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RESUMO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) possui destaque internacional devido a crescente
demanda mundial por aglcar e etanol provenientes de fontes renovaveis, sendo uma
cultura bioenergética promissora para reduzir a dependéncia do petréleo bruto e
mitigar as emissdes de gases de efeito estufa. No entanto, a adubacdo € um dos
fatores mais importantes para atingir altas produtividades, especialmente a fosfatada,
visto que o fosforo (P) esta envolvido em varios processos metabdlicos das plantas e
€ um dos nutrientes que mais limita a producéo e longevidade dos canaviais. Neste
sentido, a inoculacdo de bactérias pode ser uma alternativa, uma vez que algumas
cepas apresentam capacidade de hidrolisar compostos insoluveis de P organico e
inorganico para uma forma sollvel e assimilavel pelas plantas, além de produzirem
fitohormdnios responsaveis pelo crescimento vegetal, fornecendo uma abordagem
ecologicamente correta e economicamente viavel para superar a fixacdo do P e sua
subsequente absorc¢éo pelas plantas. Partindo-se do pressuposto que a bactéria pode
permitir a reducdo das doses de P, sem prejudicar a eficiéncia fotossintética e a
producdo da cana-de-agUcar, a presente pesquisa foi realizada com o objetivo de
analisar as respostas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e nutricionais da cana-
de-acucar, bem como avaliar as respostas quimicas e microbiolégicas do solo, a
inoculagdo de Bacillus velezensis UFV 3918 e diferentes doses de fosfato
monoamonico (MAP). O experimento foi conduzido em ambiente protegido, em
delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos [Testemunha absoluta
(TA) — sem MAP; Testemunha comercial (TC) — dose recomendada de MAP (3/3
MAP); Bacillus velezensis UFV 3918 (Bv); Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP)]
e quatro repeticdes. No capitulo 1 foram avaliadas variaveis de brotacdo, biometria,
densidade estomética, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, pigmentos
fotossintéticos, bem como teores de proteinas, agucares e aminoacidos e atividade
da fosfatase acida foliar e rendimento e particdo de biomassa. E no capitulo 2 foram
avaliadas variaveis radiculares, teores de macro e micronutrientes no solo e nos
tecidos vegetais, eficiéncia do uso de nutrientes, eficiéncia de adaptacdo a
disponibilidade de P, acumulo de nutrientes, absorcdo de nutrientes por comprimento
radicular e indicadores microbiologicos. A associacdo de B. velezensis e doses
reduzidas de P (Bv e Bv+1/3 MAP) promoveu incremento no crescimento, evidenciado

pela altura da planta, area foliar e biomassa da parte aérea, equivalendo-se as plantas



conduzidas com 100% da dose recomendada de MAP, além de proporcionar aumento
da eficiéncia instantanea de carboxilacdo e das variaveis bioguimicas foliares. Além
disso, Bv e Bv+1/3 MAP incrementaram o volume de raizes, o acumulo de P na parte
aérea e a absorcao de macro e micronutrientes, bem como aumentaram a respiracao
basal do solo e as atividades da diacetato de fluoresceina, urease e fosfatase acida,
em relacdo a TC. O uso de B. velezensis UFV 3918 e doses reduzidas de fosfato
melhorou a eficiéncia fotossintética e a producdo de biomassa da cana-de-agUcar,
além de beneficiar a atividade microbiana e enzimética do solo, o que refletiu na
absorcao de nutrientes, evidenciando que esta é uma estratégia para a adubacéo da

cana-de-acucar com impacto econémico e ambiental reduzido.

Palavras-Chave: Saccharum spp.; bactérias solubilizadoras de fosfato; eficiéncia

fotossintética; nutricdo; indicadores microbiolégicos do solo; producao.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) has international prominence due to the growing
worldwide demand for sugar and ethanol from renewable sources; being a promising
bioenergy crop to reduce dependence on crude oil and mitigate greenhouse gas
emissions. However, fertilization is one of the most critical factors to achieving high
yields, especially phosphate fertilization, since phosphorus (P) is involved in several
metabolic processes in plants and is one of the nutrients that most limit the yield and
longevity of sugarcane fields. In this sense, inoculation of bacteria can be an alternative
since some strains can hydrolyze insoluble compounds of organic and inorganic P to
a soluble form that can be assimilated by plants, besides producing phytohormones
responsible for plant growth, providing an ecologically correct and economically viable
approach to overcome the fixation of P and its subsequent uptake by plants. Based on
the assumption that the bacteria can allow the reduction of P doses, without harming
the photosynthetic efficiency and production of sugarcane, the present research was
conducted to analyze the morphological, physiological, biochemical, and nutritional
responses of sugarcane, as well as evaluate the chemical and microbiological
responses of the soil, to the inoculation of Bacillus velezensis UFV 3918 and different
doses of mono ammonium phosphate (MAP). The experiment was conducted in a
protected environment, in an entirely randomized design with six treatments [absolute
control (AC); commercial control (CC) (recommended dose of MAP - 3/3 MAP); B.
velezensis UFV 3918 (Bv); Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP and Bv+3/3 MAP] and four
replicates. In chapter 1, sprouting variables, biometrics, stomatal density, gas
exchange, chlorophyll a fluorescence, photosynthetic pigments, as well as protein,
sugar, and amino acid contents and leaf acid phosphatase activity and biomass yield
and partitioning were evaluated. And in chapter 2, root variables, soil and plant tissue
macro and micronutrient content, nutrient use efficiency, P availability adaptation
efficiency, nutrient accumulation, nutrient uptake by root length, and microbiological
indicators were evaluated. The association of B. velezensis and reduced doses of P
(Bv and Bv+1/3 MAP) promoted growth increment, evidenced by plant height, leaf
area, and shoot biomass, equivalent to plants grown with 100% of the recommended
dose of MAP, besides providing an increase in instantaneous carboxylation efficiency
and leaf biochemical parameters. In addition, Bv and Bv+1/3 MAP increased root

volume, shoot P accumulation, and macro- and micronutrient uptake by roots, as well



as increased soil basal respiration, and fluorescein diacetate, urease, and acid
phosphatase activities compared to the CC. Using B. velezensis UFV 3918 and
reduced doses of phosphate improved the photosynthetic efficiency and biomass
production of sugarcane, besides benefiting soil microbial and enzymatic activity,
which reflected in nutrient uptake, evidencing that this is a strategy for sugarcane

fertilization with reduced economic and environmental impact.

Keywords: Saccharum spp.; phosphate solubilizing bacteria; photosynthetic

efficiency; nutrition; soil microbiological indicators; yield.
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INTRODUCAO GERAL

A cana-de-agucar é uma planta perene pertencente ao género Saccharum L.,
tribo Andropogoneae e familia Poaceae (LUCCHESI, 2001; MOORE et al., 2014).
Essa cultura é utilizada para produzir uma variedade de produtos alimenticios,
incluindo agucar, melago e xaropes. Além disso, a cana-de-agucar € uma das culturas
bioenergéticas mais promissoras para reduzir a dependéncia do petréleo bruto e
mitigar as emissoes de gases de efeito estufa (JAISWAL et al., 2017), devido ao seu
rapido crescimento, alto rendimento e excelente balanco energético (MUNOZ et al.,
2014).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acUcar e possui destaque
internacional na exportacdo dessa commodity, principalmente devido as grandes
areas agricultaveis e condi¢des edafoclimaticas favoraveis ao seu cultivo, tornando-o
um pais essencial para suprir o0 aumento da demanda mundial por acucar e etanol
proveniente de fontes renovaveis (CONAB, 2019).

A estimativa brasileira de producdo de cana-de-acUcar na safra 2022/2023 é
de 572,9 milhdes de toneladas, tendo como principal regido produtora a Sudeste, que
podera atingir 355,5 milhdes de toneladas colhidas, com destaque para os estados de
Sao Paulo e Minas Gerais (CONAB, 2022).

No entanto, a adubacdo é um dos fatores mais importantes para atingir altas
produtividades, o que torna essencial o estudo do manejo da fertilizagdo,
principalmente com o fésforo (P), que é um nutriente que limita a producdo e
longevidade dos canaviais, sobretudo em regides tropicais, devido ao alto grau de
interacdo com o solo, e pelo fato de ser um insumo mineral finito e insubstituivel
(MALAVOLTA, 2006; RAIJ, 2011; SOLTANGHEISI et al., 2019).

O P é indispensavel para o crescimento e reproducéo das plantas, as quais ndo
atingem o maximo potencial produtivo sem um fornecimento nutricional adequado
(MARSCHNER, 2012). Este nutriente é constituinte de compostos das células
vegetais, tais como acidos nucléicos, fosfolipidios das membranas celulares, ATP
(adenosina trifosfato) e ADP (adenosina difosfato), assim como de muitas coenzimas
e fosfoproteinas, além disso, interfere nos processos de divisao celular, fotossintese,
respiracdo, armazenamento e transferéncia de energia (GRANT, 2001; MALAVOLTA,
2006; TAIZ et al., 2017).
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Na cana-de-agucar, apesar de ser absorvido em menores quantidades, quando
comparado ao nitrogénio (N) e ao potassio (K), a importancia do P consiste no fato
deste nutriente participar, direta e indiretamente, de muitos processos metabadlicos,
sendo essencial para que haja boa formagéao inicial e desenvolvimento do sistema
radicular, brotacao e perfilhamento adequado, o que reflete tanto na produtividade de
colmos, como na qualidade tecnoldgica e longevidade do canavial (BASTOS et al.,
2008; ROSSETTO et al., 2010; KINGSTON, 2014; SILVA et al., 2019).

Entretanto, o P tem sido o nutriente mais critico nas adubac¢8es nos ultimos
anos no Brasil, devido a sua alta interacdo com o solo e a alta taxa de retencéo de
seus ions (CAIONE et al., 2015; BORGES et al., 2019). A parcela inorganica de P no
solo é dividia em fase liquida e fase soélida. Como consequéncia das reacdes de
equilibrio nos solos acidos, o P encontra-se na solucao do solo, predominantemente,
como ions ortofosfato, enquanto na fase sdlida do solo, este encontra-se combinado,
principalmente, com metais, como o ferro (Fe) e o aluminio (Al), e com o calcio e a
matéria organica (RAIJ, 2001; MATOS et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018), o que
reduz a sua disponibilidade, especialmente em solos intemperizados (WITHERS et
al., 2018; ASOMANING, 2020; HANYABUI et al., 2020), limitando o crescimento da
cana-de-agUcar.

A fracdo solida mais disponivel para as plantas é considerada labil, ao passo
gue a fracdo fortemente adsorvida ou precipitada em compostos insollveis é
considerada n&o labil (SA, 2004). Os solos brasileiros s&o ricos em 6xidos de Fe e Al
que, junto com a caulinita, correspondem a maior por¢cao da composicdo mineralogica
da fracdo de argila do solo, isto €, a por¢cdo mais ativa, em que ocorrem as reacdes
do P com estes compostos (RAIJ, 2004; CAIONE et al., 2015).

A maior parte dos fertilizantes fosfatados soluveis que sdo aplicados ao solo
dissolve-se, move-se para a solucdo do solo, mas, como consequéncia da baixa
solubilidade dos compostos formados e da forte possibilidade de adsorgéo,
permanece retida na fase solida como P labil, migrando gradualmente a P nao labil
(NOVAIS et al., 2007; RAIJ, 2011). Isto demonstra que, em nossos solos, prevalecem
as formas orgéanicas com estabilidade quimica e fisica e as formas inorgéanicas ligadas
a fracdo mineral com alta energia (RHEINHEIMER et al., 2008).

Além da problemética que envolve os solos brasileiros, mais de 70% dos
fertilizantes minerais fosfatados utilizados na agricultura brasileira sdo importados e

h& uma preocupagéo global com os custos e a energia envolvidos na mineragéo do
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fosfato e seu transporte das fabricas as lavouras, visto que trata-se de um recurso
finito e de uma atividade que ndo é economicamente viavel nem ecologicamente
correta, apresentando como restricdes a emissado de flior como gas fluoreto de
hidrogénio, o descarte de gesso e a acumulacdo de cadmio e outros metais pesados
no solo e, possivelmente, nas colheitas, resultante do uso repetitivo de fertilizantes
fosfatados (SHARMA et al., 2013; MENG et al., 2019).

Atualmente, o grande desafio da producéo agricola é tornar a agricultura mais
sustentavel, maximizando os beneficios liquidos que a sociedade recebe de sua
producdo, incluindo alimentos, fibras e energia, e reduzindo a degradacao ambiental.
Um solo saudavel atua como um sistema vivo e dindmico que beneficia o ecossistema
através da manutencédo da qualidade da agua e da produtividade das culturas e do
controle da ciclagem de nutrientes do solo (TAHAT et al., 2020).

A saude do solo esta intimamente associada a agricultura sustentavel, porque
a diversidade e a atividade dos microrganismos do solo sdo o0s principais
componentes da saude do solo (TAHAT et al., 2020). Nesse sentido, para atender a
demanda de P durante o desenvolvimento da planta, visando a reducao de perdas do
nutriente, estudos tém demonstrado que alguns microrganismos podem melhorar a
eficiéncia do uso do P no sistema solo-planta (MEENA et al., 2015; KUMAR et al.,
2017; BILLAH et al., 2019; ESTRADA-BONILLA et al., 2021; AFZAL et al., 2022).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato tém sido vistos como os melhores
meios ecoldgicos na nutricdo de P para as culturas (SHARMA et al., 2013; BILLAH et
al., 2019; ESTRADA-BONILLA et al., 2021; AFZAL et al., 2022), pois através de
diversos mecanismos de solubilizacdo e mineralizacdo, como a liberacdo de acidos
organicos de baixo peso molecular e atividade enzimatica (DASH et al., 2017; ZHU et
al., 2018), sao capazes de converter P organico e inorgénico do solo em uma forma
disponivel, possibilitando a absorcdo pelas raizes das plantas e reduzindo a
dependéncia de fertilizantes fosfatados quimicos (KHAN et al., 2009; SPOLAOR et al.,
2016; SHEN et al., 2016). Dentre esses microrganismos, as bactérias do género
Bacillus estdo entre as mais abundantes na rizosfera e s&o consideradas bactérias
solubilizadoras de fésforo (BSF) promissoras (SAEID et al., 2018).

Além disso, as comunidades microbianas do solo realizam processos
essenciais durante a decomposicao da matéria organica e solubilizacéo de nutrientes,
influenciando a produtividade das culturas (BALD et al., 2021; SANTOS et al., 2022).

A atividade dessas comunidades no solo pode ser avaliada para entender os
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mecanismos de agdo das bactérias na solubilizacdo do P. Essas avaliagbes podem
ser realizadas por meio de indicadores microbioldgicos, atividade de enzimas ligadas
a ciclos biogeoquimicos de nutrientes e atividade de enzimas do metabolismo
intracelular das bactérias (SOBUCKI et al., 2021).

Estudos ja evidenciaram aumentos na produgcdo de milho (KAUR; REDDY,
2014), arroz (COSTA et al., 2015), feijdo mungu (HASSAN et al., 2017), soja (ZOHAIB
et al., 2019), batata (UYSAL; KANTAR, 2020) e cana-de-acucar (ROSA et al., 2020;
PINJAI e AYE, 2021; ROSA et al.,, 2022) com o uso de diferentes BSP como
biofertilizante. Além disso, Chungopast et al. (2021) verificaram aumentos na
disponibilidade de P para a cana-de-acgucar por meio das BSP, mas a sua capacidade
de substituir, mesmo que em parte, os insumos de fertilizantes fosfatados ainda
precisa ser estudada.

Com base no contexto apresentado, percebe-se que a eficiéncia da fertilizagao
fosfatada e, consequentemente, a brotacdo e o desenvolvimento da cana-de-acucar,
sdo altamente dependentes das caracteristicas quimicas e microbiolégicas do solo.
Para que haja aumento da disponibilidade de fosforo pode ser viavel utilizar BSP.
Conhecer o potencial da bactéria no aumento da disponibilidade de fésforo, bem como
seu efeito nos processos metabodlicos da planta através de analises morfoldgicas,
fisiologicas, bioquimicas, nutricionais e microbiologicas, pode auxiliar na correta
recomendacao de produtos biolégicos e ainda, auxiliar pesquisas futuras que visem
reduzir a utilizacao de fertilizantes fosfatados.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial de Bacillus velezensis
cepa UFV 3918 no aumento da disponibilidade de fésforo no solo, seu efeito sobre as
respostas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas, nutricionais e de producao da cana-
de-acucar e sobre os indicadores microbiolégicos de salde do solo, bem como obter
a dose adequada de fosfato monoamoénico (MAP) para a cana-de-agucar.

Hipotetizou-se que ocorreria aumento do teor de fésforo na parte aérea e do
fésforo disponivel no solo e que as variaveis influenciadas por este nutriente seriam
favorecidas com a inoculacéo de Bacillus velezensis UFV 3918, em comparagcao aos
tratamentos sem BSP, e que este microrganismo seria eficiente em reduzir a diferenca
normalmente observada entre as doses crescentes de fertilizante fosfatado.

Para testar esta hipotese, a pesquisa foi dividida em dois capitulos, sendo o
capitulo 1 destinado a avaliar o desempenho da cultura da cana-de-agucar durante o

desenvolvimento vegetativo inicial, apos a inoculacdo com B. velezensis e adubacéo
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fosfatada, por meio de analises morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e de producéo.
Ja o capitulo 2 foi designado a avaliar o efeito de B. velezensis e da adubacéo
fosfatada na nutricdo e variaveis radiculares da cana-de-agUcar e na quimica e

microbiologia do solo.
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CAPITULO 1

Bacillus velezensis UFV 3918 ASSOCIADO A DOSE REDUZIDA DE FOSFATO
AUMENTA A EFICIENCIA FOTOSSINTETICA E A BIOMASSA DA CANA-DE-
ACUCAR !

Hariane Luiz Santos?, Melina Rodrigues Alves Carnietto?, Gustavo Ferreira da
Silva@!, Gustavo Ferreira da Silva2?, Caio Nascimento Fernandes® e Marcelo de
Almeida Silva®*

aLaboratorio de Ecofisiologia Aplicada a Agricultura, Departamento de Producao
Vegetal, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, SP, Brasil.

bDepartamento de Engenharia Rural e Socioeconomia, Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Botucatu, SP, Brasil.

