgdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, FCAV/UNESP em vasos ao ar livre
na cidade de Jaboticabal, SP (21° 14' 05" S, 48° 17' 09" W e 615,01 m de altitude),
com as MPB provenientes da fase 1, portanto ao final da fase 2 as plantas tinham
120 dias.
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3.2.1 Plantio das MPB em vasos

As 64 MPB foram plantadas manualmente em vasos de 50 litros preenchidos
com LATOSSOLO VERMELHO Eutréfico tipico (EMBRAPA, 2006), com as
seguintes caracteristicas (Tabela 1). Os parametros foram determinados seguindo

metodologia proposta pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC, 2011).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo utilizado na fase 2:

pH MO P(resina) K Ca Mg H+Al SB CTC V
CaCl, gdm3 mgdm3

------------------ mmol, dm3 %
6,3 7 6 04 21 6 15 275 428 64

O fornecimento de &gua para as plantas foi realizado por meio de chuvas
(379,6 mm) e irrigagdo, de modo a manter a capacidade de campo em torno de
70%. As temperaturas minimas e maximas ficaram na média de 20,6 e 31,1 °C,

respectivamente.

3.2.2. Adubacgdes

As adubacdes foram realizadas seguindo indicacGes de Raij et al. (1997), com
adicdo ao equivalente a 30 (0,759 de ureia), 180 (7g de baydévar) e 150 (3g cloreto
de potassio) kg ha™ de nitrogénio, fésforo e potassio, respectivamente por vaso, nos
devidos tratamentos

Foram adicionados 0,8 litros, 230g e 200g de vinhaca, torta de filtro e
composto de torta de filtro, respectivamente por vaso, os quais foram adicionados
com base nas analises de solo e dos mesmos, nas quantidades correspondentes
aos adubos minerais.

Os subprodutos foram fornecidos pela Usina Sao Martinho, com a

composic¢ao quimica descrita na Tabela 2:
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Tabela 2. Analise quimica da vinhaca, torta de filtro (TF) e composto de torta de filtro

(CTF):
Nutrientes
N P>0Os K>O CaO MgO S Cu Fe Mn Zn
Subprodutos  -----------------eeeee- Kg m® ppm
Vinhaca 0,23 0,08 210 0,70 040 06 34 211 34 10
_______________________ g kg'l_____________________

TF 0,68 0,87 0,42 2,99 Q 0,32 205 16,6 57 4,6
CTF 0,93 0,54 0,54 6,60 3,02 0,36 263 16,6 59 54

Como os subprodutos néo forneceriam todos nutrientes necessarios para o
cultivo da cana-de-acucar foi feita a complementagdo com uso dos adubos minerais.
Nos tratamentos que receberam vinhaca foram adicionados 0,14g de ureia e 7g de
bayovar por vaso. A complementacdo nos tratamentos que receberam TF e CTF foi
feita com 1,2g e 1,1g de cloreto de potassio por vaso, respectivamente.

Como fonte de micronutrientes foi inserido 0,3g, 0,12g, 012g e 0,13g de
sulfato de zinco, sulfato de cobre, sulfato de manganés e acido borico por vaso,
respectivamente em todos os tratamentos.

Os fertilizantes foram incorporados ao solo com auxilio de betoneira.

3.2.3. Inoculacéao bacteriana

Para a inoculacao das bactérias foram utilizadas as mesmas concentracdes e
metodologia para a obtencao dos indculos descrita na fase 1.

Foram realizadas seis inoculagbes, sendo as quatro primeiras feitas
semanalmente logo apos o plantio das MPB nos vasos, nos dias 26/01, 02/02,
09/02, 16/02 e as demais quinzenalmente nos dias 08/03 e 22/03.