(hariane.luiz@unesp.br, melina.carnietto@unesp.br, gustavo.ferreira@unesp.br,
ferreirasilvagustavo@unesp.br, cn.fernandes@unesp.br, marcelo.a.silva@unesp.br)
(0000-0003-3322-111X, 0000-0002-0453-0071, 0000-0001-5788-8635, 0000-0002-
0809-2814, 0000-0002-7142-5845, 0000-0002-9104-5583)

*Autor correspondente: Marcelo de Almeida Silva (marcelo.a.silva@unesp.br)

RESUMO

O fosforo (P) € o nutriente que mais limita a producéo e longevidade dos canaviais,
pois além de participar de muitos processos metabdlicos, apresenta baixa eficiéncia
de uso em termos de producdo agricola, entretanto, algumas cepas bacterianas ja
demonstraram potencial para melhorar a eficiéncia da adubacao fosfatada e producao
das culturas. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de
Bacillus velezensis UFV 3918 combinado ou ndo com doses de fosfato monoamonico
(MAP) nas respostas morfologicas, fisioldégicas, bioquimicas e de producdo da cana-
de-acucar. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com seis tratamentos [Testemunha absoluta (TA) — sem MAP; Testemunha comercial
(TC) — dose recomendada de MAP (3/3 MAP); Bacillus velezensis UFV 3918 (Bv);
Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP)] e quatro repeticdes. Bv e Bv+1/3 MAP
proporcionaram incrementos médios maximos na area foliar (5,7%), assimilacdo de

CO2 (49,0%), eficiéncia de carboxilacdo (72,9%), taxa de transporte de elétrons

1Capitulo elaborado de acordo com as normas do periodico “Plant Physiology and Biochemistry”
(https://www.sciencedirect.com/journal/plant-physiology-and-biochemistry).
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(28,5%), extingdo fotoquimica (16,9%), teores de clorofila total (11,4%) e de
aminoécidos (12,1%) e atividade da fosfatase acida foliar (13,8%) em relacdo a TC, o
gue contribuiu para a maior biomassa da parte aérea. As principais variaveis que
influenciaram a produgéo de biomassa da parte aérea foram area foliar, concentracdo
interna de carbono, taxa de transporte de elétrons, atividade da fosfatase acida e
biomassa de colmos, com Bv+1/3 MAP sendo o tratamento mais promissor. Houve
correlacdo negativa entre a componente morfologia, e positiva entre as componentes
fisiologia, bioquimica e biomassa, e a producdo de biomassa da parte aérea. Os
resultados evidenciaram que o uso de B. velezensis UFV 3918 e doses reduzidas de
fosfato melhorou a eficiéncia fotossintética e a producdo de biomassa, sendo uma
estratégia para a adubacdo da cana-de-acucar com impacto econémico e ambiental

reduzido.

Palavras-Chave: Bactérias promotoras do crescimento vegetal, Fertilizante fosfatado,

Fosfatase acida, Producao, Trocas gasosas, Saccharum spp.

CHAPTER 1 - Bacillus velezensis UFV 3918 ASSOCIATED TO REDUCED DOSE
OF PHOSPHATE INCREASES PHOTOSYNTHETIC EFFICIENCY AND BIOMASS
IN SUGARCANE

ABSTRACT

Phosphorus (P) is the nutrient that most limits the yield and longevity of sugarcane
fields because, besides participating in many metabolic processes, it presents low use
efficiency in agricultural production. However, some bacterial strains have already
shown potential to improve the efficiency of phosphate fertilization and crop production.
Thus, this research aimed to evaluate the effect of Bacillus velezensis UFV 3918
combined or not with doses of mono ammonium phosphate (MAP) on morphological,
physiological, biochemical, and biomass assessments. The experiment was carried
out in a completely randomized design with six treatments [absolute control (AC);
commercial control (CC) (recommended dose of MAP — 3/3 MAP); Bacillus velezensis
UFV 3918 (Bv); Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP)] and four replicates. Bv and
Bv+1/3 MAP provided maximum average increments in leaf area (5.7%), net CO:2
assimilation (49.0%), carboxylation efficiency (72.9%), electron transport rate (28.5%),
photochemical quenching (16.9%), total chlorophyll content (11.4%), amino acid
content (12.1%), and leaf acid phosphatase activity (13.8%) compared to the CC,
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which implied greater shoot biomass. The main variables influencing shoot biomass
production were leaf area, internal carbon concentration, electron transport rate, acid
phosphatase activity, and stalk biomass, with Bv+1/3 MAP being the most promising
treatment. There was negative correlation between the morphology component, and
positive correlation between the physiology, biochemistry and biomass components,
and the shoot biomass production. The results showed that using B. velezensis UFV
3918 and reduced phosphate doses improved photosynthetic efficiency and biomass
production, being a strategy for sugarcane fertilization with reduced economic and

environmental impact.

Keywords: Plant growth-promoting bacteria, Biomass, Phosphate fertilizer, Acid

phosphatase, Gas exchange, Saccharum spp.

1.1 Introducao

A cana-de-acucar € uma cultura importante em diversos paises, pois serve
como matéria-prima para a producao de acucar e etanol (Bordonal et al., 2018). O
Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar e na safra de 2021/2022 produziu
585,2 milhdes de toneladas em 8,31 milhdes de hectares de terras cultivadas (Conab,
2022).

A adubacdo € um dos fatores mais criticos para atingir altas produtividades.
Deste modo, é fundamental estudar o manejo da adubacgédo, principalmente com
fésforo (P), que € um dos nutrientes mais limitantes nos sistemas de cultivos agricolas
(Guignard et al., 2017). O P é indispensavel para o crescimento e reproducdo da
planta, que ndo atinge seu maximo potencial produtivo sem um suprimento nutricional
adequado (Marschner, 2012).

A importancia do P consiste no fato deste nutriente participar, direta e
indiretamente, de processos como divisdo celular, fotossintese, respiragéao,
armazenamento e transferéncia de energia, o que o torna essencial a boa formacao
inicial e desenvolvimento do sistema radicular, e a brotacdo e perfilhamento
adequados, assim, a baixa disponibilidade de P afeta negativamente a atividade
fotossintética, a formacdo da sacarose, a produtividade de colmos, a qualidade
tecnoldgica e a longevidade do canavial (Teixeira et al., 2014; Albuquerque et al.,
2016; Taiz et al., 2017; Silva et al., 2019; Preston et al., 2019).
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Entretanto, apesar da concentracdo de fosforo (P) em uma ampla gama de
solos ser alta (100-3000 mg P kg solo), a fracéo total de P biodisponivel é baixa e
varia de 0,1-10 uM (White e Brown, 2010; White e Hammond, 2008). Apenas cerca
de 4% do P total no solo est& disponivel para as plantas na forma de ortofosfato (Alori
et al., 2017), sendo que as formas inorganicas de P representam cerca de 35-70% do
P total no solo (Guignard et al., 2017).

Assim, dentre todos os macronutrientes, o0 P € 0 que apresenta a menor
eficiéncia de uso em termos de producdo agricola, devido a sua alta interagcdo com o
solo e a alta taxa de retencdo de seus ions (Chien et al., 2009; Caione et al., 2015;
Borges et al., 2018), especialmente em regides tropicais, em que a maioria dos
fertilizantes fosfatados solUveis aplicados ao solo se dissolvem e permanecem retidos
na fase sélida, em funcéo da adsorcéo de P pelos minerais de Fe e Al, reduzindo a
disponibilidade de P para o crescimento das plantas (Novais et al., 2007; Asomaning,
2020; Hanyabui et al., 2020).

Normalmente, os solos utilizados para o cultivo de cana-de-acucar tém alta
capacidade de fixacdo de P e, portanto, a aplicacdo de grandes quantidades de
fertilizantes fosfatados solUveis é necessaria para auxiliar no fornecimento dos niveis
adequados de P que permitem um rendimento adequado da cultura (Roy et al., 2016).

Nesse sentido, como a demanda global por aclUcar processado e bioetanol
continua aumentando e, consequentemente, ha aumento da demanda por fertilizantes
fosfatados, melhorar a eficiéncia da fertilizagéo fosfatada € importante para produzir
cana-de-acucar de forma mais econ6mica e sustentavel.

Uma estratégia sustentavel para o aumento da disponibilidade de P (Alori et al.,
2017; Billah et al., 2019; Shukla, 2019; Rosa et al., 2020, 2022) e melhoria da
eficiéncia do uso do P no sistema solo-planta (Meena et al., 2015; Kumar et al., 2017)
€ 0 uso de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP). BSP sdo microrganismos
capazes de solubilizar e mineralizar fontes inorganicas e organicas de P (Shen et al.,
2016). Bactérias do género Bacillus sédo exemplos de microrganismos abundantes na
rizosfera e promissores como solubilizadores de fosfato (Saeid et al., 2018).

Além de melhorar o suprimento de P, espécies de Bacillus podem favorecer a
capacidade fotossintética das plantas por influenciar a condutancia estomatica e a
tolerancia celular a desidratacdo (Zhang et al., 2008; Li et al., 2016; Majid et al., 2020),
promovendo maior eficiéncia do uso da agua (Li et al., 2016; Fonseca et al., 2022) e

maior eficiéncia de carboxilacdo (Fonseca et al., 2022). Deste modo, a inoculagdo com
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bactérias pode favorecer o crescimento e a produtividade da cana-de-agUcar
(Rampazzo et al., 2018; Rosa et al., 2020, Aye et al., 2021).

Nesse sentido, a seguinte hipotese foi formulada: a inoculacdo de Bacillus
velezensis UFV 3918 nos minitoletes permite reduzir as doses de MAP e favorece o
crescimento e a eficiéncia fotossintética da cana-de-agUcar, sem prejudicar a
producado de biomassa.

Diante do contexto apresentado, o objetivo desta pesquisa foi avaliar as
respostas morfologicas, fisiolégicas, bioquimicas e de producdo da cana-de-agUcar
até 180 dias apos o plantio sob o uso de Bacillus velezensis UFV 3918 combinado ou

nao com doses de fosfato monoamonico (MAP).

1.2 Material e métodos
1.2.1 CondigOes de cultivo e material vegetal

O experimento foi conduzido entre novembro de 2021 e maio de 2022 em uma
instalacdo denominada ambiente protegido, localizada no Departamento de Producéao
Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, em Botucatu, SP, Brasil
(22°51'01”S, 48°25'55”0 e 786 m acima do nivel do mar).

O ambiente protegido é constituido por uma estrutura de a¢o galvanizado e teto
contendo arcos também em aco galvanizado, com pé direito de 3,6 m nas laterais e
4,8 m ao centro, perfazendo uma area total de 48 m?. As laterais sdo fechadas com
tela de polietileno anti-afideos de 2 mm de diametro e 14% de nivel de sombra e a
cobertura € composta por plastico transparente de 150 um.

A solarizacdo foi utilizada como método de desinfestacdo do solo para o
controle de patégenos (Patricio et al., 2005), com o objetivo de evitar efeitos de outros
microrganismos sobre a brotacédo e crescimento das plantas e na solubilizacdo do
fosfato que ndo fossem oriundos da agéo da cepa utilizada. O solo foi classificado
como Latossolo Vermelho distrofico (Santos et al., 2018a) e a analise granulométrica
mostrou 68,2% de areia, 25,7% de argila e 6,1% de silte, caracterizando um solo de
textura média.

A variedade RB966928 foi utilizada por ser a mais cultivada na regido
canavieira do Brasil, correspondendo a 17,7% da area cultivada em Sao Paulo (Braga
Junior et al., 2021). Além disso, esta € uma planta que apresenta elevada velocidade
de desenvolvimento, boa brotagcdo em cana-planta, densidade do colmo média, alto

indice de perfilhamento, altas produtividades e elevada sanidade vegetal.
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Os dados climaticos de temperatura e umidade relativa do ar durante o periodo
experimental foram coletados através de um data logger (Instrutherm, HT-500, Séo
Paulo, SP, Brasil). As plantas foram cultivadas sob irrigacdo total (100% da
capacidade do vaso), através de irrigacdo com gotejadores (Netafim, PCJ-CNL 4 L/h,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil), controlando-se a vazdo com registros.

1.2.2 Descricao, obtencao e procedéncia do produto

O produto comercial utilizado contém 7 g L' do ingrediente ativo Bacillus
velezensis UFV 3918, com um minimo de 1,0x108 unidades formadoras de col6nia
(UFC) mLt, com dosagem recomendada de 2 L ha! para a cana-de-acUcar. O produto
a base da cepa UFV 3918 foi obtido da Vittia, com sede em S&o Joaquim da Barra,
SP, Brasil.

1.2.3 Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto
por seis tratamentos [Testemunha absoluta (TA) — sem MAP; Testemunha comercial
(TC) — dose recomendada de MAP (3/3 MAP); Bacillus velezensis UFV 3918 (Bv);
Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP)] e quatro repeti¢des.

Para minimizar o efeito varietal na brotacdo, o plantio foi realizado com
minitoletes com comprimento médio de 5 cm e diametro médio de 2 cm, de mesma
idade e bom aspecto sanitario. Cinco minitoletes foram plantados por vaso e, apés a
estabilizacdo da brotacao, o desbaste foi realizado, mantendo-se apenas uma planta
por vaso.

Cada parcela foi composta por vasos de 50 L contendo 45 dm?3 de solo,
corrigidos com base na analise quimica de acordo com Vitti et al. (2015) e seguindo
as doses de adubacédo fosfatada com MAP (60% de P sollivel em citrato neutro de
amonio e 12% de N) exigidas pelos tratamentos (Tabela 1). Para a cana-de-agucar, €
recomendado utilizar 30 a 60 kg ha' de N em cobertura antes da formacgéo dos
colmos, com doses maiores em solos mais argilosos (Santos et al., 2018a). Assim, a
adubacéo de cobertura com ureia foi realizada na quantidade de 1,5 g vaso™ (30 kg
N ha™l).



Tabela 1 Andlise quimica inicial do solo e doses dos fertilizantes adicionados no plantio.

39

pH MO ARt H+Al K Ca Mg SB CTC Presina S
V%

Cu Fe Mn Zn B

CaClz gdm™ mmolc dm™3

mg dm™3

6,0 40,1 o7 208 06 752 264 1022 1230 830 618 341

03 227 07 12 0,2

Adubacéo de plantio

Dose N P
Dose recomendada de 36,12 kg ureia ha™' (0,813 g 125 kg MAP ha™' (2,8 g MAP
MAP ureia vaso™) vaso™)
2/3 da dose recomendada 46,3 kg ureia ha™' (1,04 g ureia 83,33 kg MAP ha™' (1,878 ¢
de MAP vaso™) MAP vaso™)
1/3 da dose recomendada 56,47 kg ureia ha™ (1,272 g 41,7 kg MAP ha™' (0,939 ¢
de MAP ureia vaso™) MAP vaso™)
. 1 .
Sem MAP 66,6 kg ureia ha_1 (1,5 g ureia :
vaso™')

K

250 kg KCI ha™" (5,635 g KClI
vaso™)

250 kg KCI ha™' (5,635 g KCI
vaso™)

250 kg KCI ha™" (5,635 g KCI
vaso™)

250 kg KCl ha™' (5,635 g KCI
vaso™)

MO (matéria organica); SB (soma de bases); V% (saturacdo por bases); CTC (capacidade de troca catidnica).



40

O plantio foi realizado no dia 12 de novembro de 2021. Os fertilizantes foram
adicionados ao solo no momento do plantio. Para a inoculacdo da bactéria, uma
solucdo composta por 75 mL de agua em pH 7,0 e 2 mL do produto comercial
contendo um isolado de B. velezensis UFV 3918 (108 UFC mL?) foi aplicada por vaso.
As gemas foram posicionadas a 2 cm de profundidade, sendo que cada gema dos
tratamentos contendo bactérias recebeu 15,4 mL dessa solucdo, enquanto as gemas

dos demais tratamentos receberam 15,4 mL de agua.

1.2.4 AvaliagBes morfologicas

As avaliac6es de brotacdo foram realizadas diariamente desde a primeira gema
até a estabilizacédo da brotacdo. O numero final de brotaces por vaso foi transformado
em porcentagem.

Adicionalmente, a velocidade de brotacdo (VB) e o indice de velocidade de
brotacdo (IVB) foram calculados de acordo com as equacdes (1) e (2),
respectivamente, propostas por Maguire (1962).

Para a VB utilizou-se a seguinte equacéao:

[(N1B1)+(N2 B2)+:--+(Nn Bn)]
(B1+B2+---+Bn)

VB = (1)

onde VB é a velocidade de brotacao (dias), Bn € o niumero de brotacdes observadas

nas “n” contagens e Nn € o numero de dias do plantio as “n” contagens.

E para o IVB utilizou-se a seguinte equacao:

B1 B2 B3 Bn
IVB_E+E+E+...+E (2)

onde IVB é o indice de velocidade de brotacdo, Bn € o numero de brotacbes

({1 )

observadas nas “n” contagens e Nn é o numero de dias do plantio as “n” contagens.
As avalia¢des de altura do colmo (AC), didmetro do colmo (DC), numero de
perfilhos (NP) e area foliar (AF) foram realizadas aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias
apos o plantio (DAP). A AC foi determinada com fita métrica, sendo a medida realizada
do solo até a insercdo da folha +1, que é caracterizada como a primeira folha com a
ligula totalmente aberta, também conhecida como folha TVD (top visible dewlap) (Raij
et al., 1997). O DC foi determinado com um paquimetro digital (MeterMall, leitura de
150 mm e 0,1 mm, Marysville, OH, EUA) e as medidas foram realizadas no terco
meédio da planta. O NP foi determinado pela contagem dos perfilhos presentes na area
uatil de cada vaso. E a AF foi calculada de acordo com a metodologia de Hermann e

Camara (1999), utilizando medidas da largura e comprimento da folha +3.
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Para o calculo da AF utilizou-se a seguinte equagao:
AF =CXxLx0.75 x (N +2) (3)
onde, C é o comprimento da folha +3, que é caracterizada como a terceira folna com
a ligula totalmente aberta, L é a sua largura, 0,75 € o fator de correcéo da cultura e N

o0 numero de folhas abertas com pelo menos 20% de area verde.

1.2.5 Avaliacg0es fisiolégicas

As variaveis fisiologicas relacionadas a densidade estomatica, as trocas
gasosas e a fluorescéncia da clorofila a foram obtidas aos 60, 118 e 180 DAP,
utilizando a folha +1, que € considerada a mais ativa fotossinteticamente.

Para a contagem de estdomatos foi utilizada a metodologia descrita por
Mazumdar et al. (1969). Foi aplicada uma fina camada de esmalte incolor e fita
adesiva transparente para coletar duas amostras de impressdo de estématos,
paralelas a nervura central das folhas +1, nas faces abaxial e adaxial. Em seguida, a
fita adesiva com a impressdo dos estbmatos foi colocada em uma lamina e a
contagem foi realizada em uma area de 0,0744 mm? no microscopio éptico (Biovideo,
BEL Photonics, Monza, Italia), utilizando a objetiva de 40x de aumento.

Da avaliacdo das trocas gasosas foram obtidas a taxa de assimilacéo liquida
de CO2 (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E) e concentracao interna
de carbono (Cj). As medidas foram obtidas na regido central da folha +1 com um
analisador de gas a infravermelho (IRGA) (LI-COR Biosciences Inc., LI-6400XT,
Lincoln, Nebraska, EUA). As medicdes foram realizadas entre 09:00 e 11:30 h da
manha, utilizando densidade de fluxo de fotons fotossintéticos constante de 1500 pymol
m~2 s™! na camara foliar, concentracdo atmosférica de CO2, temperatura e umidade
ambiente. A eficiéncia instantadnea do uso da agua (EUA) foi calculada pela razdo A/E
e a eficiéncia instantanea de carboxilacéo (EC) pela razdo A/Ci.

As analises de fluorescéncia da clorofila a e respiracédo (Rqg) foram realizadas
no periodo noturno, entre 19:30 e 23:00 h. A Ry foi determinada sob irradiancia
suficientemente baixa (<1 pmol m™ s™), concentracdo atmosférica de COx,
temperatura e umidade ambiente. As variaveis relacionadas a fluorescéncia da
clorofila a foram obtidas através de um fluorébmetro de camara foliar 6400-40 acoplado
ao IRGA. Nas folhas adaptadas a luz, a radiacdo dos pulsos de saturacdo para
determinar a fluorescéncia maxima (Fm'") foi de 7.000 ymol m=2 s por 0,8 s, enquanto

a luz actinica foi de 200 pmol m=2 s, A fluorescéncia minima (Fo) foi determinada sob
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irradiancia suficientemente baixa (<1 ymol m= s™). A fluorescéncia maxima (Fm) foi
determinada ap6s um pulso de saturacdo de 4.200 ymol m=2 s™t por 0,8 s nas folhas
no escuro. E medi¢cdes do rendimento quantico da fotoquimica do fotossistema Il
(FSII) foram obtidas pela aplicacdo de um pulso de saturacédo de luz (7.000 ymol m=
s~ por 0,8 s) sob irradiancia ambiente. As variaveis rendimento quantico potencial do
FSIl (FV/Fn'), rendimento quéantico maximo variavel do FSIlI (FW/Fm), extingdo
fotoquimica (gP), extingdo nao fotoquimica (NQP) e taxa relativa de transporte de

elétrons (ETR) foram calculados de acordo com Schreiber et al. (1998).

1.2.6 Avaliacdes biogquimicas

Os teores de pigmentos fotossintéticos e indice SPAD foram determinados aos
60, 118 e 180 DAP.

Os teores de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, total e carotenoides)
foram determinados em dois discos foliares de 0,28 cm?, amostrados com o auxilio de
um furador entre a borda e a nervura central da folha +1. Os discos foram imersos por
48 h em solucédo de dimetilformamida (DMF), sob protecédo da luz. Em seguida, foi
feita a diluicdo de 1 mL do extrato em 1 mL de &gua deionizada e a absorbancia das
amostras foi determinada em espectrofotébmetro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japéao)
nos comprimentos de onda de 480, 647 e 664 nm. O calculo das concentracfes das
clorofilas a, b e carotenoides foi baseado na metodologia descrita por Wellburn (1994)
e os resultados foram expressos em pg cm=2.

A estimativa do conteudo de clorofila via unidade SPAD foi obtida utilizando um
clorofildmetro portétil (SPAD-502, Minolta Corporation, Ramsey, NJ, EUA). Este indice
foi obtido pela média de trés leituras por planta, realizadas na base, no meio e na
ponta da folha +1.

Para as andlises dos teores de proteinas, acgucares sollveis, aminoécidos e
atividade da fosfatase acida, uma semana antes da colheita, folhas +1 foram coletadas
e acondicionadas em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer
a —80°C (NUAIRE Inc., NU-9668GC, Plymouth, MN, EUA).

O teor de proteina soluvel foi determinado em amostras de 100 mg de tecido
foliar, maceradas em nitrogénio liquido e adicionadas a um meio de homogeneizacao
contendo tampéao fosfato de potassio 0,1 M (pH 6,8), acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonii (PMSF) 1 mM e 200 mg de
polivinilpirrolidona (PVPP) para extragdo. Os homogeneizados foram centrifugados a
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5000xg a 4°C por 10 min e, em seguida, os sobrenadantes foram usados como
extratos brutos. Uma aliquota de 20 pL do extrato bruto foi adicionada a 5 mL da
solucédo de Coomassie Brilliant Blue G-250. Apds 15 min, as leituras foram realizadas
em espectrofotometro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japdo) a 595 nm. As
concentragcfes de proteina soluvel foram calculadas com base na curva padrdo de
albumina sérica bovina (BSA) a 1 mg mL™ e os resultados foram expressos em mg
g~ de matéria fresca (MF) (Bradford, 1976).

Os acucares soluveis foram determinados através de 20 mg de amostras de
tecido foliar liofilizado, utilizando 4 mL de &gua deionizada para a extracao. A mistura
foi agitada por 1 h e as amostras foram centrifugadas a 3000xg por 15 min, logo apos
o sobrenadante foi coletado. O sobrenadante foi centrifugado a 6000xg por 10 min e
este extrato foi utilizado para determinar os acucares sollveis através da metodologia
de Dubois et al. (1956). Foram adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL do extrato, 0,5
mL de fenol 5% (v/v) e 2,5 mL de acido sulfarico, seguido de agitacéo, resfriamento e
fixacdo da cor em bandejas com gelo. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Jap&ao) a 490 nm. Os resultados foram
expressos em mg gt MF2,

A determinagdo dos aminoacidos totais foi realizada a partir de 20 mg de
amostras de tecido foliar liofilizado, homogeneizadas com 2 mL de tampao Na-K-
fosfato 0,01 M contendo NaCl 0,1 M (pH 7,6) em banho de gelo e agitadas durante 1
h. A mistura foi centrifugada a 3000xg a 4°C por 5 min. Em seguida, adicionou-se 1
mL de &cido tricloroacético 10% (m/v) a 1 mL do sobrenadante e, apds 1 h de repouso,
as amostras foram centrifugadas a 12.000xg a 4°C por 5 min e o sobrenadante foi
utilizado como extrato bruto. Foram adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL do extrato
bruto, 0,25 mL de tampé&o citrato de s6dio 0,2 M (pH 5,0), 0,1 mL de ninhidrina 5% em
metilcelosolve 100% (v/v) e 0,5 mL de cianeto de potassio 0,0002 M em metilcelosolve
100% (v/v). Em seguida, os tubos foram mantidos em banho-maria a 100°C por 20
min e, apos o resfriamento em banho de gelo, adicionou-se aos tubos 3,65 mL de
etanol 60% (v/v) para a fixacdo da cor violeta. A absorbancia foi analisada em um
espectrofotometro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japdo) a 570 nm e os resultados
foram comparados com a curva padrdo de glicina (0,1-1,0 ymol mL™) (Yemm e
Cocking, 1955). Os resultados foram expressos em ymol g~* MF™.

A atividade da fosfatase acida foi determinada em 500 mg de amostras de

tecido foliar, maceradas em nitrogénio liquido e adicionadas a um meio de
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homogeneizacdo contendo tampdo acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 5,6) para
extracdo. Os homogeneizados foram centrifugados a 15.000xg a 4 °C por 20 min e,
em seguida, os sobrenadantes foram usados como extratos brutos. A reacdo foi
iniciada pela incubacéo de 500 pL de extrato com 200 pL de substrato [2 mmol L™ de
p-nitrofenil fosfato dissédico (pNFF) e 150 mmol L™ de tampé&o acetato de sédio (pH
5,6)] a 37 °C por 10 min e interrompida pela adicdo de 300 pL de solucdo saturada de
Na:COs. ApOs mistura por agitacdo, a absorbancia foi determinada em
espectrofotometro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto, Japao) a 400 nm (Ozawa et al., 1995).
A atividade enzimética foi expressa em nmol pNFF min~t mg de proteina.

1.2.7 Rendimento e particdo de biomassa

Aos 180 DAP, as plantas foram colhidas e separadas em folhas, bainhas,
colmos e raizes. Para obter a producdo de biomassa, as plantas foram particionadas
em biomassa foliar (BF), biomassa de bainhas (BB), biomassa de colmos (BC) e
biomassa radicular (BR), assim, obteve-se a biomassa da parte aérea (folhas +
bainhas + colmos) (BPA) e total (parte aérea + raiz) (BT). As partes das plantas foram
mantidas em estufa de circulacéo forcada de ar a 65°C até atingirem massa constante
e, em seguida, pesadas em balanca de precisdo de 0,01 g (Balmak, ELC-6/15/30,
Santa Béarbara d'Oeste, SP, Brasil).

Na biomassa de folhas foram consideradas todas as folhas produzidas pela
planta (folhas secas e folhas verdes); na biomassa de bainhas foram consideradas
todas as bainhas produzidas pela planta (bainhas secas e verdes); na biomassa de
colmos foram considerados todos os perfilhos do vaso (desde a base do solo até o
meristema apical) e na biomassa radicular foi considerado o sistema radicular da

touceira.

1.2.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade (Levene) e, apds atenderem os pressupostos, foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) com o teste F, com posterior comparacao das médias
pelo teste de Tukey (p<0,05) por meio do software estatistico AgroEstat (AgroEstat,
versao 2015, Jaboticabal, SP, Brasil). Os dados biométricos foram submetidos a

ajuste de regressdo ao longo dos periodos de avaliagdo para analisar o
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comportamento dos tratamentos, utilizando o software Minitab (Minitab®, verséao 19,
State College, PA, EUA).

Adicionalmente, as variaveis de brotacdo, bioquimicas e de producado foram
submetidas a ajuste de regresséo considerando as doses de MAP associadas a B.
velezensis (Bv, Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP), através do software Minitab
(Minitab®, versédo 19, State College, PA, EUA).

Em seguida, as variaveis foram divididas em quatro grupos, sendo que o grupo
fisiologia foi subdividido em trés periodos avaliativos (60, 118 e 180 DAP). O grupo
denominado “morfologia” foi composto por %brotacdo, VB, IVB, AC, DC, NP e AF; o
grupo “fisiologia” foi composto pelas variaveis DEAD, DEAB, A, gs, Ci, E, EC, EUA,
ETR, Fv/Fn’, gP, NQP, F/Fm € R4; 0 grupo “bioquimica” foi composto pelas variaveis
Chla, Chlp, Chl total, Chla/Chly, carotenoides e SPAD, aos 60, 118 e 180 DAP, e
proteina, aclcares totais, aminoécidos totais e fosfatase &cida foliar; e o grupo
“biomassa” pelas variaveis BF, BB, BC e BR.

Em cada grupo de variaveis, foi aplicada a analise de componentes principais
(PCA) (Hair et al., 2009) por meio do algoritmo de minimos quadrados parciais
iterativos ndo lineares (NIPALS). E para cada conjunto de variaveis buscou-se o
menor numero possivel de componentes que explicassem pelo menos 70% da
variabilidade total.

Os escores dos quatro grupos de variaveis foram entdo comparados com 0s
escores de biomassa da parte aérea e plotados em graficos de dispersao,
considerando a média de cada tratamento. A partir dos escores das componentes
principais selecionadas de cada grupo de variaveis, foi avaliada a associa¢ao de cada
componente na biomassa da parte aérea das plantas de cana-de-acucar por meio do

coeficiente de correlacéo linear de Pearson (p<0,01).

1.3 Resultados
1.3.1. Condi¢des ambientais durante o experimento

Durante o experimento, a temperatura do ar dentro do ambiente protegido
variou de 12,5 a 32,0 °C, com média de 21,2 °C, 22,4 °C, 23,4 °C, 21,9 °C, 21,6 °C,
21,7 °C, 19,2 °C e 18,0 °C no plantio, 12 avaliagdo biométrica (AB), 22 AB, 32 AB, 42
AB, 52 AB, 62 AB e colheita, respectivamente (Fig. 1).
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A umidade relativa durante o ciclo de cultivo variou de 60,4 a 88,1%, com média
de 76,5%, 76,7%, 86,4%, 69,7%, 82,9%, 66,0%, 70,9% e 75,6% no plantio, 12 AB, 22
AB, 32 AB, 42 AB, 52 AB, 62 AB e colheita, respectivamente (Fig. 1).

1.3.2. AvaliagBes morfolégicas

Em geral, a %brotacéo nao foi uniforme, com TC e Bv+1/3 MAP proporcionando
0s maiores valores (Fig. 2A). A brotacao foi reduzida com o aumento das doses de
MAP associadas a B. velezensis, sendo que Bv+1/3 MAP apresentou %brotacéo
28,6% superior a Bv+3/3 MAP, sugerindo que a bactéria foi mais eficiente sob doses
menores de MAP, o que pode ser resultado do potencial de solubilizacdo de P, uma

vez que o solo possuia alto teor deste macronutriente (Tabela 1).
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Fig. 2. %Brotacao (A), velocidade de brotacdo (VB) (B) e indice de velocidade de
brotacdo (IVB) (C) de gemas de cana-de-acUcar sob tratamentos com e sem

inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamonico (MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padréo da média (n = 4). As equagdes de regressio e o R? referem-
se a associacao entre B. velezensis e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA: testemunha

absoluta; TC: testemunha comercial.
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N&o houve diferenca entre os tratamentos para VB, o que evidencia que 0 uso
de B. velezensis ndo afetou a média de dias necessarios para a brotacao (Fig. 2B). E
0s maiores valores para IVB foram verificados em TC, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP,
evidenciando maior numero médio de gemas brotadas por dia (Fig. 2C). Houve
tendéncia de aumento do IVB com a inoculacdo de B. velezensis e aumento da
guantidade de MAP até 2/3 da dose recomendada, seguido de reducado desta variavel
guando a maior dose foi utilizada (0,86*).

TA apresentou a menor AC durante todo o periodo de avaliagdo, enquanto os
as plantas conduzidas com maiores doses de P (TC e Bv+3/3 MAP) apresentaram as
maiores AC durante todo o periodo de avaliacdo (Fig. 3A). Os tratamentos com B.
velezensis e doses reduzidas de P apresentaram menor AC inicial, mas a partir de
120 DAP as curvas se aproximaram de TC e Bv+3/3 MAP, com destaque para B que
entre 150 e 180 DAP superou a TC, evidenciando o potencial de promocao do
crescimento da cepa UFV 3918.
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Fig. 3. Curvas de regressao ao longo das épocas de avaliacdo (30, 60, 90, 120, 150

e 180 DAP) para altura do colmo (A), diametro do colmo (B), nimero de perfilhos (C)

e area foliar (D) da cana-de-acgUcar sob a associacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv)

e doses de fosfato monoamonico (MAP).
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O comportamento das curvas de DC foi semelhante entre os tratamentos (Fig.
3B). Houve aumento do DC até 150 DAP, seguido de reducédo desta variavel,
ocasionada pelo final da fase de perfilhamento e inicio da fase de grande crescimento
da cultura, conhecida pelo alongamento dos colmos e espacos entrends e possivel
reducdo no diametro. Em geral, a inoculagcéo de B. velezensis proporcionou aumento
do DC, com destaque para Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+3/3 MAP, enquanto TA e TC
apresentaram os menores DC (Fig. 3B).

Em geral, houve aumento do NP entre 30 DAP e 120 DAP, seguido de queda
acentuada nos valores na maioria dos tratamentos (Fig. 3C). Isso pode ter ocorrido
devido a reducédo da temperatura média a partir do final de marco (Fig. 1), que afeta
negativamente o perfilhnamento, bem como pela competicdo e restricdo espacial,
causada pelo alongamento dos colmos e aumento de seus diametros. TC e Bv+2/3
MAP apresentaram os maiores NP durante todo o periodo de avaliacéo.

Houve tendéncia de aumento da AF até 180 DAP, sem estabilizacdo, na
maioria dos tratamentos (Fig. 3D). A fase de grande crescimento da cana-de-agucar
€ marcada pelo rapido aumento do desenvolvimento foliar do 6° ao 7° més (Jaiphong
et al., 2016; Rodrigues et al., 2018), favorecendo a alta producéo de fotoassimilados
e o inicio do acumulo de sacarose, o que explica a maior AF verificada aos 180 DAP
(Fig. 3D). A associacao de Bv + doses de MAP proporcionou as maiores AF, com
destaque para Bv que superou todos os tratamentos, enquanto TA apresentou a
menor AF ao longo de todo o ciclo.

As equacOes referentes a AC, DC, NP e AF para cada tratamento estéo

descritas Tabela S1.

1.3.3. Avaliag0es fisioldgicas

Considerando a densidade estomatica da face adaxial (DEAD), aos 60 DAP, o
maior valor foi verificado em Bv+3/3 MAP, sendo 18,4% superior a verificada na TC
(Fig. 4A). Aos 118 DAP, TC, Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+3/3 MAP resultaram DEAD
semelhantes e, aos 180 DAP, a maior DEAD foi observada em Bv, representando
aumento de 34,3% em relacdo a TC (Fig. 4A). Desempenho semelhante foi observado
na densidade estomatica da face abaxial (DEAB) aos 60 DAP, em que Bv+3/3 MAP
proporcionou aumento de 20,9% em relacdo a TC (Fig. 4B), e aos 118 e 180 DAP,

todos os tratamentos com B. velezensis resultaram DEAB igual ou superior a TC. Bv
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e Bv+2/3 MAP proporcionaram incrementos médios de 10,0% e 11,2% na DEAB em

relacdo a TC, aos 118 e 180 DAP, respectivamente (Fig. 4B).
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Fig. 4. Densidade estomatica da face adaxial (DEAD) (A) e densidade estomatica da
face abaxial (DEAB) (B) de folhas de cana-de-acucar sob tratamentos com e sem
inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamonico (MAP),

aos 60, 118 e 180 DAP.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha

comercial.

O menor desempenho referente as variaveis relacionadas a fluorescéncia da
clorofila a foi verificado em TA (Fig. 5). Em geral, houve tendéncia de reducao de ETR,
FvIFm’, gP e NPQ entre 60 e 180 DAP (Fig. 5 A-D). Além disso, aos 118 DAP, nao
houve diferenca entre os tratamentos inoculados e a TC para ETR, Fy/Fn’, gP e NPQ
(Fig. 5 A-D).

Aos 60 DAP, as maiores ETR foram observados em Bv+2/3 MAP e Bv+3/3
MAP, que proporcionaram aumento médio de 15% em relacdo a TC (Fig. 5A). Aos
180 DAP, Bv e Bv+1/3 MAP causaram aumento médio de 28,5% na ETR em relacdo
a TC (Fig.5A).

Com relagéo ao F,/Fm’, aos 60 DAP, os maiores valores foram observados em
Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP, que proporcionaram incremento médio de
8,2% em relacdo a TC (Fig. 5B). E aos 180 DAP, foi verificado aumento de 33,1% no

Fv/Fn’ de Bv, quando comparado a TC.
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Fig. 5. Taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) (A), rendimento quantico
potencial do FSII (F/'/Fn'") (B), extingdo fotoquimica (gP) (C), extingdo ndo fotoquimica
(NQP) (D), rendimento quantico maximo variavel do FSIl (F/Fm) (E) e respiracdo
noturna (Rq) (F) de plantas de cana-de-agUcar sob tratamentos com e sem inoculagéo
de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamonico (MAP), aos 60, 118
e 180 DAP.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha

comercial.
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Aos 60 DAP, os maiores gP foram verificados em Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e
Bv+3/3 MAP, que proporcionaram incremento medio de 15,6% em relacdo a TC (Fig.
5C). E aos 180 DAP, foi verificado aumento de 23,9% no gP de Bv, quando comparado
a TC e, de modo geral, no mesmo periodo, os tratamentos inoculados com B.
velezensis proporcionaram aumento médio de 19,0% no gP em relagdo a TC.

Quanto ao NPQ, TA e TC proporcionaram NPQ, em média, 12,2% superior aos
verificados nos tratamentos inoculados com B. velezensis aos 60 DAP, enquanto, aos
180 DAP, as plantas inoculadas proporcionaram aumento médio de 21,6% no NPQ
em relacdo as plantas ndo inoculadas (Fig. 5D).

N&o houve diferenca entre os tratamentos inoculados com B. velezensise a TC
para o F/Fm aos 60 DAP. Aos 118 DAP, Bv e Bv+2/3 MAP proporcionaram aumento
médio de 4,8% no Fv/Fmem relacdo a TC e, aos 180 DAP, Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3
MAP proporcionaram aumento médio de 3,0% nesta variavel em relacdo a TC (Fig.
5E).

E aos 60 DAP, Bv+3/3 MAP proporcionou a maior Rq, representando aumentos
de 42,1% e 29,8% em relacdo a TC e aos demais tratamentos inoculados com B.
velezensis, respectivamente (Fig. 5F). E as plantas inoculadas com a cepa UFV 3918
apresentaram aumentos médios de 50,8% e 35,8% na Rq em relacédo a TC, aos 118
e 180 DAP, respectivamente (Fig. 5F).