As inoculag@es foram feitas via solo com auxilio de uma pipeta com adicao de
5 mL de cada inéculo por vaso e 10 mL (1:1) no tratamento que recebeu as duas
espécies nas concentracdes de 5,7x10° UFC mL™ para o B. subtilis e 1,4x108 UFC
mL™ para o B. pumilus. Como controle, foram utilizadas plantas sem qualquer tipo de
inoculo. A maior quantidade de inoculagdes feitas na fase 2, foi decorrente ao maior

volume do recipiente utilizado e devido aos resultados obtidos na fase 1 do
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experimento que no periodo de 60 dias, o nUmero de bactérias totais néo foi alterado

com somente uma inoculagéo.

3.2.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeticoes,

em arranjo fatorial 4x4, totalizando 64 parcelas. Ambos os fatores foram compostos

por quatro tratamentos, sendo os tratamentos do fator 1 (Indculos): T1: Sem indculo,

T2: B. subtilis, T3: B. pumilus e T4: B. subtilis + B. pumilus e o fator 2 (adubacao)

constituido pelos tratamentos: Al: adubacdo mineral (AM), A2: AM + vinhaca
(AM+V), A3: AM + torta de filtro (AM+TF) e A4: AM + composto de torta de filtro

(AM+CTF) (Tabela 3).

Tabela 3. Delineamento experimental utilizado na fase 2:

Tratamentos In6culos Adubacobes

1 Sem in6culo AM

2 Sem in6culo AM+V
3 Sem in6culo AM+TF
4 Sem in6culo AM+CTF
5 B. subitilis AQ

6 B. subitilis AM+V
7 B. subitilis AM+TF
8 B. subtilis AM+CTF
9 B. pumilus AM
10 B. pumilus AM+V
11 B. pumilus AM+TF
12 B. pumilus AM+CTF
13 B. subtilis + B. pumilus AM
14 B. subitilis + B. pumilus AM+V
15 B. subtilis + B. pumilus AM+TF
16 B. subtilis + B. pumilus AM+CTF

AM= adubac¢do mineral; AM+V= adubacdo mineral + vinhagca; AM+TF= adubacéo
mineral + torta de filtro; AM+CTF= adubac¢do mineral + composto de torta de filtro.

3.2.5. Avaliacdes

3.2.5.1. Dados biométricos e massa seca
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Foi realizada contagem do numero de perfilhos por vaso, medi¢do da altura
dos perfilhos feita da base da planta até a folha +1 (sistema de numeracdo de
Kuijper) utilizando régua graduada e diametro dos perfilhos usando paquimetro,
também medidos na base de cada perfilho, rente ao solo. Como havia mais de um
perfilho por vaso a altura e o didmetro foram somadas e determinadas médias.

A caracterizacdo de massa seca de raizes, parte aérea e total, foi realizada

utilizando metodologia descrita anteriormente na fase 1.

3.2.5.2. Anélises no solo

As amostras de solo foram retiradas préximas a rizosfera das plantas,
armazenadas em sacos plasticos devidamente identificados e levados ao laboratério

imediatamente.

Contagem de bactérias total

Para realizacdo da contagem do numero de bactérias totais as amostras de
solo permaneceram armazenadas sob refrigeracéo a 8 °C até serem utilizadas. Para

realizacdo da analise foi usada mesma metodologia descrita na fase 1.

Fosforo Solavel

Para as analises de concentracdo de fosforo soluvel, amonio e nitrato, as
amostras de solo foram secas ao ar em temperatura ambiente por 48 h e peneiradas
em peneira com abertura de malha 2 mm.

Para realizagdo da analise de fosforo soluvel (MURPHY; RILEY, 1962
modificado por WATANABE; OLSEN, 1965), primeiro foi feita a extracdo das

amostras adicionando 0,69 de terra fina seca ao ar (TFSA) em erlenmeyer de 250
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mL, contendo 12 mL de solugc&o de bicarbonato de sédio 0,5M pH 8,5, ap6s foram
levadas ao agitador horizontal onde permanerecam por 30 minutos e filtradas em
papel Whatman n° 40.

Para a determinacdo foram adicionados 2 mL do extrato, 0,2 mL de solucéo
de &cido sulfarico 2,5 N, 0,8 mL de “reagente B” em tubo de ensaio 13x150mm,
agitou-se vigorosamente e incubou-se em banho-maria por 20 minutos a 45 °C.
Apos a incubacdo foi feita a leitura em absorbancia no espectrofotometro em
comprimento de onda de 820 nandmetros. Em cada leitura foi utilizado um branco,
com 2 mL de bicarbonato de sédio 0,5 M, pH 8,5, no lugar do extrato de solo. Os
calculos foram fetuados com base numa curva padrao com solucdo KH,POy,,
contendo 100 pg P/mL™.

O reagente B foi preparado imediatamente antes de ser utilizado dissolvendo
1,0569 de acido ascorbico em 200 mL do reagente A.

Para preparo do reagente A foram dissolvidos 12g de molibdato de amonio e
0,2908g de tartarato de antiménio e potassio em 250 e 100 mL de agua destilada,
respectivamente. Juntou-se as duas solucbes em 1000 mL de solucdo de acido

sulfarico 2,5 M e completou-se volume com agua destilada para 2000 mL.

Amonio e nitrato

O amonio e o nitrato foram determinados de acordo com Keeney e Nelson
(1982). Para a extracédo foram adicionados 5g de TFSA em erlenmeyer de 250 mL
juntamente com 50 mL de solugdo de KCI 1 M e agitados por 60 minutos, apos
filtrou-se em papel Whatman n° 40.

Para a determinacéo de amonio, procedeu-se a destilacdo, com adicéo de 10
mL do extrato filtrado em tubo de destilacdo com saida lateral, apos o destilador
aguecido adicionou-se 0,2g de 6xido de magnésio pela saida lateral do tubo de
ensaio. Para a determingdo de nitrato utilizou-se o mesmo tubo de ensaio,
reiniciando a deslilagdo com adicdo de 1 mL de acido sulfanico 2% e 0,2g de liga
Devarda na saida lateral. Em ambas as destilacGes foram utilizados erlenmeyers de

50 mL com 5 mL de solugdo de indicador de acido bdrico, recolhendo-se
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aproximadamente 40 mL do destilado. Apoés foi feita a titulacdo dos destilados com
solucéo de acido sulfurico 0,0025 M.

3.2.6. Analise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (Teste F)
comparando-se as meédias dos tratamentos pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade, utilizando o programa Agroestat versdo 1.0 (BARBOSA,
MALDONADO, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fase 1 - MPB

Na fase 1, os tratamentos nao diferiram (p>0,05) quanto ao numero de
bactérias totais (Tabela 4). Durante toda fase 1 foi realizada uma Unica inoculagéo
nas concentracdes de 5,7x10” UFC ml™ para o B. subtilis e 1,4x10® UFC mI™ para o
B. pumilus, que foi feita 15 dias apds plantio das MPB. Provavelmente o nimero de
bactérias inoculadas néo foi suficiente e/ou capaz de alterar a quantidade total de
bactérias no substrato.

O uso das BPCP na agricultura € eventualmente prejudicado pela falta de
métodos eficazes que permitam uma permanéncia competitiva desses micro-
organismos no ambiente da rizosfera. Comunidades microbianas resistentes séo
capazes de manter sua estrutura populacional, mesmo que haja uma perturbacéo
ecologica, como por exemplo, a inoculagdo microbiana, em que uma nova
comunidade é inserida onde ja preexiste uma microbiota adaptada (TURNBULL;
CAMPBELL; LAZAROVITS, 2014).