Assim como observado para as variaveis de fluorescéncia da clorofila a, houve
reducao de A, gs e E, e aumento de C;, entre 60 e 180 DAP, o que contribuiu para a
reducdo da EUA e da EC ao longo deste periodo (Fig. 6). Isto pode ser resultado do
envelhecimento da planta e da reducdo da temperatura média verificada ao longo das
avaliacdes (Fig. 1).

Aos 60 DAP, o melhor desempenho com relacdo as trocas gasosas foi
verificado em Bv+3/3 MAP, entretanto, ao longo das avaliagbes, os tratamentos com
B. velezensis e doses reduzidas de fosfato melhoraram o desempenho fotossintético,
em alguns momentos até se equiparando a Bv+3/3 MAP, com destaque para Bv.
Ainda, a TA também teve o menor desempenho fisiolégico com relacdo as trocas

gasosas ao longo de todo o ciclo (Fig. 6).
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Fig. 6. Assimilacdo instantanea de CO:2 (A) (A), condutancia estomatica (gs) (B), taxa

transpiratéria (E) (C), concentracéo interna de carbono (Ci) (D), eficiéncia instantanea

do uso da 4gua (EUA) (E) e eficiéncia instantanea de carboxilagédo (EC) (F) de plantas

de cana-de-acgucar sob tratamentos com e sem inoculagéo de B. velezensis UFV 3918
(Bv) e doses de fosfato monoamonico (MAP), aos 60, 118 e 180 DAP.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As

barras de erro expressam o desvio padrdao da média (n = 4). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha

comercial.
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Aos 60 DAP, Bv+1/3 MAP incrementou a A em 38,4% em relagdo a TC,
enquanto Bv e Bv+1/3 MAP proporcionaram incrementos médios de 23,3% e 49,0%
na A em relacédo a TC, aos 118 e 180 DAP, respectivamente (Fig. 6A). Com relacdo a
0s, Bv e Bv+1/3 MAP promoveram incrementos médios de 42,8% e 35,4% em relacdo
a TC, aos 60 e 180 DAP, respectivamente. Ndo houve diferengca entre Bv, Bv+2/3
MAP e Bv+3/3 MAP para gs aos 118 DAP, mas estes aumentaram a gs, em meédia,
em 40% quando comparados a TC (Fig. 6B).

Em Bv foi verificada E semelhante a TC aos 60 DAP, mas proporcionou
aumentos de 23,6% e 51,6% nesta varidvel aos 118 e 180 DAP, respectivamente (Fig.
6C), devido a maior gs e A verificadas neste periodo. Quanto ao Ci, ndo houve
diferenca entre Bv e TC aos 60 e 118 DAP, entretanto, aos 180 DAP, Bv resultou C;
18,3% inferior ao verificado na TC (Fig. 6D). Bv+1/3 MAP promoveu C; semelhante a
TC aos 118 DAP, mas, aos 60 e 180 DAP, foram verificadas redugdes de 16,3% e
7,8%, respectivamente, no Ci de Bv+1/3 MAP em relacdo a TC (Fig. 6D).

Aos 60 DAP, Bv e Bv+1/3 MAP proporcionaram EUA, em média, 14,8%
superior a verificada na TC, entretanto, ndo houve diferenca entre os tratamentos para
a EUA aos 118 DAP, bem como nao houve diferenca entre os tratamentos inoculados
e a TC aos 180 DAP (Fig. 6E). No que se refere a EC, aos 60 DAP, Bv e Bv+1/3 MAP
incrementaram a EC em 23,9% e 64,9%, respectivamente, em relacdo a TC; bem
como, aos 180 DAP, proporcionaram aumentos de 100% e 43,8% na EC,
respectivamente, em relacéo a TC (Fig. 6F).

1.3.4. Avaliacdes bioguimicas

Houve redugéo dos teores de clorofila a (Chl,), clorofila b (Chly), clorofila total
(Chl total) e carotenoides e do indice SPAD entre 60 DAP e 180 DAP, como resultado
do envelhecimento da planta, sendo que os menores valores para as variaveis de
pigmentos fotossintéticos ao longo de todo o periodo foram verificados na TA (Fig. 7).
Aos 60 DAP, Bv+3/3 MAP teve o melhor desempenho com relacdo aos pigmentos
fotossintéticos, mas, ao longo das avaliagdes, a associacdo de Bv + doses reduzidas
de MAP permitiu a equiparacao a Bv+3/3 MAP, com destaque para Bv e Bv+1/3 MAP,

gue promoveram desempenhos semelhantes entre si.
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Fig. 7. Teores de clorofila a (Chla) (A), clorofila b (Chly) (B) e clorofila total (Chl total)
(C), razéo Chla/Chl, (D), indice SPAD (E) e teor de carotenoides (F) de plantas de
cana-de-acuUcar sob tratamentos com e sem inoculacédo de B. velezensis UFV 3918
(Bv) e doses de fosfato monoamdnico (MAP), aos 60, 118 e 180 DAP.

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As

barras de erro expressam o desvio padrao da média (n = 4). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha

comercial.

Bv+1/3 MAP proporcionou aumentos de 10,5%, 26,7% e 13,6% no teor de Chla

em relacdo a TC, aos 60, 118 e 180 DAP, respectivamente (Fig. 7A). Com relacdo ao
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teor de Chl,, ndo houve diferenca entre TC e Bv + doses de MAP aos 60 DAP, assim
como nao houve diferenca entre os tratamentos aos 180 DAP, entretanto, aos 118
DAP, Bv+1/3 MAP incrementou o teor de Chl, em 16,8% em relagdo a TC (Fig. 7B).

A inoculagao de B. velezensis proporcionou aumentos no teor de Chl total nos
trés periodos de avaliacdo (Fig. 7C). Bv+1/3 MAP resultou em aumentos de 9,01%,
24,2% e 12,1% no teor de Chl total em relacdo a TC, aos 60, 118 e 180 DAP,
respectivamente (Fig. 7C). Nao houve diferenca na razdo Chl./Chl, entre os
tratamentos inoculados com B. velezensis, independente da dose de MAP utilizada
(Fig. 7D). Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP revelaram Chl./Chl, semelhante a TC aos
60 e 118 DAP, enquanto Bv+1/3 MAP incrementou esta variavel em 5,6% quando
comparado a TC aos 180 DAP.

Bv apresentou indice SPAD 5,6% e 10,3% superior ao verificado na TC aos 60
e 118 DAP, respectivamente (Fig. 7E), mas néo diferiu da TC aos 180 DAP.
Considerando o teor de carotenoides, ndo houve diferenca entre os tratamentos
inoculados com B. velezensis aos 60 DAP, mas Bv+3/3 MAP proporcionou aumento
de 22,9% nesta variavel quando comparado a TC (Fig. 7F). Aos 118 DAP, Bv+1/3
MAP incrementou o teor de carotenoides em 41,7% em relagdo a TC, ao passo que
ndo houve diferenca entre os tratamentos para esta variavel aos 180 DAP.

N&o houve diferenca entre a TC e Bv + doses de MAP para o teor de proteina
(Fig. 8A) e nao houve ajuste de regresséo. Os maiores teores de acucares totais (ACT)
foram observados em Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP, que proporcionaram aumentos
médios de 9,3% e 11,5% nesta variavel em comparagéo a TC e a TA, respectivamente
(Fig. 8B), mas néo houve ajuste de regresséo de Bv + doses de MAP para o teor de
ACT.

Os maiores teores de aminoacidos totais (AMT) foram observados nos
tratamentos com Bv + doses de MAP. Bv, Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP
proporcionaram aumentos de 9,8%, 14,5%, 16,4% e 10,3% no teor de AMT,
respectivamente, em relacdo a TC (Fig. 8C). Bv + doses de MAP promoveu aumentos
no teor de AMT com até 66% da dose de MAP, seguido de reducdo desta variavel
com 100% de MAP (0,70%).
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Fig. 8. Teor de proteina (A), acUcares solluveis totais (B), aminoacidos totais (C) e
atividade da fosfatase acida (D) em folhas de cana-de-acucar sob tratamentos com e
sem inoculacdo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamaonico
(MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4). As equagdes de regressio e o R? referem-

se a associacgao entre B. velezensis e doses de MAP ao nivel de significAncia de 5% (*). TA: testemunha

absoluta; TC: testemunha comercial.

Em relacdo a atividade da fosfatase acida foliar (FAF), Bv e Bv + doses
reduzidas de MAP (Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP) proporcionaram as maiores
atividades enzimaticas, com aumentos médios de 16,4% e 10,6% em relacdo a TC
(Fig. 8D). A medida que houve associacéo de Bv e doses crescentes de MAP, houve
reducéo na atividade da FAF (0,88%).
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1.3.5. Rendimento e particdo de biomassa

As plantas de cana-de-acucar apresentaram respostas diferentes para a
producdo de biomassa entre os tratamentos inoculados e nao inoculados com B.
velezensis e diferentes doses de MAP (Fig. 9).
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Fig. 9. Aspecto visual da parte aérea do colmo principal (folhas, bainhas e colmos) e
sistema radicular de plantas de cana-de-aclcar sob tratamentos com e sem

inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamonico (MAP).

A maior BF foi verificada em Bv+3/3 MAP, representando aumento de 4,7% em
relacdo a TC, entretanto, Bv+3/3 MAP conferiu BF similar a Bv+1/3 MAP (Fig. 10A).
Bv + doses de MAP incrementou a BF até 100% da dose de MAP (0,73*), mas a nao
aplicacdo de MAP proporcionou o melhor resultado, visto que foi semelhante ao
resultado obtido com 100% de MAP.
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Fig. 10. Biomassa foliar (BF), biomassa de bainhas (BB), biomassa de colmos (BC) e
biomassa radicular (BR) de plantas de cana-de-ac¢ucar aos 180 DAP, sob tratamentos
com e sem inoculagdo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato

monoamaonico (MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4). As equacdes de regressio e o R? referem-
se a associago entre B. velezensis e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA: testemunha

absoluta; TC: testemunha comercial.

N&o houve diferenca na producdo de BB entre os tratamentos inoculados com
B. velezensis. As maiores BB foram observadas com Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP,
gue proporcionaram incremento médio de 5,5% em relacdo a TC (Fig. 10B). Nao
houve ajuste de Bv + doses de MAP para a BB.

As maiores BC foram observadas em Bv e Bv+3/3 MAP, entretanto, Bv+1/3
MAP foi equivalente a TC, evidenciando que a inoculacdo com a cepa UFV 3918
propiciou a reducéo da dose de P (Fig. 10C). Bv proporcionou BC 3,8% superior a
verificada na TC. Considerando Bv + doses de MAP, a medida que houve aumento
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da dose de P, houve reducéo da BC até 66% da dose recomendada de MAP, seguido
de aumento ténue com 100% da dose de MAP (0,78%).

Com relacdo a BR, os tratamentos sem adubacédo fosfatada (TA e Bv)
apresentaram os maiores valores, 0 que representa incremento meédio de 19,3% em
relacdo a TC (Fig. 10D). Considerando Bv + doses de MAP (0,88*), a medida que
houve aumento da dose de MAP, ocorreram redu¢des na BR, evidenciando que o
melhor desenvolvimento do sistema radicular foi verificado sem adubacéo fosfatada.

De modo semelhante & BC, as maiores BPA foram observadas em Bv e Bv+3/3
MAP, entretanto, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3MAP foram equivalentes a TC, evidenciando
gue a inoculacdo com a cepa UFV 3918 permitiu a reducdo da dose de P, sem
prejudicar a producédo de biomassa (Fig. 11A). Bv proporcionou BPA 3,2% superior a
verificada na TC. Considerando Bv + doses de MAP, a medida que houve aumento
da dose de P, houve reducéo sutil da BPA até 66% da dose recomendada de MAP,
seguido de aumento ténue com 100% da dose de MAP (0,71%).

A maior BT foi verificada em Bv, devido a elevada producédo de parte aérea e
raizes, representando um aumento de 6,5% em relacdo a TC (Fig. 11B). O
comportamento da associacdo de B. velezensis e doses de MAP foi similar ao
verificado na producdo de BPA, & medida que houve aumento da dose de P, houve
reducdo da BT até 66% da dose recomendada de MAP, seguido de aumento ténue
com 100% da dose de MAP (0,74%*).

E no que se refere a relagdo BPA/BR, o maior valor foi verificado em Bv+3/3
MAP, com incrementos de 35,2% e 11,4% em relagdo aos tratamentos sem adubacgéao
fosfatada (TA e Bv) e aos demais tratamentos (TC, Bv+1/3MAP e Bv+2/3MAP),
respectivamente, o que evidencia que Bv+3/3 MAP investiu mais energia na producao
de BPA em relacdo aos outros tratamentos. Por outro lado, TA e Bv investiram mais
energia na producdo de raizes, quando comparados aos demais tratamentos (Fig.
11C). Com relacdo a Bv + doses de MAP, a medida que houve aumento da dose de
P, houve incremento da relacdo BPA/BR (0,82*), evidenciando que o aumento das

doses de MAP causou reducado da producéo de raizes em detrimento da parte aérea.
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Fig. 11. Biomassa da parte aérea (BPA), biomassa total (BT) e relacdo biomassa de
parte aérea e biomassa radicular (BPA/BR) de plantas de cana-de-acucar aos 180
DAP, sob tratamentos com e sem inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses

de fosfato monoamonico (MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4). As equagdes de regressio e o R? referem-
se a associacao entre B. velezensis e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA: testemunha

absoluta; TC: testemunha comercial.

Em relacdo a particdo da biomassa da cana-de-acucar nos seis meses de
cultivo, houve equilibrio na particdo de BB, BF e BC entre os tratamentos, com
pequenas diferencas (Fig. 12A). No que se refere a particdo da BT, TC apresentou a
maior particdo de BPA, seguido por Bv+3/3 MAP e Bv+1/3 MAP, resultando em
92,15%, 91,67% e 90,83%, respectivamente. Dentre os tratamentos inoculados, Bv
apresentou a menor particdo de BPA, mas propiciou maior investimento na producao

de raizes (Fig. 12B), confirmando o que foi observado na relagdo BPA/BR (Fig. 11C).
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Fig. 12. Particao da biomassa da parte aérea (A) e da biomassa total (Bv) de plantas
de cana-de-agucar aos 180 DAP, sob tratamentos com e sem inoculagdo de B.

velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamaonico (MAP).

1.3.6. Analise das componentes principais

A partir da matriz de correlagdo entre os pares de cada grupo de variaveis
(morfologia, fisiologia aos 60 DAP, 118 DAP e 180 DAP, bioquimica e biomassa),
foram obtidos os autovalores e seus respectivos autovetores para a andlise das
componentes principais.

A primeira componente principal ja explicou mais de 70% da variancia para
todos 0s grupos de variaveis (Tabela 2), portanto apenas ela foi considerada para

explicar os resultados.

Tabela 2 Porcentagem de explicacéo da primeira componente dos grupos de variaveis
morfologia, fisiologia 60 DAP, fisiologia 118 DAP, fisiologia 180 DAP, bioquimica e

biomassa.
Grupos de variaveis Porcentagem de explicagao (%)
Morfologia 99,84
Fisiologia 60 DAP 86,57
Fisiologia 118 DAP 71,55
Fisiologia 180 DAP 85,94
Bioguimica 74,13

Biomassa 79,85
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Dentre todas as variaveis analisadas, area foliar (AF), concentracao interna de
carbono (Cj) aos 60 DAP, densidade estomética da face abaxial (DEAB) aos 118 DAP,
Ci aos 180 DAP, atividade da fosfatase acida foliar e biomassa de colmos (BC) séo as
caracteristicas que mais explicam as respectivas componentes (Fig. 13), com cargas
de -0,99, -0,69, 0,65, —0,54, 0,81 e 0,99, respectivamente.

Através da dispersao bidimensional dos tratamentos, houve diferenca entre os
tratamentos inoculados (Bv, Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP) e néo
inoculados (TA e TC) para todos os grupos de variaveis. Plantas inoculadas com B.
velezensis em associacdo com 1/3 da dose recomendada de MAP apresentaram
potencial de producdo de biomassa da parte aérea superior aguelas sem inoculacéo
e aquelas inoculadas em associacdo com doses mais elevadas de MAP (Fig. 14).

A producédo de biomassa da parte aérea em Bv+1/3 MAP (1.270,40 g planta™)
foi associada com menor AF (Fig. 13A), menor C; e maiores DEAD e DEAB, maior
ETR e maior A aos 60, 118 e 180 DAP (Fig. 13 B-D), maior atividade da fosfatase
acida foliar (Fig. 13E) e maior biomassa dos colmos (Fig. 13F).
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Fig. 13. Cargas de variaveis das componentes de morfologia (A), fisiologia aos 60
DAP (B), 118 DAP (C), e 180 DAP (D), bioquimica (E) e biomassa (F)
%Brot: %brotacdo; Car: carotenoides. 1, 2 e 3 na figura E representam 60, 118 e 180 DAP,

respectivamente. A cor cinza claro indica variavel de carga positiva; e a cor cinza escuro indica variavel

de carga negativa.
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Fig. 14. Dispersdo de observacbes na primeira componente das componentes
principais de morfologia (A), fisiologia aos 60 DAP (B), 118 DAP (C) e 180 DAP (D),

bioguimica (E) e biomassa (F).

TA: testemunha absoluta; TC: testemunha comercial; Bv: B. velezensis UFV 3918; MAP: fosfato
monoamoénico; Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP.




66

Com base na analise de correlacdo de Pearson (Fig. 15), observou-se que as
variaveis morfologia (-0,83), fisiologia aos 60 DAP (0,66), 118 DAP (0,64) e 180 DAP
(0,79), bioquimica (0,79) e biomassa (0,93) apresentaram correlacao significativa

(p<0,01) com a producéo de biomassa da parte aérea.
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Biomassa
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Fig. 15. Correlacdo de Pearson entre as primeiras componentes principais de cada

grupo de variaveis. ** e * indicam correlag&o significativa em p<0,01 e p<0,05, respectivamente.

Independente do tratamento, a biomassa da parte aérea apresentou correlacéao
significativa com todos os conjuntos de variaveis (morfoldgicas, fisiologicas,
bioquimicas e producdo de biomassa) (Fig. 15). De modo geral, quanto maior a
biomassa de colmos, melhor a resposta da cana a producdo de biomassa da parte
aérea (Figs. 13 e 15). A maior éarea foliar estd associada a maiores taxas de
assimilacao de CO: e de transporte de elétrons, maior densidade estomatica nas faces
adaxial e abaxial, menor concentracdo interna de carbono e maior teor de pigmentos
fotossintéticos e atividade da fosfatase é&cida foliar, o que contribui para a maior

producado de biomassa (Figs. 13 e 15).
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Houve correlacdo significativa entre as variaveis fisiolégicas e bioquimicas. E
as variaveis fisiolégicas e bioquimicas foram correlacionadas com a producédo de

biomassa (Fig. 15).

1.4 Discusséo

As cepas de Bacillus spp. sdo conhecidas como uma das mais importantes
entre as BSP (Behera et al., 2014; Abdallah et al., 2018), pois além de serem
promissoras como biofertilizantes no crescimento e rendimento das plantas e na
fertilidade do solo (Suleman et al., 2018; Emami et al., 2020), apresentam vantagens
devido a sua estabilidade inerente, capacidade de resistir a condicbes ambientais
adversas e vida util prolongada (Setlow, 1994; Nicholson et al., 2000; Leser et al.,
2008), tornando-as ideais para serem usadas em ambientes agricolas.