Tabela 4. Numero de bactérias totais no substrato, massa seca de parte aérea
(MSPA), de raizes (MSR) e total (MST) de MPB de cana-de-aglcar com

60 dias:
Bactérias totais MSPA MSR MST
Tratamentos UFC g™ de substrato*** g---------
Sem in6culo 7,52a 1,83a 4. 74b 6,57b
B. subtilis 7,63a 2,03a 5,84a 7,87a
B. pumilus 7,62a 1,92a 5,30ab 7,22ab
B.subtilis +B. 5 5an 1,852 5,85a 7.70ab
pumilus
Teste F 0,52™ 0,23™ 5,97* 2,67™
CV(%) 1,8 19,6 7,9 9,69

Médias seguidas pelas mesmas letras nédo diferem de acordo com o teste de Duncan a 5% de
probabilidade. ": ndo significativo. * e ** significativo ao teste F, a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente. *** Dados transformados em log 10.

N&o foi encontrada diferenca (p>0,05) quanto a MSPA das MPB (Tabela 4).
Possivelmente o periodo para a formagdo das MPB que foi de 60 dias n&o foi

suficiente para que o B. subtilis e o B. pumilus expressassem efeitos de promogé&o
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de crescimento na parte aérea. Diferente de Girio et al. (2015), que utilizando as
espécies Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans, Gluconacetobacter
diazotrophicus, Burkholderia tropica e Azospirillum amazonense no mesmo periodo
de 60 dias também em MPB de cana-de-aclUcar observaram aumento de MSPA,
MSR e MST.

As plantas que receberam inoculo bacteriano, com destaque para o B.
subtilis, aumentaram a MSR e MST, comparado com o tratamento sem indculo
(Tabela 4). De acordo Tilak, Ranganayaki e Manoharachari (2006), algumas BPCP
produzem fitohormonios, e estes podem influenciar diretamente o crescimento das
plantas. Chaves et al. (2015), ao utilizar as mesmas espécies que Girio et al. (2015),
apos 14 dias do plantio, observou incremento significativo de biomassa na parte
aérea das plantas em relacdo ao tratamento controle.

Resultados positivos também foram obtidos por Marques Janior et al. (2008).
Os autores testaram o efeito da bactéria H. seropedicae, caracterizada por sua
habilidade de fixacdo de nitrogénio e acidos humicos sobre minirebolos tratados
termicamente ou ndo de cana-de-acUcar com 45 dias. Eles constataram o efeito
positivo da inoculagédo sobre os minirebolos tratados termicamente, assim como
constataram o fato da inoculagdo, combinada com &cidos humicos, também

proporcionar ganhos na biomassa da parte aérea, comprimento e area radicular.

4.2 Fase 2 - Plantas em vasos ao ar livre

4.2.1 Dados biométricos e massa seca

Foi verificada interacao significativa entre IXA para o numero de perfilhos por
vaso (Tabela 5), e em seu desdobramento (Figura 3) foi observado que o tratamento
sem inoculo foi desfavorecido quando combinado com o uso da vinhaca. Ja a
inoculacdo com o B. pumilus trouxe beneficios quando associado somente a
adubacéo mineral.

Krey et al. (2013), afirma que a utilizacédo de residuos organicos contribui para

o0 crescimento das populagcdes microbianas no solo. O fato do B. pumilus ter
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aumentado a quantidade de perfilhos quando associado a adubacg&o mineral, pode
ser devido aos subprodutos, vinhaga, torta de filtro e 0 composto de torta de filtro,
possuirem uma microbiota amplamente mais diversificada que o0s AM.
Provavelmente o B. pumilus ndo conseguiu expressar suas caracteristicas de
promocdo do crescimento perante a essa microbiota, mesmo com uma maior

frequéncia das inoculagdes.

Tabela 5. Média do numero de perfilhos por vaso, média das somatorias de alturas
da folha +1, média das somatorias do diametro dos perfilhos, massa seca
parte aérea (MSPA), de raizes (MSR) e total (MST) de plantas de cana-de-
acucar cultivadas em vasos com 120 dias:

Perfilnos X Altura X Diametro MSPA MSR MST
Tratamentos pPOrvaso  -.-.-- cm e ———— g
In6culos
Sem in6culo 4,37a 42,20b 0,66b 24,76a 61,69ab 86,46b
B. subtilis 4,62a 46,57ab 0,74ab 28,11a 59,39b 87,50b
B. pumilus 4,93a 47,61ab 0,80a 28,85a 73,70a 102,55a
B. subtilis + 5,00a 48,67a 0,74ab 28,69a 67,38ab 96,08ab
B. pumilus
Adubacéo
AM 5,31la 52,93a 0,89a 31,86a 74,46a 106,33a
AM +V 4,00b 38,71c 0,53c 15,46b 34,27b 49,74b
AM + TF 4,8la 45,97b 0,76b 30,99a 77,94a 108,94a
AM + CTF 4,8la 47,45ab 0,78b 32,10a 75,49a 107,59a
Teste F
Inéculos 1,85™ 1,96™ 2,69 1,11™ 2,33" 2,63"
Adubacéo 6,48** 8,35* 19,61** 19,84** 24,89** 38,08**
Interacao IxXA 3,39*% 1,41™ 2,95%* 0,34™ 1,39" 1,45™
CV(%) 18,0 17,5 18,6 26,4 25,6 20,1

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem de acordo com o teste de Duncan a 5% de
probabilidade. ": ndo significativo. * e ** significativo ao teste F, a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente. AM= adubacéo mineral; AM+V= adubacdo mineral + vinhagca; AM+TF= adubacédo
mineral + torta de filtro; AM+CTF= adubac¢&o mineral + composto de torta de filtro.
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Numero de perfilhos por vaso

Aa

uAM
AM+V

B AM+TF

m AM+CTF

Sem indculo B.subtilis B. pumilus BS + BP

Figura 3. Desdobramento da interacdo indculos versus adubacdes (IxA) para
namero de perfilhos por vaso. Letras maiusculas comparam meédias dentro
de indculos e letras minusculas comparam entre adubacbes (Duncan
p<0,05).

AM= adubacéo mineral; AM+V= adubacdo mineral + vinhaca; AM+TF= adubag&o mineral
+ torta de filtro; AM+CTF= adubac¢éo mineral + composto de torta de filtro. BS+BP= B.
subtilis + B. pumilus.

A inoculacdo bacteriana proporcionou incrementos (p<0,05) nos valores
médios de altura das folhas (Tabela 5), com destaque para a inoculacdo do B.
subtilis + B. pumilus. A inoculagcdo combinada de micro-organismos demonstrou ser
uma estratégia para realcar os efeitos positivos de suas caracteristicas. Souza;
Ambrosini e Passaglia (2015), afirmam que a inoculagdo de vérias estirpes
bacterianas poderia ser uma alternativa a inoculacdo com estirpes individuais,
provavelmente refletindo os diferentes mecanismos utilizados por cada estirpe no
consorcio para promocao do crescimento de plantas.

O uso de B. subtilis e Pseudomonas aeruginosa em tomate (Solanum
lycopersicum L.), quiabo (Abelmoschus esculentus) e espinafre (Amaranthus sp.)
promoveu um aumento de matéria seca de 31%, 36% e 83% respectivamente
(ADESEMOYE; OBINI; UGOJI, 2008). A co-inoculacdo de feijao (Phaseolus
vulgaris L.) com Rhizobium tropici e A. brasilense resultou em aumento na producgéo

de gréos, variando de 8,3% quando Rhizobium tropici foi inoculado sozinho para
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19,6% quando foram utilizadas as duas especies (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2013).

No desdobramento da interagéo entre IXA para diametro dos perfilhos por
vaso (Figura 4), todos os inéculos, foram prejudicados pelo tratamento AM+V. Assim
como para a quantidade de perfilhos, o B. pumilus proporcionou aumento no
diametro dos perfilhos quando combinado somente a adubacdo mineral. A aplicagao
de vinhaga trouxe maleficios significativos também na germinacdo de sementes,
comprimento de raizes e massa seca em plantas de milho e arroz
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

14 1 Diametro dos perfilhos

Aa

uAM
AM+V

B AM+TF

B AM+CTF

Sem inéculo B.subtilis B. pumilus BS + BP

Figura 4. Desdobramento da interacdo indculos versus adubacdes (IxA) para
diametro dos perfilhos por vaso. Letras maiusculas comparam médias
dentro de inoculos e letras minusculas comparam entre adubagfes
(Duncan p<0,05).

AM= adubacdo mineral; AM+V= adubacdo mineral + vinhaca; AM+TF= adubacdo mineral
+ torta de filtro; AM+CTF= adubacdo mineral + composto de torta de filtro. BS+BP= B.
subtilis + B. pumilus.

A MSPA néo foi influenciada (p<0,05) por nenhum tratamento comparando-se
os inoculantes (Tabela 5), assim como ocorreu na fase 1, demostrando que as
bactérias B. subtilis e B. pumilus ndo alteram a parte aérea da cana-de-aclcar na

sua fase inicial até 120 dias de cultivo.



33

Para o fator inoculantes o maior valor (73,79) de MSR foi verificado no
tratamento inoculado com B. pumilus (Tabela 5), este apresentou capacidade de
promocao de crescimento também em microalgas e ainda reforgcou a habilidade das
células em absorver nitrogénio e fosforo (HERNANDEZ et al., 2009).

De acordo com Vasconcelos e Garcia (2005), o desenvolvimento radicular
tem influéncia direta sobre as caracteristicas das plantas, tais como resisténcia a
seca, eficiéncia na absorcdo dos nutrientes do solo, tolerancia ao ataque de pragas
do solo, capacidade de germinacao e brotacao.

Para a MST, assim como para MSR, média do diametro dos perfilhos o B.
pumilus ocasionou efeitos positivos (Tabela 5), demostrando que o B. pumilus
possui habilidades de promocdo de crescimento para cana-de-acucar no seu
periodo inicial, e esse efeito positivo poderia se estender nos proximos estadios
fenoldgicos da planta, proporcionando possivel aumento de produtividade.

Rishad et al. (2016), observaram que estirpes de B. pumilus tém potencial
para producdo de quitinase e ainda atividade antimicotica significativa contra
patdgenos de interesses agricolas, apresentando ainda mais habilidades deste
micro-organismo que podem ser empregrado no aumento da producao agricola.

Quanto ao fator adubacao o tratamento que recebeu vinhaca diferiu (p<0,05)
dos demais tratamentos em todos os paradmetros biométricos e de massa seca
(Tabela 5), sendo afetados negativamente e prejudicando o desenvolvimento das
plantas de cana-de-acucar, mesmo tendo sido feito conforme as recomendacdes. A
quantidade de vinhaca utilizada no cultivo de cana-de-acUcar deve ser baseada na
analise quimica do solo e concentracao de potassio desta, sendo que esses fatores
estao relacionados diretamente com o aumento de produtividade (BAFFA; FREITAS,;
BRASIL, 2009).

O resultado negativo do uso da vinhaca ja foi observado por outros autores.
Ramos et al. (2008), ao adicionarem vinhaca no cultivo de girassol (Helianthus
annuus) e amendoim (Arachis hypogaea) observaram que seu uso influenciou
negativamente o indice de velocidade de emergéncia, comprimento da parte aérea e
MSPA das plantas, indicando acao inibitoria deste residuo sobre o desenvolvimento
inicial destas culturas. Kumar e Chandra (2006) relatam que a vinhaca provoca
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inibicAo da germinagdo de sementes, reduzindo a alcalinidade do solo e
disponibilidade de manganés em terras agricolas.

Para um melhor uso da vinhaca devem ser utilizados tratamentos bioldgicos
(tratamento aerobio) para minimizar seus parametros toxicos, que consiste em
processos de auto-purificagdo realizados por micro-organismos sob condigbes
controladas (BHARAGAVA; CHANDRA, 2010). No mesmo estudo Bharagava e
Chandra (2010), observaram que ap0s as sementes de feijdo (Phaseolus mungo L.)
receberem vinhaca com tratamento bacteriano, apresentaram 100% de germinacéo,

indicando que o tratamento bacteriano reduziu significativamente a sua toxicidade.