Alguns estudos mostraram que a aplicagdo combinada de BSP e fertilizantes
fosfatados pode reduzir ainda mais a adsorcdo de P no solo e aumentar a sua
disponibilidade (Kalidas-Singh e Thakuria, 2018; Ahmad et al., 2017; Suleman et al.,
2018; Igbal et al., 2019; Adnan et al., 2020), entretanto, entender a dinamica entre
BSP e doses reduzidas de P ainda é uma area de pesquisa que precisa ser explorada.

Nossos resultados fornecem informacdes sobre o desenvolvimento da cana-
de-acucar nos primeiros seis meses de crescimento, em que B. velezensis UFV 3918
isolado ou associado a doses reduzidas de MAP melhorou as propriedades
fisioldgicas, bioquimicas e de producéo da planta.

O status de P do solo altera o metabolismo da planta, a exsudagao da raiz e o
carbono do solo disponivel para os microrganismos (Singh e Pandey, 2003;
Beauregard et al.,, 2010). Deste modo, a fertiizagio com P pode alterar
substancialmente a eficiéncia da renovacao deste nutriente (Grafe et al., 2018), além
de regular as comunidades microbianas e os genes bacterianos que codificam as
enzimas envolvidas no ciclo de renovacdo do P (Wang et al., 2019). O uso de BSP
em solos nao fertilizados aumenta a frequéncia da atividade de solubilizacdo de P, em
funcdo da restricdo de P inorganico (Widdig et al., 2019; Dai et al., 2020), entretanto
podem ocorrer mudancas na abundancia de algumas familias de bactérias como
resposta a fertilizagdo com P (Mander et al., 2012), havendo relatos de redugéo na
atividade de Bacillus com o aumento do suprimento do P (Long et al., 2018).

Este feedback negativo entre altas doses de P e a atividade de Bacillus pode

explicar a maior %brotagéo e maior IVB verificados quando B. velezensis foi associado
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a doses reduzidas de MAP, em relagdo a sua associagdo com 3/3 MAP,
comportamento que também foi observado para altura do colmo e area foliar.

Algumas cepas de Bacillus sdo conhecidas por atuarem como promotoras do
crescimento de plantas, seja pela solubilizacdo de nutrientes ou pela producao de
metabdlitos, como sideréforos e fitohormonios (Miljakovi¢ et al., 2020). Em associacao
com as raizes, 0s microrganismos da rizosfera sdo capazes de modular o sistema
radicular da planta por meio de diferentes mecanismos, a fim de estimular a
capacidade de absorcéo da raiz, o que facilita a absorgéao de nutrientes em condigdes
limitantes (Hussain et al., 2019; Emami et al., 2019).

A inoculacdo de BSP em plantas e/ou solo rizosférico pode estimular a
producdo de enzimas hidrolisantes de P e dos fitohormbénios que medeiam a
expressdo de caracteristicas das raizes para a aquisicao de P (Batool e Igbal, 2019;
Suleman et al., 2018). Estudos ja demonstraram que o &cido indol-3-acético produzido
por bactérias pode alterar a arquitetura da raiz, favorecendo a aquisicdo de P pelas
raizes em milho e trigo (Li et al., 2017; Suleman et al., 2018; Emami et al., 2019). Isto
explica a biomassa radicular superior em Bv e Bv+1/3 MAP.

O estimulo para maior aquisicdo de P e outros nutrientes incrementou a altura
de colmos em Bv e Bv+1/3 MAP, que resultaram em desempenho superior e
semelhante a TC, respectivamente. Embora Bv e Bv+1/3 MAP tenham apresentado
menor numero de perfilhos em relacdo a TC, a inoculagao de B. velezensis aumentou
o diametro dos colmos, o que refletiu em maior biomassa da parte aérea nos
tratamentos inoculados. Chungoplast et al. (2020) e Santos et al. (2022) também
verificaram incremento na altura e diametro dos colmos da cana-de-aclcar com a
inoculacéo de Bacillus como BSP.

A inoculacdo com BSP promove o aumento da area foliar (Zhao et al., 2014;
Santos et al., 2020), que facilita a interceptacao da luz solar, favorecendo a atividade
fotossintética, mas, embora tenha sido a variavel morfoldgica mais importante para a
producao de biomassa da parte aérea (Fig. 13A), sua correlacao foi negativa (Fig. 15).
Entretanto, apesar de Bv+1/3 MAP ter apresentado area foliar inferior a observada
nos demais tratamentos inoculados, esta foi semelhante a verificada na TC e esta
variavel ndo foi responsavel por reduzir a producéo de biomassa, porque Bv+1/3 MAP
resultou DEAD, DEAB, variaveis de trocas gasosas e eficiéncia fotoquimica maiores

em relacéo aos tratamentos ndo inoculados.
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TA apresentou os menores valores de ETR e F./Fm, indicando maior
suscetibilidade a danos foto-oxidativos e menor eficiéncia fotoquimica das plantas
(Pinto et al., 2010), o que mostra que a auséncia da adubacao fosfatada reduziu a
eficiéncia fotossintética. Ja as plantas inoculadas mantiveram valores de ETR
superiores aos das plantas nao inoculadas aos 60 e 180 DAP, o que denota bom
funcionamento dos aceptores de elétrons na fase bioquimica da fotossintese, visto
gue o aumento na ETR sugere que o aceptor da quinona A (QA) é altamente oxidado
e que sua energia de excitacdo é utilizada no transporte de elétrons, contribuindo para
a menor geracao de espécies reativas de oxigénio e evitando foto-oxidagédo (Melis,
1999; Dias et al., 2018; Stirbet et al., 2018).

Isso explica o motivo da ETR ter sido uma das variaveis mais importantes para
a producdo de biomassa da parte aérea. Aumentos da ETR em plantas inoculadas
com bactérias, incluindo Bacillus spp., também foram verificados em pimenta
(Samaniego-Gamez et al., 2016; 2021), beterraba sacarina (Shi et al., 2010) e cana-
de-acucar (Marcos et al., 2016).

TA também reduziu F\/Fn’ e gP, 0 que sugere acumulo de QA reduzida no
centro de reacao do FSII, diminuicéo da eficiéncia fotoquimica em folhas com menores
teores de P (Singh e Reddy, 2015) e, consequentemente, reducéo da assimilagao de
CO:2 e comprometimento dos fotossistemas, corroborando com estudos anteriores
(Singh et al., 2013, Singh e Reddy, 2014, Singh e Reddy, 2015). Por outro lado, os
altos valores de F,/Fn’ e gP nas plantas inoculadas indicam maior direcionamento da
energia luminosa para a fotoquimica, promovendo a ETR para a fixacdo de carbono,
0 que permitiu alocar a maior parte do poder redutor no processo de assimilacéo do
carbono, potencializando o acumulo de biomassa (Maxwell e Johnson, 2000).

As plantas ndo inoculadas apresentaram NPQ superior ao das plantas
inoculadas aos 60 DAP, periodo marcado por maiores temperaturas médias no interior
do ambiente protegido (Fig. 1), evidenciando a ativagdo do mecanismo de dissipacao
de energia na forma de calor, protegendo a planta contra a foto-oxidacao (Tatagiba,
2013). Entretanto, aos 180 DAP, as plantas sob acdo de B. velezensis apresentaram
NPQ, em média, 21,5% superior em relacédo as plantas ndo inoculadas. Valores mais
altos desta variavel indicam manutengdo da integridade fotoquimica e capacidade
fotossintética em ambientes adversos (Muller et al., 2001; Klughammer e Schreiber,
2008). Tanto gP como NPQ ajudam a minimizar a producédo de Oz nas antenas do

FSII (Mdller et al., 2001), evidenciando a vantagem das plantas inoculadas em relacao
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as nao inoculadas. Li et al. (2016) também verificaram aumento de NPQ em plantas
de fava (Vicia faba) sob inoculacéo de B. subtilis.

O FJ/Fm é um indicador sensivel do desempenho fotossintético da planta, pois
reflete a maxima eficiéncia na qual a luz absorvida pelo FSII é utilizada para reduzir a
QA (Baker, 2008). As plantas inoculadas com B. velezensis aumentaram o F./Fm em
relacdo as ndo inoculadas, com valores variando de 0,80 a 0,86, o que esta de acordo
com os valores descritos na literatura para plantas sadias e ndo estressadas (Maxwell
e Johnson, 2000), mostrando que nao houve efeito negativo da cepa UFV 3918 sobre
o desempenho fotossintético. Outros autores também verificaram aumentos do F./Fn
ao utilizarem bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) em outras culturas
(Yobo et al., 2011; Gururani et al., 2013; Samagieno-Gamez et al., 2016; Costa-Santos
et al., 2021).

Os estdbmatos exercem a funcdo de manter o equilibrio entre a absorcao de
CO2 para a fotossintese e a perda de agua para a transpiracdo (Mcadam e Brodribb,
2012). A gs pode ser um dos principais determinantes de A (Wong et al., 1979) e o
potencial da gs é determinado principalmente pelo tamanho, profundidade e abertura
dos estomatos e sua densidade (Franks e Beerling, 2009). Em estudos com
Arabidopsis, Tanaka et al. (2013) relataram que o aumento da densidade estomatica
(DE) promoveu aumento da gs e A sob condicBes de luz constante e saturada,
enquanto Sadoka et al. (2020) verificaram que maior DE resultou em inducdo mais
rapida da A a luz flutuante, devido ao maior valor inicial da gs e indu¢cdo mais rapida
da gs na fase inicial da inducéo fotossintética.

A inoculacéo de B. velezensis promoveu incrementos na DE, especialmente da
DEAB, o que permitiu o aumento da gs e, consequentemente, maior A. NOSS0S
resultados corroboram com Cappellari et al. (2015), que verificaram aumento da DE
em plantas de hortela-pimenta inoculadas com B. subtilis GB03, e com Silva et al.
(2020), que relataram que o aumento da DEAB incrementou a A em algumas
variedades de cana-de-aclcar, tanto em condicGes hidratadas como sob déficit
hidrico.

A C; é essencial para maximizar a fotossintese, mas depende da espécie de
cultivo e das condigdes ambientais (Ku et al., 1977). A C; foi a variavel fisiologica mais
importante para a producdo de biomassa da parte aérea, com comportamento
inversamente proporcional a A e a EC, com os menores valores verificados nas

plantas sob ag&o de B. velezensis, evidenciando que uma quantidade maior de CO2
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estava sendo assimilada. Wang et al. (2018a), estudando as respostas de crescimento
de cultivares de algodoeiro a diferentes doses de P, também relataram aumento da Ci
sob menores doses de P, bem como aumento de A e reducdo da C; sob maior
disponibilidade de P.

Geralmente, valores de gs mais altos resultam em menor EUA, 0 que pode
diminuir o beneficio de maior desempenho fotossintético para a producéo de biomassa
(Tanaka et al., 2013; Kimura et al., 2020), entretanto, embora a inoculacdo de B.
velezensis tenha aumentado a gs, houve um equilibrio entre A e E, assim, verificou-
se aumento da EUA aos 60 DAP nas plantas inoculadas, enquanto esta variavel nao
foi afetada pela cepa UFV 3918 aos 118 e 180 DAP, evidenciando o beneficio da
inoculacéo para o aparato fotossintético da planta.

Algumas cepas de Bacillus secretam exopolissacarideos (EPS), que além de
formarem um biofilme ao redor da superficie radicular, o que possibilita 0 aumento da
retencdo de agua no solo e a diminuicdo da evaporacdo da agua do solo, também
envolvem as particulas do solo, promovendo maior estruturacdo (Naseem e Bano,
2014; Nadeem et al., 2017; Niu et al., 2018; Zheng et al., 2018). Essa também pode
ser uma explicagdo para a maior EUA nas plantas sob ag&o de B. velezensis aos 60
DAP, periodo marcado por maiores temperaturas médias no interior do ambiente
protegido em relacdo as demais datas de avaliacéo (Fig. 1).

Aumentos na EUA ja foram relatados em plantas de milho sob inoculacéo de
B. licheniformis FMCHOO01, estando esta variavel diretamente relacionada a maior
massa de matéria seca de raiz das plantas inoculadas (Akhtar et al., 2020).

A maior EC verificada nas plantas de cana-de-acucar inoculadas com Bacillus
spp. € resultado do aumento da A e do uso do CO:2 subestomatico (Fonseca et al.,
2022). O teor de pigmentos fotossintéticos nas folhas também € usado como indice
para mostrar a capacidade fotossintética e o status fisiolégico da planta (Steele et al.,
2008; Houborg et al., 2015) e ja foi relatado que B. subtilis pode aumentar a
assimilacao de CO: através do aumento do conteudo de clorofila (Li et al., 2016).

As clorofilas sdo o principal complexo captador de luz que participa do
mecanismo de transporte de elétrons, sendo vitais na absorcdo, concentracdo e
armazenamento da energia luminosa, bem como na transformacéo da energia
luminosa em energia quimica (Gitelson et al., 2003; Urbonaviciute et al., 2006),
enguanto os carotenoides podem atuar como pigmentos receptores de luz para

garantir a continuacao do processo fotossintético e desempenhar um papel importante
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no aumento da superficie de absor¢cdo da energia luminosa, além de prevenirem a
foto-oxidacao (Siefermann e Yamamoto, 1975; Urbonaviciute et al., 2006).

Deste modo, a EC também depende do teor de pigmentos fotossintéticos. Em
geral, as plantas inoculadas com B. velezensis apresentaram maiores teores de Chla
e Chl total, maior relagdo Chl./Chl, e maior indice SPAD, o que demonstra alta
biossintese de clorofila nestas plantas. Além disso, 0s niveis mais elevados de Chla,
pigmento responsavel pela transformacéo da energia luminosa em energia quimica,
em relacdo a Chl,, que apenas absorve, concentra e armazena a energia luminosa,
sugere o melhor aproveitamento da energia luminosa em plantas sob acao de B.
velezensis. Aumentos nos teores de pigmentos fotossintéticos em plantas inoculadas
com cepas de Bacillus ja foram relatados em diversas culturas como cana-de-acucar
(Chandra et al., 2018; Fonseca et al., 2022), milho (Dixit et al., 2020; Chaudhary et al.,
2021 a, b), trigo (Tahir et al., 2018) e soja (Khan et al., 2020).

A reducdo observada nos pigmentos fotossintéticos em plantas nao inoculadas
e sem adubacdao fosfatada (TA) € consistente com outros estudos (Crafts-Brandner,
1992; Singh et al., 2013). Singh e Reddy (2015) sugeriram que a diminuicdo no teor
de clorofila € um mecanismo para evitar o excesso de absor¢éo de luz, o que protege
o FSII da foto-oxidacdo em condi¢cfes de deficiéncia de P.

Embora o teor de carotenoides tenha sido reduzido na TA aos 60 DAP, nédo
houve diferenca entre TA e TC aos 118 DAP, assim como nao houve diferenca entre
0os tratamentos para o teor de carotenoides aos 180 DAP, o que demonstra a
importancia desses pigmentos na fotoprotecéo do FSII em plantas que nao receberam
adubacéo fosfatada (Pascal et al., 2005). E os teores de carotenoides mais elevados
aos 60 e 118 DAP sugerem maior capacidade das plantas inoculadas com B.
velezensis de protegerem o aparato fotossintético da planta contra danos foto-
oxidativos (Hong-Hai et al., 2016; Wang et al., 2018b).

Vale ressaltar que, grande parte das BSP s&o encontradas na rizosfera das
plantas e essa localizacao reflete o fato de que as raizes das plantas exsudam uma
fracdo significativa do carbono que é fixado atravées do processo fotossintético,
fornecendo esse carbono fixado aos microrganismos do solo, que o utilizam como
alimento (Glick, 2020). Assim, a maior assimilacdo de CO: verificada nas plantas
inoculadas com B. velezensis também pode ter favorecido a manutencdo de

microrganismos benéficos no solo, melhorando a saude do solo.
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A Rq é responsavel pela catalise de compostos organicos reduzidos atraves da
fotossintese e disponibilizacdo de energia necessaria (ATP) para a manutencéo e
sintese de biomassa. De modo geral, as plantas inoculadas apresentaram maior Rq,
gue pode ser resultado da eficiéncia da solubilizagc&o de P, uma vez que este nutriente
€ essencial na respiragdo e fotossintese (Anand et al., 2016; Taiz et al., 2017).
Portanto, a maior Rq, juntamente com os outros fatores, pode ter contribuido para a
maior producdo de biomassa das plantas sob acdo de B. velezensis, visto que 0
crescimento esta relacionado a uma série de processos integrados em todos o0s
orgaos da planta, o que torna o acumulo de biomassa um processo complexo,
controlado por uma série de fatores que podem afetar o balanco de carbono na planta
(Smith, 2004; Murchie et al., 2009; Reynolds et al., 2009; Chytyk et al., 2011).

Embora o P esteja envolvido na producéo de proteinas (Taiz et al., 2017), a
inoculacao de B. velezensis ndo promoveu aumentos nesta variavel, e sua associagado
a doses elevadas de P reduziu o teor de proteinas. Esse nutriente também esta
envolvido no metabolismo de acUcares e a associacao de B. velezensis com doses
reduzidas de MAP aumentou os teores de acgUcares totais em relacédo a TC. A BSP
em questéo permitiu que a reducao do fertilizante fosfatado néo afetasse esta variavel,
assim, a transformacdo de acucares pode ocorrer normalmente porque, sob a
concentracdo adequada de fosfato citosolico (Pi), a triose fosfato do cloroplasto é
exportada para o citosol por meio de um transportador de Pi e a sacarose é
sintetizada; o que ndo acontece quando a concentracdo de Pi é baixa, pois a triose
fosfato é retida no cloroplasto e o amido é sintetizado (Rodrigues et al., 2018).

A inoculacdo com B. velezensis aumentou significativamente os teores de
aminoacidos totais. Osmolitos, como acgUcares e aminoacidos, ajudam a manter o
nivel de agua e regulam o metabolismo e a funcionalidade celular (Hossain et al.,
2015). Os aumentos indicam que, além de promover o crescimento, a cepa UFV 3918
desempenha um papel na defesa da planta contra estresses ambientais (Less e Galili,
2008; Chiappero et al., 2019).

Houve aumento do teor de acucares e aminoacidos totais até um ponto 6timo
(Bv+2/3 MAP) e, em seguida, reducao nestas variaveis com 3/3 MAP, evidenciando o
feedback negativo entre altas doses de P e a atividade de Bacillus.

Baixos niveis de P disponivel influenciam a atividade enzimatica da planta. As
gramineas respondem a deficiéncia de P com uso menos eficiente do P e maior

atividade da fosfatase acida nas folhas, caules e raizes (Nunes et al., 2008). O
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aumento de 16,4% na atividade da fosfatase &cida foliar verificado com o uso isolado
de B. velezensis, em relacdo a TC, evidencia o potencial de solubilizacdo de fosfato
da cepa UFV 3918 e explica por que esta foi a variavel bioquimica mais importante
para a producdo de biomassa da parte aérea.

As fosfatases estdo associadas a remobilizagdo de P nas plantas, portanto, o
aumento da atividade dessas enzimas tem sido associado a baixos niveis celulares
de P inorganico (Bozzo et al., 2006; Nunes et al., 2008). Isto explica a reducédo da
fosfatase foliar a medida que B. velezensis foi associado com doses mais elevadas
de MAP, pois, evidentemente, o nivel celular de P inorgéanico ja era suficientemente
alto, em funcéo do alto teor de P inicial no solo associado a fertilizacdo fosfatada
empregada.