4.2.2. Andlises no solo

Foi verificada interagdo significativa entre IXA para a concentracdo de fosforo
soltvel no solo (Tabela 6), e em seu desdobramento (Figura 5) foi verificado que as
plantas que receberam o in6culo de B. subtilis apresentaram melhores resultados
quando associados a AM+TF; bem como o in6culo a base das duas espécies
bacterianas associadas a AM+CTF.

A torta de filtro e seu composto sao fertilizantes organicos fontes de fosforo
(HERNANDEZ et al., 2015), provavelmente esse fato facilitou a solubilizacdo de uma
guantidade maior de fosforo pelas bactérias utilizadas como inoculantes. As BPCP
podem desempenhar processos de mineralizacdo e solubilizacdo de fosforo (MODA
et al., 2014) integrando parte do seu ciclo no solo (CHEN et al., 2006).

O emprego isolado de adubos minerais pode levar a uma reducdo de sua
eficiéncia agronémica, tornando cada vez mais frequente a aplicacdo em altas
doses, associando seu uso a torta de filtro, pode haver melhoria do efeito da
adubacao, pois esta atua como um carregador organico protegendo o fésforo da
adsorcdo, aumentando a massa microbiana do solo e diminuindo doses

recomendadas dos adubos minerais para as plantas (GONZALEZ et al., 2013).
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Tabela 6. Concentracdo de fosforo solavel, aménio, nitrato e nUmero de bactérias
totais*** no solo cultivado com cana-de-agucar em condi¢cdes de vaso com

120 dias:
Fosforo Solivel  Amoénio  Nitrato Bactérias totais
........................ ug'solo.........ccce.e.... ....UFC g™ de solo***...

Tratamentos In6culos
Sem in6culo 33,25a 19,70a 17,40a 6,67 b
B. subitilis 30,57ab 18,38a 13,89b 6,66 b
B. pumilus 25,16b 19,86a 13,15b 6,68 Db
B. subtilis + 31,05ab 15,46b  12,99b 6,92a

B. pumilus

Adubacéo
AM 33,00a 18,81ab 15,86a 6,66 b
AM + V 28,41a 19,42a 13,30b 7,04a
AM + TF 28,67a 16,92b  13,34b 6.62 b
AM + CTF 29,94a 17,88ab 14,93b 6,61 b

Teste F
In6culos 1,90™ 9,78** 22,04* 13,85**
Adubacéo 0,72"™ 2,40™ 8,18** 36,74**
Interacdo 2,12* 1,55™ 1,88™ 0,28™

IXA
CV(%) 33,2 15,5 12,2 1,9

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem de acordo com o teste de Duncan a 5% de
probabilidade. "™: n&o significativo. * e ** significativo ao teste F, a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente. AM= adubac¢@o mineral; AM+V= aduba¢@o mineral + vinhaca; AM+TF= adubacao
mineral + torta de filtro; AM+CTF= adubacdo mineral + composto de torta de filtro.*** Dados
transformados em log 10.

O emprego isolado de adubos minerais pode levar a uma reducdo de sua
eficiéncia agrondémica, tornando cada vez mais frequente a aplicacdo em altas
doses, associando seu uso a torta de filtro, pode haver melhoria do efeito da
adubacdo, pois esta atua como um carregador organico protegendo o fésforo da
adsorcdo, aumentando a massa microbiana do solo e diminuindo doses

recomendadas dos adubos minerais para as plantas (GONZALEZ et al., 2013).
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Fosforo Soluvel
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> u AM+TF
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o m AM+CTF

Sem indculo B.subtilis B. pumilus BS + BP

Figura 5. Desdobramento da interacdo inoculos versus adubacdes (IxA) para
concentracdo de fosforo solluvel. Letras mailsculas comparam médias
dentro de in6culos e letras minusculas comparam entre adubacfes
(Duncan p<0,05).

AM= adubacdo mineral; AM+V= adubacdo mineral + vinhaca; AM+TF= adubacdo mineral
+ torta de filtro; AM+CTF= aduba¢do mineral + composto de torta de filtro. BS+BP= B.
subtilis + B. pumilus.

No fator inoculantes, a concentracdo de amonio no solo foi menor (p<0,05) no
tratamento B. subtilis + B. pumilus (15,46 pug de N g™ de solo seco), ndo havendo
diferenca entre as outras inoculacdes e o tratamento sem indculo. Quando
observadas as diferentes adubacdes, o tratamento AM+V proporcionou 0 maior
aumento quando comparado aos outros tratamentos. N&o houve interacédo (p<0,05)
para os fatores IxA (Tabela 6).

Para a concentracao de nitrato no solo, examinando o fator inoculantes o
tratamento sem inoculo foi superior (p<0,05) aos tratamentos que receberam
inoculacao bacteriana (Tabela 6). No fator adubacéo, o tratamento AM proporcionou
os valores mais elevados (p<0,05) de nitrato ndo havendo diferenga entre os
tratamentos que receberam os subprodutos. Nos tratamentos em que havia menos
micro-organismos, que compreende ao sem inéculo e ao que recebeu AM, foram
observadas maiores concentracdes de nitrato no solo do que nos tratamentos que

receberam bactérias e os subprodutos.
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O amonio e nitrato sdo as formas absorvidas predominantes em relacdo ao
nitrogénio, principalmente o nitrato, que é a forma mais abundante do N-mineral no
solo, porém na sua fase inicial de desenvolvimento a cana-de-acucar tem predilecéo
ao amoénio por nao “gastar” energia para absorvé-lo e incorpora-lo a sua estrutura
(PENATTI, 2013), portanto a adicdo isolada do B. subtilis e do B. pumilus trouxe
uma maior quantidade (p<0,05) de aménio ao solo do que a adicdo conjunta destas
bactérias.

O numero de bactérias totais foi maior (p<0,05) no tratamento B. subtilis + B.
pumilus (6,92 UFC g™* de solo) para o fator inoculantes (Tabela 6), demostrando que,
quando sao realizadas varias inoculacbes, as bactérias provenientes do indculo
conseguem aumentar a quantidade e se estabelecer na microbiota existente,
passando entdo, a integrar essa microbiota. A cana-de-acUcar € capaz de se
associar com uma grande diversidade de bactérias e obter diversos beneficios
(BALDANI et al., 2002).

Para o fator adubacéo o nimero de bactérias totais foi maior (p<0,05) no
tratamento AM+V (7,04 UFC g™ de solo) (Tabela 3). Meng et al. (2009) observou que
as populacbes de micro-organismos, bactérias em geral, em solo cultivado com
cana-de-acgucar foram maiores quando tratados com vinhaca em comparacdo com
outros residuos, sugerindo que a vinhaca promove melhoria na qualidade biol6gica
de solo. Porém esse fato, pode ndo acarretar em melhoria para as plantas, pois
certamente essa melhoria biolégica que o autor cita € somente quantitativa. A
literatura carece de conteudo critico descrevendo claramente 0s contras
relacionados com a utilizacdo de vinhaga na agricultura (FUESS; GARCIA, 2014).

N&o houve interagéo significativa para os fatores inoculantes versus adubacoes.
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5. CONCLUSOES

e O uso da vinhaga associado aos adubos minerais prejudicou todos os
parametros biométricos e de massa seca avaliados nas plantas de cana-de-
acucar com 120 dias.

e A frequéncia de inoculagbes proporcionou maior niumero de bactérias totais
no solo que somente uma inoculacdo no mesmo periodo de 60 dias.

e A utilizacdo das bactérias B. subtilis e B. pumilus proporcionaram maior
desenvolvimento nas plantas de cana-de-acUcar na sua fase inicial de cultivo
até 120 dias podendo ser utilizada para possivel aumento da sua

produtividade final.
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