Alguns trabalhos ja relataram que BPCV, dentre elas algumas BSP,
promoveram o crescimento e aumentaram a produtividade da cana-de-agucar (Ahmad
et al., 2016; Chandra et al., 2018; Safirzadeh et al., 2019; Rosa et al., 2020; Aye et al.,
2021; Santos et al., 2022; Rosa et al., 2022). Nossos resultados demonstraram que
Bacillus velezensis isolado (Bv) proporcionou a maior biomassa de colmos, seguido
de Bv+1/3 MAP, corroborando com Chungopast et al. (2021) e Fonseca et al. (2022)
que também verificaram aumentos no peso do colmo de cana-de-agucar sob
inoculacdo com Bacillus.

A biomassa dos colmos foi o que mais influenciou a biomassa da parte aérea.
A maior biomassa de raizes verificada em Bv contribuiu para o sucesso na producao
de biomassa de colmos, pois 0s microrganismos sao capazes de estimular a
capacidade de absorcao das raizes das plantas, o que facilita a absorcdo de P e outros
nutrientes (Moutia et al., 2010; Santos et al., 2018b; Emami et al., 2019; Isaac e
Borden, 2019).

Além disso, BSP sao relatadas por liberarem diferentes tipos de &acidos
organicos que sao responsaveis pela transformacdo de formas insollveis de P em
soluveis. Esses compostos quelam cations (Al, Fe e Ca) ligados ao P através de seus
grupos hidroxila e carboxila, fornecendo uma forma de P facilmente assimilavel pelas
plantas (Xu Cheng et al., 2019; Nacoon et al., 2020; Rfaki et al., 2020). BSP também
medeiam a mineralizacdo de P organico através da produgcdo de enzimas que
hidrolisam o P, principalmente fosfatases que catalisam a hidrolise de ligacdes

fosfoéster ou fosfoanidro (Bargaz et al., 2021).



75

A maior disponibilidade de P proporcionada pela inoculagdo com B. velezensis
pode ser verificada pela maior eficiéncia de carboxilacdo observada nas plantas
inoculadas, uma vez que a assimilagdo de CO: depende fortemente da aquisigéo
adequada de P (Taiz et al., 2017; Malhotra et al., 2018), fator que favoreceu o
incremento na biomassa da parte aérea. Além disso, BSP podem promover o
crescimento através de outros mecanismos, como biossintese de fitohormoénios e
metabolitos secundarios (Duca et al., 2014; Tahir et al., 2017) e ja foi relatada a
producao de auxinas, giberelinas e expansinas por Bacillus spp. (Zubair et al., 2019),
fatores que favorecem o crescimento e desenvolvimento das plantas e podem ter
contribuido para o incremento da biomassa da parte aérea em Bv e Bv+1/3 MAP.

Embora Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+3/3 MAP tenham apresentado biomassas da
parte aérea semelhantes entre si, Bv apresentou maior biomassa total. Isso ocorreu
devido ao feedback positivo entre menor disponibilidade de P e a atividade de Bacillus,
uma vez que BSP sdo competidores fracos em solos com altos teores de P e N e
podem apresentam melhor desempenho em solos pobres em nutrientes, onde o uso
dessas bactérias reflete a necessidade de maior eficiéncia de solubilizacdo de P
(Widdig et al., 2019; Dai et al., 2020), levando ao maior investimento em produgéo de
raizes e refletindo em maior biomassa total.

Nesse sentido, a medida que houve aumento das doses de P, houve aumento
da relacdo BPA/BR, aumentando particionamento da biomassa da parte aérea em
relacéo a biomassa de raizes, pois quanto maior a disponibilidade de P (Bv+3/3 MAP),
menor a necessidade de investimento em producdo de raizes para otimizar a
absorcéo de P, e o inverso é verdadeiro.

Assim, a inoculagcdo com B. velezensis UFV 3918, associada ou ndo a doses
reduzidas de MAP, aumentou a eficiéncia de solubilizacao de fosfato, incrementando
a eficiéncia fotossintética das plantas e favorecendo a regulagcdo do metabolismo

celular, o que refletiu em maior biomassa das plantas de cana-de-agucar.

1.5 Conclusodes

O estudo relatou como Bacillus velezensis UFV 3918 melhorou o desempenho
fisiolégico e bioquimico e a producdo de biomassa da cana-de-agUcar. A inoculacdo
desta cepa nas gemas de cana-de-agucar, associada ou ndo a doses reduzidas de
fosfato monoamaonico (MAP) (Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP), proporcionou aumento
da area foliar, facilitando a interceptacao da radiacéo solar, e incrementou a densidade
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estomética, a taxa relativa de transporte de elétrons e os teores de pigmentos
fotossintéticos, fatores que melhoraram a assimilacdo de CO: e a eficiéncia de
carboxilacdo das plantas, contribuindo para o sucesso da producéo de biomassa da
parte aérea. Houve aumento nos teores de aguUcares e aminoacidos totais e na
atividade da fosfatase &cida foliar, refletindo a regulacdo do metabolismo celular e o
potencial de solubilizacdo de fésforo (P). Neste estudo, o alto teor de P inicial no solo
possibilitou que a inoculacdo com B. velezensis dispensasse a adubacéao fosfatada,
sem prejudicar o desempenho fotossintético e produtivo da cultura, além disso, houve
tendéncia de declinio na producdo quando a bactéria foi associada a doses mais
elevadas de MAP, deste modo Bv+1/3 MAP é a combinacdo mais indicada. O estudo
demonstra que a inoculacdo com B. velezensis UFV 3918 é uma estratégia viavel para
otimizar o uso do P na cultura da cana-de-agucar, e fornece apoio a pesquisas futuras

gue visem reduzir a utilizac&o de fertilizantes fosfatados.
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Resumo

A inoculacdo de bactérias é considerada uma préatica promissora para auxiliar na
otimizacao do uso de fertilizantes fosfatados, mas a capacidade das diferentes cepas
de permitir a reducédo do uso do fosforo (P) ainda precisa ser estudada. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do uso de Bacillus velezensis UFV 3918
combinado ou ndo com doses de fosfato monoaménico (MAP) na biodisponibilidade
de P e outros nutrientes para a cana-de-acUcar e nas propriedades quimicas e
microbianas do solo. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos [Testemunha absoluta (TA) — sem MAP;
Testemunha comercial (TC) — dose recomendada de MAP (3/3 MAP); Bacillus
velezensis UFV 3918 (Bv); Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP)] e quatro
repeticbes. Bv e Bv+1/3 MAP proporcionaram incrementos médios no teor de P no
solo (22,0%), volume (9,9%) e diametro médio de raizes (6,7%), respiracao basal do
solo (RBS) (11,4%) e atividades da diacetato de fluoresceina (17,4%), urease (9,1%)
e fosfatase &cida (9,3%) em relacdo a TC. Além disso, Bv proporcionou acumulos de

2Capitulo elaborado de acordo com as normas do periodico “Biology and Fertility of Soils”
(https://www.springer.com/journal/374).
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P, K, Fe, B e Cu na parte aérea superiores aos verificados na TC, e Bv+1/3 MAP
incrementou a absorcédo de K, N, Ca, P, Fe, Mn, B e Cu quando comparado a TC. A
analise multivariada mostrou comportamentos semelhantes entre Bv, Bv+2/3 MAP e
Bv+3/3 MAP e entre Bv+1/3 MAP e a TC. As principais variaveis que influenciaram o
acumulo de P na parte aérea foram os teores de S, P e Ca no solo, e de Fe e Mn na
parte aérea e nas raizes, o volume radicular, a eficiéncia do uso do S e do Mg, o
acumulo e a absorcédo de Fe e Mn e a RBS, com destaque para B. velezensis sem
adubacdo com MAP (Bv). Houve correlagédo negativa entre os teores de nutrientes
nas folhas e o acimulo de P, e correlacdo positiva entre o acimulo de P e as variaveis
teores de nutrientes nas bainhas, raizes e colmos, eficiéncia do uso de nutrientes,
acumulo e absorcdo de nutrientes e indicadores microbiolégicos. Portanto, 0s
resultados mostram que B. velezensis UFV 3918 associado a doses reduzidas de
fosfato incrementou a atividade microbiana e enzimatica do solo, refletindo na nutri¢cdo

da cana-de-acgucar, com melhoria no acimulo e absor¢ao de nutrientes.

Palavras-Chave: Saccharum spp. - Bactérias solubilizadoras de fosfato
Macronutrientes - Micronutrientes - Adubacéo fosfatada - Indicadores microbiolégicos

CHAPTER 2 - Bacillus velezensis UFV 3918 IMPROVES PHOSPHORUS AND
OTHER NUTRIENTS UPTAKE AND ACCUMULATION IN SUGARCANE AND
BENEFITS SOIL HEALTH

Abstract

Bacteria inoculation is considered a promising practice to help optimize the use of
phosphate fertilizers. However, the ability of different strains to reduce phosphorus (P)
use still needs to be studied. Thus, this research aimed to evaluate the effect of Bacillus
velezensis UFV 3918 combined or not with doses of mono ammonium phosphate
(MAP) on the bioavailability of P and other nutrients to sugarcane and on soil chemical
and microbial properties. The experiment was carried out in a completely randomized
design with six treatments [absolute control (AC); commercial control (CC)
(recommended dose of MAP — 3/3 MAP); Bacillus velezensis UFV 3918 (Bv); Bv+1/3
MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP] and four replicates. Bv and Bv+1/3 MAP provided
average increments in soil P content (22.0%), volume (9.9%) and average root
diameter (6.7%), basal soil respiration (BSR) (11.4%), and activities of fluorescein

diacetate (17.4%), urease (9.1%), and acid phosphatase (9.3%) compared to CC. In
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addition, B improved shoot accumulation of P, K, Fe, B, and Cu compared to CC, and
Bv+1/3 MAP increased the uptake of K, N, Ca, P, Fe, Mn, B, and Cu compared to CC.
Multivariate analysis showed similar behavior between Bv, Bv+2/3 MAP, and Bv+3/3
MAP and between Bv+1/3 MAP and CC. The main variables influencing the shoot P
accumulation were the soil S, P, and Ca contents, shoot and root Fe and Mn contents,
root volume, S and Mg use efficiency, Mn and Fe accumulation and uptake, and RBS,
with emphasis on B. velezensis without MAP fertilization (Bv). There was a negative
correlation between leaf nutrient contents and P accumulation and a positive
correlation between P accumulation and nutrient contents in sheaths, roots, and stems,
nutrient use efficiency, nutrient accumulation and uptake, and microbiological
indicators. Therefore, the results showed that B. velezensis UFV 3918, associated with
reduced doses of phosphate, increased the microbial and enzymatic activity of the soil,
reflecting in the nutrition of sugarcane, with improvement in the accumulation and

uptake of nutrients.

Keywords: Saccharum spp. - Phosphate solubilizing bacteria - Macronutrients -
Micronutrients - Phosphate fertilization - Microbiological indicators

2.1 Introducao

A cana-de-acucar € uma cultura importante internacionalmente para a producéo de
energia renovavel, sendo plantada em uma é&rea global de aproximadamente 24,3
milhdes de hectares (OECD-FAO 2022). O Brasil € o maior produtor mundial de cana-
de-acucar e na safra de 2021/2022 produziu 585,2 milh6es de toneladas em 8,31
milhdes de hectares de terras cultivadas (Conab 2022).

O uso de fertilizantes quimicos sintéticos tem aumentado, visando otimizar o
crescimento e a produtividade das culturas, entretanto a absorg&o de nutrientes pelas
plantas, a eficiéncia do uso de nutrientes (EUNu) e a produtividade das culturas nao
tém aumentado simultaneamente (Adnan et al. 2020; Seleiman et al. 2020). Em geral,
os fertilizantes minerais utilizados na agricultura apresentam baixa eficiéncia (Guo et
al. 2018). Estima-se que a eficiéncia do uso do fésforo (P) varia de 18 a 20% e essa
estimativa permaneceu constante nas Ultimas décadas (Subramanian et al. 2015;
Preetha e Balakrishnan 2017), o que evidencia que mais da metade dos fertilizantes

fosfatados aplicados em campo sdo perdidos por imobilizagéo.
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O P no solo é afetado pela fixacdo, principalmente pela ligacdo aos 6xidos de
ferro (Fe) e aluminio (Al), que é intensificada em solos acidos das regifes tropicais,
reduzindo a utilizacdo de P pelas plantas (Caione et al. 2015; Borges et al. 2018;
Asomaning 2020; Hanyabui et al. 2020). A baixa eficiéncia do uso do P implica no uso
intensivo de fertilizantes fosfatados sintéticos para aumentar a producao agricola (Guo
et al. 2018).

Normalmente, os solos utilizados para o cultivo de cana-de-acucar tém alta
capacidade de fixacao de P, devido ao elevado numero de cortes e dificuldade de
incorporacao do fertilizante em cana-soca e, portanto, a aplicacdo de grandes
guantidades de fertilizantes fosfatados solUveis é necesséaria para auxiliar no
fornecimento dos niveis adequados de P que permitem um rendimento adequado da
cultura (Roy et al., 2016). Entretanto, a longo prazo, o uso intensivo destes fertilizantes
pode resultar em riscos ambientais, como a degradagéo do solo (Seleiman et al. 2020;
Czymmek et al. 2021).

Além da problematica que envolve os solos brasileiros, cerca de 75% dos
fertilizantes minerais fosfatados utilizados na agricultura brasileira sdo importados
(Colussi et al. 2022). Isso promove uma preocupacao global com os custos e a energia
envolvidos na mineracdo do fosfato e seu transporte das fabricas as lavouras, visto
gue trata-se de um recurso finito e de uma atividade que ndo é economicamente viavel
nem ecologicamente correta. Observa-se como restricbes a emissao de fluor como
gas fluoreto de hidrogénio, o descarte de gesso e a acumulacdo de cadmio e outros
metais pesados no solo e, possivelmente, nas colheitas, resultante do uso repetitivo
desses fertilizantes (Sharma et al. 2013a; Meng et al. 2019).

Uma estratégia sustentavel para o aumento da disponibilidade de P (Alori et al.
2017; Billah et al. 2019; Shukla 2019; Rosa et al. 2020, 2022) e melhoria da eficiéncia
do uso do P no sistema solo-planta (Meena et al. 2015; Kumar et al. 2017) é o uso de
bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP). BSP s&o microrganismos capazes de
solubilizar e mineralizar fontes inorganicas e organicas de P (Shen et al. 2016). Dentre
as principais formas de acdo desses microrganismos estdo a producao de acidos
organicos, sideréforos, protons e CO:2 (Buch et al. 2010; Richardson et al. 2011;
Bhattacharyya e Jha 2012; Kumar e Rai 2015; Alori et al. 2017) e a a¢ao de enzimas,
como fosfatases, fitases e fosfonatases (Richardson e Simpson 2011; Behera et al.
2013; Sharma et al. 2013a; Kumar 2016).
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Bactérias do género Bacillus sdo exemplos de microrganismos abundantes na
rizosfera e promissores como solubilizadores de fosfato (Saeid et al. 2018). O uso
destes microrganismos favorece uma agricultura sustentavel, pois contribui para a
melhoria da saude do solo e um solo saudavel beneficia o ecossistema através da
manutencdo da qualidade da agua e da produtividade das plantas e do controle da
ciclagem de nutrientes do solo (Tahat et al. 2020; Santos et al. 2022).

Além da possibilidade de aumento da disponibilidade de P, as culturas podem
se beneficiar das BSP quando a atividade microbiana estimula o crescimento
radicular. Em associa¢cdo com as raizes, os microrganismos da rizosfera sao capazes
de modular o sistema radicular da planta através de diferentes mecanismos, a fim de
estimular a capacidade de absorcéo das raizes, beneficiando a absorcéo de nutrientes
em condi¢des limitantes (Hussain et al. 2019; Emami et al. 2019).

A atividade das comunidades microbianas no solo pode ser avaliada para
entender os mecanismos de acdo das bactérias na solubilizacdo do P. Essas
avaliacdes podem ser realizadas por meio de indicadores microbioldgicos, atividade
de enzimas ligadas a ciclos biogeoquimicos dos nutrientes e atividade de enzimas do
metabolismo intracelular das bactérias (Sobucki et al. 2021).

Diante do contexto apresentado, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito
do uso de Bacillus velezensis UFV 3918 combinado ou ndo com doses de fosfato
monoamonico (MAP) na disponibilidade de P e outros nutrientes no solo, na nutricdo
e variaveis radiculares da cana-de-acgulcar e nas propriedades microbiolégicas do solo,
180 dias apos o plantio (DAP).

Nesse sentido, a hipotese desta pesquisa é que a inoculacdo de Bacillus
velezensis UFV 3918 nos minitoletes aumenta o fésforo disponivel no solo, favorece
a absorcao de nutrientes pelas raizes e, consequentemente, a nutricdo da cana-de-
acucar, e melhora as propriedades microbiolégicas do solo, mesmo com doses
reduzidas de MAP.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Condigdes de cultivo e material vegetal

O experimento foi conduzido entre novembro de 2021 e maio de 2022 em uma
instalacédo denominada ambiente protegido, localizada no Departamento de Produgéo
Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, em Botucatu, SP, Brasil
(22°51'01”S, 48°25'55”0 e 786 m acima do nivel do mar).
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O ambiente protegido € constituido por uma estrutura de ago galvanizado e teto
contendo arcos também em aco galvanizado, com pé direito de 3,6 m nas laterais e
4,8 m ao centro, em uma area total de 48 m2. As laterais sdo fechadas com tela de
polietileno anti-afideos de 2 mm de didmetro e 14% de nivel de sombra e a cobertura
€ composta por plastico transparente de 150 ym.

A solarizacao foi utilizada como método de desinfestacdo do solo para o controle
de patdgenos (Patricio et al. 2005), com o objetivo de evitar efeitos de outros
microrganismos sobre a brotagdo e crescimento das plantas e na solubilizacdo do
fosfato que ndo fossem oriundos da acéo da cepa utilizada. O solo foi classificado
como Latossolo Vermelho distréfico (Santos et al. 2018) e a analise granulométrica
mostrou 68,2% de areia, 25,7% de argila e 6,1% de silte, caracterizando um solo de
textura média.

A variedade RB966928 foi utilizada por ser a mais cultivada na regido canavieira
do Brasil, correspondendo a 17,7% da area cultivada em S&o Paulo (Braga Junior et
al. 2021). As plantas foram cultivadas sob irrigacéo total (100% da capacidade do
vaso), atraves de irrigacdo com gotejadores (Netafim, PCJ-CNL 4 L/h, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil), controlando-se a vazao com registros.

2.2.2 Descricéao, obtencéo e procedéncia do produto

O produto comercial utilizado contém 7 g L do ingrediente ativo Bacillus velezensis
UFV 3918, com um minimo de 1,0x108 unidades formadoras de col6nia (UFC) mL™?,
com dosagem recomendada de 2 L ha! para a cana-de-acUcar. O produto a base da

cepa UFV 3918 foi obtido da Vittia, com sede em Sao Joaquim da Barra, SP, Brasil.

2.2.3 Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por seis
tratamentos [Testemunha absoluta (TA) — sem MAP; Testemunha comercial (TC) —
dose recomendada de MAP (3/3 MAP); Bacillus velezensis UFV 3918 (Bv); Bv+1/3
MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP)] e quatro repeticoes.

Cada parcela foi composta por vasos de 50 L contendo 45 dm?® de solo,
corrigidos com base na analise quimica de acordo com Vitti et al. (2015) e seguindo
as doses de adubacéo fosfatada com MAP (60% P soltuvel em citrato neutro de aménio
e 12% N) exigidas pelos tratamentos (Tabela 1). Para cana-de-acucar, é

recomendado utilizar 30 a 60 kg de N ha?' em cobertura antes da formacédo dos
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colmos, com doses maiores em solos mais argilosos (Santos et al. 2018). Assim, a
adubacéo de cobertura com ureia foi realizada na quantidade de 1,5 g vaso™ (30 kg
N ha™l).

O plantio foi realizado no dia 12 de novembro de 2021. Os fertilizantes foram
adicionados ao solo no momento do plantio. Para a inoculagdo da bactéria, uma
solucdo composta por 75 mL de agua em pH 7,0 e 2 mL do produto comercial
contendo um isolado de B. velezensis UFV 3918 (108 UFC mL-?) foi aplicada por vaso.
As gemas foram posicionadas a 2 cm de profundidade, sendo que cada gema dos
tratamentos contendo bactérias recebeu 15,4 mL dessa solucdo, enquanto as gemas

dos demais tratamentos receberam 15,4 mL de agua.

2.2.4 Variaveis radiculares
Apos a colheita, as raizes foram lavadas em agua corrente e o sistema radicular (SR)
foi amostrado. O SR foi picotado e homogeneizado e, em seguida, retirou-se uma
amostra uniforme contendo porcdes das partes superficial, central, lateral e final do
SR. O restante do SR foi acondicionado em sacos de papel, mantido em estufa de
circulacdo forcada de ar a 65 °C até atingir massa constante e, em seguida, pesado
em balanca de precisédo de 0,01 g (Balmak, ELC-6/15/30, Santa Barbara d’Oeste, SP,
Brasil) para obter a biomassa radicular (BR).

As amostras de raizes foram acondicionadas em recipientes contendo alcool
70% (v/v) e estes foram armazenados em ambiente refrigerado. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a leitura em um scanner 6ptico com resolucéo de 250 dpi,
e as imagens obtidas foram analisadas com o programa WinRhizo para determinar o
comprimento radicular (CR) (m), o volume radicular (VR) (cm?) e o diametro médio
das raizes (DR) (mm) (Tennant 1975). Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa de circulagao forcada de ar a

65 °C por 48 h para a determinacdo da massa de matéria seca.

2.2.5 Amostragem e analise quimica do solo
As amostras de solo foram coletadas em uma profundidade de 0—0,15 m em maio de
2022. Em seguida, o solo amostrado foi seco em estufa de circulagao forcada de ar a

40 °C por 96 h e passado em peneira granulométrica de 2 mm.
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Tabela 1 Andlise quimica inicial do solo e doses dos fertilizantes adicionados no plantio.

pH MO ARt H+Al K Ca Mg SB CTC Presina S Cu Fe Mn  Zn B
V%

CaClz gdm™ mmolc dm™3 mg dm™3

6,0 40,1 o7 208 06 752 24 1022 1230 830 61,8 341 03 227 0,7 12 0,2

Adubacéo de plantio

Dose N P K

Dose recomendada de 36,12 kg ureia ha ' (0,813 g 125 kg MAP ha™' (2,8 g MAP 250 kg KCl ha™" (5,635 g KClI
MAP ureia vaso™) vaso™) vaso™)

2/3 da dose recomendada 46,3 kg ureia ha™' (1,04 gureia 83,33 kg MAP ha™' (1,878 g 250 kg KCl ha™' (5,635 g KClI
de MAP vaso™) MAP vaso™) vaso™)

1/3 da dose recomendada 56,47 kg ureia ha™ (1,272 g 41,7 kg MAP ha™' (0,939 ¢ 250 kg KCl ha™' (5,635 g KClI
de MAP ureia vaso™) MAP vaso™) vaso™)

66,6 kg ureia ha™' (1,5 g ureia 250 kg KCl ha™" (5,635 g KCI

Sem MAP » »
vaso™ ') vaso™')

MO (matéria organica); SB (soma de bases); V% (saturacao por bases); CTC (capacidade de troca catidnica).
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A matéria organica (MO) foi determinada de acordo com a metodologia de Walkley e
Black (1934). A analise das concentracdes de potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), enxofre (S), fésforo (P), ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn) e cobre (Cu) foi
realizada de acordo com a metodologia de van Raijj et al. (2001).

Os macronutrientes foram extraidos por resina de troca idnica, sendo K, Ca e
Mg determinados por espectrofotometria de absorcdo atdbmica (EAA) e S e P pelo
método colorimétrico. E os micronutrientes foram extraidos com uma solucdo
contendo &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA) (0,005 M, pH 7,3); trietanolamina
(TEA) (0,12 M) e CaCl2 (0,01 M) e determinados por EAA (van Raij et al. 2001).

2.2.6 Amostragem, andlise quimica e variaveis nutricionais do tecido vegetal

A diagnose nutricional consiste na determinagéo do teor de nutrientes em amostras
de folhas diagnésticas, como a folha +1 (Malavolta et al. 1997; McCray e Mylavarapu
2010). Em cana-de-acucar, a folha +1 é caracterizada como a primeira folha com a
ligula totalmente aberta, também conhecida como folha TVD (top visible dewlap) (van
Raij et al. 1997).

Aos 180 DAP, foram coletadas por¢cdes medianas das folhas +1, descartando-
se a nervura central, bainhas das folhas +1, por¢cdes medianas dos colmos principais
e amostras uniformes dos sistemas radiculares. O material amostrado foi levado para
uma estufa de circulacéo forcada a 60 °C até atingir um peso constante e, em seguida,
foi triturado em moinho tipo Willey.

O nitrogénio (N) foliar foi extraido por digestado sulfurica e determinado pelo
método de Kjeldahl, enquanto a extracdo de K, Ca, Mg, S, P, Fe, Zn, Mn, B e Cu
ocorreu por digestao nitropercldrica (AOAC 2016). K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn e Cu foram
determinados por EAA e S, P e B pelo método colorimétrico.

A eficiéncia do uso de nutrientes foi calculada pelo indice proposto por Siddiqi
e Glass (1981), definido pela férmula 1:

EUNu = W/C, onde C = Q/W (1)
onde EUNu é a eficiéncia do uso de nutrientes [mg de matéria seca (MS) mg™ de
nutriente]; W é a biomassa da parte aérea (mg); C € a concentragéo do nutriente no
tecido (mg planta™) e Q é a quantidade do nutriente na biomassa (mg).

A eficiéncia de adaptacdo a disponibilidade de fosforo foi determinada pela
formula 2 (Sant’Ana et al. 2003; Fageria 2007):

EADP = BR/BPA 2)



104

onde EADP é a eficiéncia de adaptacao a disponibilidade de fosforo; BR € a biomassa
radicular (g) e BPA é a biomassa da parte aérea (g).
O acumulo de nutrientes foi calculado pela formula 3:

Ac = BPA x CN (3)
onde Ac é o acimulo de nutrientes (g ou mg planta™); BPA é a biomassa da parte
aérea (g) e CN é a concentracdo de nutrientes (g ou mg kg™).

A absorc¢ao de nutrientes por comprimento radicular foi calculada pela férmula

4, proposta por Rosolem et al. (1994):
ANuCR = (BPA x CN)/CR (4)
onde ANUCR é a absorcao de nutrientes por comprimento radicular (g ou mg m= raiz);
BPA é a biomassa da parte aérea (g); CN é a concentragdo de nutrientes (g ou mg

kg™) e CR é o comprimento radicular (m).

2.2.7 Indicadores microbiolégicos do solo

As amostras de solo para as variaveis microbioldgicas foram coletadas em uma
profundidade de 0-0,10 m logo apés a colheita da cana-de-agUcar e armazenadas em
freezer a —10 °C até a analise.

A respiracdo basal do solo (RBS) foi medida pela quantificagdo do C—CO:2
liberado apos a incubacgao estatica de 50 g de solo em vidros herméticos a 25 °C
(BOD) (Silva et al. 2007). O C-CO: foi analisado aos 3, 7, 14 e 21 dias apo6s a
instalacéo de recipientes contendo 10 mL de solucdo de NaOH (1 mol L™), seguido
de titulacdo com HCI apés a adicdo de Ba(OH)2 para precipitacao dos carbonatos. O
C—CO:2 liberado foi expresso em pg C—CO2g* de solo seco acumulado em 21 dias e
em pg C—-CO2 g™t de solo seco por dia.

O carbono (CBM) e o nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) foram
determinados pelo método de irradiacao-extracdo (Vance et al. 1987; Ferreira et al.
1999). Para o CBM, K2S04 (0,5 mol L, pH 6,8) foi utilizado como agente extrator. O
carbono organico (C) dos extratos foi estimado pela oxidacdo com K2Cr207. A
diferenca na concentracdo de C entre amostras irradiadas e nao irradiadas dos
extratos foi expressa como CBM pela multiplicacdo de um fator de conversao (Kc) de
0,33 (Ferreira et al. 1999). Os resultados foram expressos em pg C g™ de solo.

A extracdo de N foi realizada com 60 mL de K2SO4 (0,5 mol L™, pH 6,8) em
agitador com movimento circular horizontal (Quimis Inc., Q225M22, Diadema, SP,

Brasil) a 150 rpm por 40 min. Apds a decantacéo, aliquotas de 20 mL foram retiradas
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e transferidas para tubos de vidro, seguido da adicdo de 3 mL de H2SO4 concentrado
e 1 g de catalisador (mistura de K2SO4, CuSO4 e selénio em p6 na proporgédo de
1:0,1:0,01). A digestédo foi realizada a 160 °C por 2 h, seguido de elevacdo da
temperatura para 350 °C por 1 h. A destilag&o foi realizada com 20 mL de NaOH (400
g L™) e o destilado foi coletado em um tubo falcon de 50 mL contendo 10 mL de H3zBOs
(20 g L™). Em sequida, foram adicionados 15 mL de verde de bromocresol 0,1% em
meio alcodlico (v/v), 6 mL de vermelho de metila 0,1% em meio alcodlico (m/v) e trés
gotas de hidréxido de sédio (0,1 N), seguido de titulagdo com H2SO4 (0,0025 mol L™2).
A diferenga na concentragéo de N entre as amostras irradiadas e nao irradiadas dos
extratos foi expressa como NBM pela multiplicacdo de um fator (Kn) de 0,54 (Ferreira
et al. 1999). Os resultados foram expressos em pg N gt de solo.

A atividade enzimatica catalitica (intra e extracelular) foi estimada pela hidrélise
do diacetato de fluoresceina (FDA), conforme proposto por Green et al. (2006). A
atividade do FDA foi determinada pela adicao de 1 g de solo, 5 mL de tampao fosfato
de potassio (pH 7,6) e 0,2 mL do substrato (diacetato de fluoresceina) em tubos falcon
de 50 mL. As amostras foram incubadas a 30 °C por 1 h. Em seguida, a fluoresceina
foi extraida com 25 mL de solugéo de cloroférmio-metanol (2:1). Uma aliquota de 2
mL do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5000xg por 10 min. O produto
formado foi a fluoresceina sédica e a quantificacdo das amostras foi realizada em uma
curva padrdao. A absorbancia foi analisada em espectrofotdmetro (ThermoFisher
Scientific, BioMate ™3, Waltham, MA, EUA) a 490 nm e os resultados foram expressos
em pg FDA g solo seco h™2.

A enzima desidrogenase (DHA) foi determinada de acordo com a metodologia
de Mersi e Schinner (1991). Em um tubo falcon de 50 mL contendo 1 g de solo, foram
adicionados 1,5 mL de tampao tris(hidroximetil)-aminometano (1 mol L™, pH 7,5) e 2
mL de substrato INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil- 5-feniltetrazélio, 4,4 mmol L™). Em
seguida, as amostras foram agitadas e incubadas a 40 °C por 5 h. O produto da
atividade enzimatica (INTF, iodo-nitrofenilformazan) foi extraido pela adicdo de 10 mL
de solucéo de etanol-dimetilformamida (1:1) e as amostras foram mantidas no escuro
por 20 min. Uma aliquota de 2 mL do sobrenadante foi coletada e centrifugada a
5000xg por 10 min. A absorbancia foi analisada em espectrofotometro (ThermoFisher
Scientific, Bio-Mate™3, Waltham, MA, EUA) a 490 nm e os resultados foram

expressos em ug INTF g™t solo h™.
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A atividade da urease foi determinada de acordo com a metodologia de
Kandeler e Gerber (1988). Em um tubo falcon de 50 mL contendo 1 g de solo, foram
adicionados 4 mL de tampao citrato (pH 6,7) e 1 mL de solucéo de ureia a 10% (m/v)
como substrato. As amostras foram incubadas a 37 °C por 2 h. Uma aliquota de 2 mL
do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5000xg por 10 min. O produto formado
foi 0 N-NHa4 liberado, determinado em espectrofotometro (ThermoFisher Scientific,
BioMate™3, Waltham, MA, EUA) a 600 nm pelo kit comercial Urea 500® (Doles Inc.,
Goiania, GO, Brasil). Os resultados foram expressos em pg N-NH4 g™t de solo seco
h™L.

A atividade extracelular da enzima B-glicosidase foi determinada de acordo com
Eivazi e Tabatabai (1988). A B-glicosidase foi medida apés a incubacao de 1 g de solo
com 1 mL do substrato PNFG (p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido, 4,2 mmol L™) e 4 mL
de tampéo universal modificado (TUM, pH 6,0) a 37°C por 1 h. Em seguida, foram
adicionados 1 mL de CaClz (1 mol L™) e 4 mL de NaOH (1 mol L™). Uma aliquota de
2 mL do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 5.000xg por 10 min. O produto da
reacao (p-nitrofenil-PNF) foi determinado em espectrofotdmetro (ThermoFisher
Scientific, BioMate ™3, Waltham, MA, EUA) a 410 nm. Os resultados foram expressos
em pg PNF g solo seco h™2.

A atividade da arilsulfatase foi realizada da mesma forma que a B-glicosidase,
substituindo o substrato sintético por p-nitrofenilsulfato (0,05 mol L™%) em tampéo
acetato de so6dio (pH 5,8). Os resultados foram expressos em pg PNF g~ solo seco
h™L.

A atividade da fosfatase acida foi avaliada pela liberagcdo de PNF a partir do
substrato sintético p-nitrofenil fosfato (2,4 mmol L™), utilizando o TUM (pH 6,0),
conforme descrito por Tabatabai e Bremner (1969). Em um tubo falcon de 50 mL,
foram adicionados 1 g de solo, 4 mL de TUM e 1 mL de substrato. As amostras foram
incubadas a 37 °C por 1 h. Apds, foram adicionados 1 mL de CaCl2 (1 mol L™%) e 4 mL
de NaOH (1 mol L™), seguido de agitacdo manual. Uma aliquota de 2 mL do
sobrenadante foi centrifugada a 5000xg por 10 min. O PNF liberado foi determinado
em espectrofotbmetro (ThermoFisher Scientific, BioMate ™3, Waltham, MA, EUA) a

405 nm. Os resultados foram expressos em pug PNF g™ solo seco h™.
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2.2.8 Anédlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade (Levene) e, apds atenderem os pressupostos, foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) com o teste F, com posterior comparacao das médias
pelo teste de Tukey (p<0,05) por meio do software estatistico AgroEstat (AgroEstat,
versao 2015, Jaboticabal, SP, Brasil). Adicionalmente, os dados foram submetidos a
ajuste de regressao considerando as doses de MAP associadas a B. velezensis (Bv,
Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP), através do software estatistico Minitab
(Minitab®, versao 19, State College, PA, EUA).

Em seguida, as variaveis foram divididas em 10 grupos. O grupo denominado
“variaveis radiculares” foi composto pelo CR, VR, DR e BR; o grupo “quimica do solo”
pelos teores de MO, K, Ca, Mg, S, P, Fe, Zn, Mn e Cu; os grupos denominados “teores
de nutrientes nas folhas, bainhas, raizes e colmos” foram compostos pelos teores de
K, N, Ca, Mg, S, P, Fe, Zn, Mn, B e Cu; o grupo “eficiéncia do uso de nutrientes” pela
EUNu e pela EADP; o grupo “acumulo de nutriente” pelo acumulo de K, N, Ca, Mg, S,
Fe, Zn, Mn, B e Cu na parte aérea; o grupo “absorgéo de nutrientes por comprimento
radicular’ pela absor¢édo de K, N, Ca, Mg, S, P, Fe, Zn, Mn, B e Cu; e o grupo
“‘indicadores microbiolégicos” por RBS, CBM, NBM, FDA, DHA, urease, arilsulfatase,
B-glicosidase e fosfatase acida.

A andlise de componentes principais (PCA) (Hair et al. 2009) foi aplicada em
cada grupo de variaveis por meio do algoritmo de minimos quadrados parciais
iterativos ndo lineares (NIPALS). E para cada conjunto de variaveis buscou-se o
menor numero possivel de componentes que explicassem pelo menos 70% da
variabilidade total.

Os escores dos 10 grupos de variaveis foram entdo comparados com 0s
escores de “P acumulado na parte aérea” e plotados em graficos de dispersao,
considerando a média de cada tratamento. A partir dos escores das componentes
principais selecionadas de cada grupo de variaveis, foi avaliada a associacao de cada
componente no acumulo de P da parte aérea das plantas de cana-de-agucar por meio

do coeficiente de correlagao linear de Pearson (p<0,01).
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2.3 Resultados

2.3.1 Variaveis radiculares

Os tratamentos sem adubacdo fosfatada (TA e Bv) resultaram nos melhores
desempenhos para as variaveis radiculares (Tabela 2). Com relagdo ao comprimento
radicular (CR), Bv proporcionou incrementos de 5,8%, 26,7% e 38,7% em relacdo a
TA, TC e aos demais tratamentos inoculados com B. velezensis, respectivamente.
Considerando Bv + doses de MAP (0,89*), houve reducao do CR com o aumento das
doses de MAP.

O maior VR foi verificado em Bv, representando aumentos de 30,5%, 18,7%,
17,2% e 32,8% em relacdo a TC, Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP,
respectivamente (Tabela 2). Bv + doses de MAP reduziu o VR, a medida que houve
aumento das doses de MAP (0,85*). Nao houve diferenca entre os tratamentos
inoculados com B. velezensis para o DR, mas Bv+1/3 MAP proporcionou DR 6,7%
superior ao verificado na TC (Tabela 2). E ndo houve ajuste de Bv + doses de MAP
para o DR.

Quanto a BR, os maiores valores foram verificados em TA e Bv. Bv
proporcionou BR 22,2%, 21,1%, 25,3% e 32,1% superior a verificada na TC, Bv+1/3
MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP, respectivamente (Tabela 2). Assim como verificado
nas outras variaveis, considerando Bv + doses de MAP, a BR foi reduzida a medida

houve aumento das doses de MAP (0,88*).

2.3.2 Quimica do solo
N&o houve diferenca entre os tratamentos inoculados com B. velezensis e a TC para
o teor de MO no solo (Fig. 1A). De modo geral, a TC proporcionou 0s maiores teores
de K (Fig. 1B), S (Fig. 1E) e Zn (Fig. 1H) no solo, representando aumentos médios de
54,2%, 61,5% e 39,9%, respectivamente, em relacdo aos tratamentos inoculados.
Considerando Bv + doses de MAP, ndo houve ajuste de regressao para os dados de
MO, K e Zn. Entretanto, houve reducédo do teor de S de 0 a 66% da dose de MAP,
seguido de aumento ténue com 100% da dose de MAP (0,88*) (Fig. 1E).
Independente da dose de MAP, ndo houve diferenga entre os tratamentos
inoculados e a TC para os teores de Ca (Fig. 1C). Embora néo tenha se diferido de
Bv e Bv+3/3 MAP, a TC proporcionou um incremento médio de 14,5% no teor de Mg
guando comparada aos tratamentos Bv+1/3 e 2/3 MAP (Fig. 1D). Nao houve ajuste
dos teores de Ca e Mg para Bv + doses de MAP (Fig. 1C-D).
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Tabela 2 Comprimento radicular (CR), volume radicular (VR), diametro médio de raizes (DR) e biomassa radicular (BR) da cana-de-
acucar 180 dias ap0s o plantio, sob tratamentos com e sem inoculacdo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato

monoamonico (MAP)

Tratamentos Comprimento (m) Volume (cm?) Diametro médio (mm) Biomassa radicular (g)
TA 3.815,31b 358,10 a 0,354 b 147,86 a
TC 3.187,08 ¢ 276,23 c 0,360 b 127,06 b
Bv 4.038,17 a 360,53 a 0,363 ab 155,33 a
Bv+1/3 MAP 2.845,82d 303,60 b 0,384 a 128,30 b
Bv+2/3 MAP 2.916,60d 307,62 b 0,366 ab 126,36 bc
Bv+3/3 MAP 2.970,65d 271,55¢c 0,360 ab 117,54 c
CV (%) 5,02 6,89 4,91 8,12
Regress&o Y =0,2806 x?> —37,45x + 3.972 Y =4,759x107% x? — 1,266X + 355,4 Y =ns. Y =4,130x1073x? — 0,7529% + 153,7

(R?=0,89) (R?=0,85) (R% =0,88)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As equacdes de regressado e o R? referem-se a associacdo

entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha comercial.
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Fig. 1 Teores de matéria organica (MO) (A), potassio (K) (B), célcio (Ca) (C), magnésio
(Mg) (D), enxofre (S) (E), fésforo (P) (F), ferro (Fe) (G), zinco (Zn) (H), manganés (Mn)
() e cobre (Cu) (J) no solo apés 180 dias de cultivo com cana-de-agUcar, sob

Cugmg dri™y

tratamentos com e sem inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato
monoam®onico (MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4). As equacdes de regressao e o R? referem-
se 4 associagdo entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP ao nivel de significAncia de 5% (*). TA:
testemunha absoluta; TC: testemunha comercial.

Em relagdo ao P, os maiores teores foram verificados nos tratamentos

inoculados, sendo que Bv e Bv+1/3 MAP proporcionaram aumento médio de 22,0%
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no teor de P em relacdo a TC (Fig. 1F). Considerando Bv + doses de MAP, houve
reducéo do teor de P de 0 a 66% da dose de MAP, seguido de aumento no teor deste
nutriente com 100% da dose de MAP (0,70%) (Fig. 1F).

N&o houve diferenga entre os tratamentos para os teores de Fe (Fig. 1G) e Mn
(Fig. 11). E quanto ao Cu, o maior teor foi verificado na TA, que diferiu apenas de
Bv+3/3 MAP, que teve o menor teor de Cu (Fig. 1J). TA proporcionou um aumento de
28,3% no teor de Cu em relacéo a Bv+3/3 MAP. E n&do houve ajuste dos teores de Cu

para Bv + doses de MAP.

2.3.3 Variaveis nutricionais do tecido vegetal

Em relacéo aos teores de nutrientes, nao foi verificado ajuste de Bv + doses de MAP
para nenhum dos macronutrientes nas particbes analisadas e, de modo geral, os
menores teores de macronutrientes foram observados na TA (Fig. 2).

N&ao houve diferenca entre os tratamentos para o teor de K foliar (Fig. 2A),
assim como nao houve diferenca entre os tratamentos inoculados com B. velezensis
e a TC para o teor de K nas raizes. Entretanto, Bv+1/3, 2/3 e 3/3 MAP proporcionaram
aumentos de 10,4%, 11,5% e 12,9%, respectivamente, no teor de K nas bainhas em
relacdo & TC. Vale ressaltar que os teores de K nas bainhas foram superiores aos
verificado nas folhas para todos os tratamentos. E Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP
incrementaram o teor de K nos colmos em 18,0%, 11,4% e 13,0%, respectivamente,
em relagcdo a TC (Fig. 2A).

N&o houve diferenca entre os tratamentos para o teor de N foliar (Fig. 2B). TC
apresentou teor de N nas bainhas, em média, 22,0% superior aos verificados nos
tratamentos inoculados com B. velezensis. E os maiores teores de N nas raizes e
colmos foram verificados em Bv+1/3 MAP, representando aumentos de 30,6% e
30,5%, respectivamente, em relacdo a TC (Fig. 2B).

N&o houve diferenga entre os tratamentos para os teores de Ca nas folhas,
bainhas e colmos (Fig. 2C). E o teor de Ca nas raizes foi semelhante entre a TC e 0s
tratamentos inoculados (Fig. 2C). Quanto ao Mg, ndo houve diferenca entre os
tratamentos inoculados e a TC para os teores nas folhas e nos colmos (Fig. 4D).
Entretanto, TC apresentou teor de Mg nas bainhas, em média, 13,9% superior aos
verificados nos tratamentos inoculados. E o maior teor de Mg nas raizes foi verificado
em Bv, que proporcionou aumentos de 21,0%, 12,7% e 17,5%, respectivamente, em
relagéo a TC, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP (Fig. 2D).
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N&o houve diferenca entre os tratamentos para os teores de S nas bainhas e
nos colmos e os teores de S foliar foram semelhantes entre os tratamentos inoculados
e a TC. Além disso, de modo semelhante ao K, os teores de S nas bainhas foram
superiores aos verificados nas folhas em todos os tratamentos (Fig. 2E). Ja para as

raizes, Bv ndo diferiu da TC em relacdo ao teor de S, mas proporcionou um aumento

meédio de 9,9% quando comparado aos demais tratamentos inoculados (Fig. 2E).
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Fig. 2 Teores de potéssio (K) (A), nitrogénio (N) (B), calcio (Ca) (C), magnésio (Mg)
(D), enxofre (S) (E), fosforo (P) (F) nas folhas, bainhas, raizes e colmos da cana-de-
acucar ap6s 180 dias de cultivo, sob tratamentos com e sem inoculacdo de B.

velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamaonico (MAP).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha

comercial.
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Quanto ao P, Bv incrementou o teor foliar em 10,0% em relacédo a TC, mas nao
diferiu dos demais tratamentos inoculados (Fig. 2F). Ndo houve diferenca entre os
tratamentos para o teor de P nas bainhas. Bv e Bv+1/3 MAP apresentaram teor de P
nas raizes, em média, 10,1% superior ao verificado na TC. E Bv proporcionou
aumento de 11,5% no teor de P nos colmos em relacdo a TC (Fig. 2F).

Assim como verificado nos macronutrientes, 0s menores teores de
micronutrientes também foram encontrados na TA (Fig. 3). Bv e Bv+1/3 MAP
apresentaram teores de Fe nas folhas e bainhas semelhantes aos verificados na TC.
Entretanto, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram aumentos de 15,9% e 33,4%
no teor de Fe foliar, respectivamente, em relacdo a TC, assim como proporcionaram
um aumento médio de 15,9% no teor de Fe nas bainhas em relacdo a TC (Fig. 3A).
Quanto as raizes, Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram incremento médio
de 9,5% no teor de Fe quando comparados a TC. E Bv+2/3 MAP aumentou teor de
Fe nos colmos em 11,5% em relacdo a TC (Fig. 3A).

Em relacéo ao Fe, foi verificada resposta diferente dos demais nutrientes, pois
0S seus teores nas particdes da planta decresceram na seguinte ordem: raizes >
colmos > folhas = bainhas (Fig. 3A). Isso pode ter ocorrido em fung&o dos altos teores
de Fe normalmente encontrados nos Latossolos vermelhos (Santos et al. 2018),
contribuindo para a concentracdo deste nutriente nas raizes. Considerando Bv +
doses de MAP, a medida que houve aumento das doses de MAP, houve aumento do
teor de Fe foliar (0,86*); enquanto nas bainhas (0,83*) e raizes (0,73*), houve reducéo
do teor de Fe de 0 a 33% da dose de MAP, seguido de aumento nesses teores sob
doses maiores (66% e 100% de MAP) (Tabela S1).

Em TC foram verificados teores de Zn foliar 22,8%, 40,0%, 50,1% e 62,9%
superiores aos verificados em Bv, Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP,
respectivamente (Fig. 3B). De modo geral, os maiores teores de Zn nas raizes foram
verificados nos tratamentos inoculados com B. velezensis, sendo que Bv+3/3 MAP
apresentou teor de Zn nas raizes 41,6% superior ao verificado na TC. Quanto aos
colmos, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP resultaram em teor de Zn, em média, 15,1%
superior ao verificado na TC (Fig. 3B).

Considerando Bv + doses de MAP, a medida que houve aumento das doses de
MAP, houve reducéo do teor de Zn nas folhas (0,88*); nas bainhas (0,81*) houve

tendéncia de aumento dos teores com até 66% da dose de MAP, seguido de reducéo
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guando 100% de MAP foi aplicado; e nos colmos (0,70*), houve aumento do teor de

Zn, a medida que as doses de MAP aumentaram (Tabela S1).
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Fig. 3 Teores de ferro (Fe) (A), zinco (Zn) (B), manganés (Mn) (C), boro (B) (D) e cobre
(Cu) (E) nas folhas, bainhas, raizes e colmos da cana-de-acUcar apos 180 dias de
cultivo, sob tratamentos com e sem inoculacdo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e

doses de fosfato monoaménico (MAP).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdao da média (n = 4). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha

comercial.
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Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram aumento médio de 10,2% no
teor de Mn foliar quando comparados a TC (Fig. 3C). Dentre os tratamentos
inoculados com B. velezensis, apenas Bv+3/3 MAP diferiu da TC para os teores de
Mn nas bainhas e nos colmos, conferindo aumentos de 7,9% e 17,4%,
respectivamente (Fig. 3C). TC, Bv e Bv+2/3 MAP resultaram em teores de Mn nas
raizes semelhantes entre si, mas, dentre os tratamentos inoculados, Bv teve o maior
teor de Mn nas raizes, representando incremento médio de 14,9% em relacdo aos
demais tratamentos inoculados (Fig. 3C).

Considerando Bv + doses de MAP, houve reducéo do teor de Mn nas folhas
(0,75%*) e nos colmos (0,70*) de 0 a 33% da dose de MAP, seguido de aumento nesses
teores sob doses maiores (66% e 100% de MAP) (Tabela S1).

N&o houve diferenca entre os tratamentos inoculados e a TC para o teor de B
foliar (Fig. 3D). Bv+1/3, 2/3 e 3/3 MAP proporcionaram aumentos de 6,5%, 11,2%,
16,0%, respectivamente, no teor de B nas bainhas em relacdo a TC e, 0S mesmos
tratamentos, proporcionaram aumentos de 7,7%, 8,8% e 11,3%, respectivamente, no
teor de B nas raizes em relacdo a TC. Dentre os tratamentos inoculados com B.
velezensis, apenas Bv+3/3 MAP diferiu da TC para o teor de B nos colmos, causando
aumento de 5,4% (Fig. 3D). A medida que B. velezensis foi associado a maiores doses
de MAP, ocorreu aumento dos teores de B nas bainhas (0,85*) e nas raizes (0,80%)
(Tabela S1).

Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram incrementos de 16,7%, 15,2%
e 27,7%, respectivamente, no teor de Cu foliar em relagcdo & TC e, os mesmos
tratamentos, proporcionaram aumentos de 22,3%, 17,2% e 24,1%, respectivamente,
no teor de B nas bainhas em relacdo a TC (Fig. 3E). De modo semelhante, Bv, Bv+2/3
MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram incrementos de 23,6%, 19,2% e 42,7%,
respectivamente, no teor de Cu nas raizes em relacdo a TC. Entretanto, ndo houve
diferenca entre os tratamentos para o teor de B nos colmos (Fig. 3E). Considerando
Bv + doses de MAP, houve tendéncia de reducao dos teores de Cu nas raizes entre
0 e 33% da dose de MAP, seguido de aumento nesses teores sob doses maiores
(66% e 100% de MAP) (Tabela S1).

Com relacdo a eficiéncia do uso de nutrientes (EUNu), ndo houve diferenca
entre os tratamentos para a EUK (Fig. 4A), EUS (Fig. 4E) e EUP (Fig. 4F). Nao houve
diferenca entre os tratamentos inoculados com B. velezensis para a EUN, mas Bv

proporcionou aumento de 12,9% na EUN em relacdo a TC (Fig. 4B). Embora nao
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tenha sido verificada diferenca estatistica, os tratamentos inoculados proporcionaram
incremento de 7,3% na EUCa quando comparados a TC (Fig. 4C). E quanto a EUMg,
Bv e Bv+1/3 MAP proporcionaram aumento médio de 14,5% em relacdo a TC (Fig.
4D).
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Fig. 4 Eficiéncia do uso do potassio (K) (A), nitrogénio (N) (B), calcio (Ca) (C),
magnésio (Mg) (D), enxofre (S) (E), fosforo (P) (F), ferro (Fe) (G), zinco (Zn) (H),
manganés (Mn) (1), boro (B) (J) e cobre (Cu) (K) da cana-de-acucar, sob tratamentos
com e sem inoculagcdo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato
monoamonico (MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrio da média (n = 4). As equacgdes de regresséo e o R? referem-
se a associacado entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA:

testemunha absoluta; TC: testemunha comercial.
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Bv e Bv+1/3 MAP foram equivalentes a TC para a EUFe, sendo que,
considerando Bv + doses de MAP (0,88*), a medida que houve aumento das doses
de MAP, verificou-se tendéncia de reducdo da EUFe (Fig. 4G). Bv e Bv+1/3 MAP
apresentaram EUZn, em média, 16,6% superior a verificada na TC (Fig. 4H). Quanto
a EUMn e a EUB, Bv e Bv+1/3 MAP apresentaram desempenhos similares a TC (Fig.
41-J). Considerando Bv + doses de MAP, a medida que houve aumento das doses de
MAP, houve tendéncia de reducdo da EUB (Fig. 4J). E, quanto a EUCu, a TC néo
diferiu de Bv+1/3 MAP, mas proporcionou um aumento médio de 17,4% na EUCu em
relacdo a Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP (Fig. 4K).

Quanto a EADP, TA e Bv, que tiveram os melhores desempenhos em relacao
as variaveis radiculares, proporcionaram aumento médio de 20,2% na EADP em
relacdo aos demais tratamentos (TC e Bv+1/3, 2/3 e 3/3 MAP) (Fig. 5).
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Fig. 5 Eficiéncia de adaptacdo a disponibilidade de fosforo (EADP) da cana-de-acUcar,
sob tratamentos com e sem inoculacédo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de

fosfato monoamaénico (MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdao da média (n = 4). TA: testemunha absoluta; TC: testemunha

comercial.

Em relagdo ao acumulo de nutrientes (AcNu) na parte aérea, de modo geral, a

TA resultou 0 menor desempenho para 0s macro e micronutrientes avaliados (Fig. 6).
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Bv e Bv+1/3 MAP proporcionaram aumento médio de 9,8% no AcK em relagdo a TC
(Fig. 6A). Nao houve diferenca entre os tratamentos inoculados com B. velezensis e
a TC para o AcN (Fig. 6B), AcCa (Fig. 6C), AcMg (Fig. 6D) e AcS (Fig. 6E).
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Fig. 6 Acumulo de potéassio (K) (A), nitrogénio (N) (B), calcio (Ca) (C), magnésio (Mg)
(D), enxofre (S) (E), fésforo (P) (F), ferro (Fe) (G), zinco (Zn) (H), manganés (Mn) (1),
boro (B) (J) e cobre (Cu) (K) na parte aérea da cana-de-acUcar, sob tratamentos com
e sem inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamonico
(MAP).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrio da média (n = 4). As equaces de regressao e o R? referem-

se a associacao entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA:
testemunha absoluta; TC: testemunha comercial.
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Embora nédo tenha sido verificada diferenca estatistica entre Bv+1/3, 2/3 e 3/3
MAP e a TC para o AcP, Bv proporcionou aumentos de 11,0% e 28,5% no AcP em
relacdo a TC e a TA, respectivamente (Fig. 6F). Considerando Bv + doses de MAP,
houve reducgéao do AcP de 0 a 33% da dose de MAP, seguido de aumento ténue com
66% e 100% da dose de MAP (0,70%).

Bv, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram incrementos de 9,4%, 9,7% e
12,6% no AcFe, respectivamente, em relacdo a TC (Fig. 6G). Ndo houve diferenca
entre os tratamentos inoculados com B. velezensis e a TC para o AcZn (Fig. 6H).
Quanto ao AcMn, Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP apresentaram desempenhos
semelhantes a TC, mas Bv+3/3 MAP proporcionou um aumento de 17,3% no AcMn
em relagdo a TC (Fig. 61). Bv e Bv+3/3 MAP proporcionaram incrementos médios de
6,7% e 20,7% no AcB e no AcCu, respectivamente, em relacdo a TC (Fig. 6J-K),
enguanto Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP foram semelhantes a TC para o AcB e o AcCu.

De modo geral, os menores valores para a absorcdo de nutrientes por
comprimento radicular (ANUCR) foram observados nos tratamentos sem adubacao
fosfatada (TA e Bv), como resultado do maior CR destes tratamentos (Tabela 3).
Bv+1/3, 2/3 e 3/3 MAP néao diferiram entre si para a AKCR, mas proporcionaram
aumento médio de 15,8% em relacdo a TC. Considerando Bv + doses de MAP (0,73%),
a medida que houve aumento das doses de MAP, houve aumento da AKCR (Tabela
S2).

Os maiores valores para ANCR e ACaCR foram observados em Bv+1/3 MAP,
representando incrementos de 6,6% e 8,4%, respectivamente, em relagcdo a TC
(Tabela 3). Considerando Bv + doses de MAP, a medida que houve aumento das
doses de MAP, houve aumento da ANCR (0,71*); enquanto a ACaCR aumentou até
33% da dose de MAP, seguido de decréscimo sob doses maiores (0,94*) (Tabela S2).

N&o houve diferenca entre a TC e Bv+1/3, 2/3 e 3/3 MAP para a AMgCR e
ASCR, mas estes tratamentos proporcionaram incrementos médios de 39,8% e 39,4%
na AMgCR e na ASCR, respectivamente, em relacéo a TA e Bv (Tabela 3). Bv + doses
de MAP aumentou a AMgCR com o aumento das doses de MAP (0,90%), enquanto
ASCR aumentou até 33% da dose de MAP, seguido de decréscimo sob doses maiores
(0,70*) (Tabela S2). Bv+1/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram as maiores APCR,
representando um aumento médio de 14,9% em relacdo a TC (Tabela 3). Bv + doses
de MAP aumentou a APCR com o aumento das doses de MAP (0,77*) (Tabela S2).
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Tabela 3 Absorgéo de nutrientes por comprimento radicular da cana-de-acucar cultivada sob tratamentos com e sem inoculacéo de

B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoaménico (MAP), 180 dias apds o plantio.

K N Ca Mg S P Fe Zn Mn B Cu
Tratamentos : :
--------------------------------- o LR = LA T e 000 [ 1 el = A
TA 11,05¢c 6,83c 2,99 c 1,22b 0,612b 1,05c 120,03 f 15,27 d 83,50 e 28,53 d 6,02d
TC 14,72b  9,28b 3,93b 1,75a 0,845a 1,41b 166,56 d 24,06 a 129,76 ¢ 38,65b 8,05¢c
Bv 1245c 6,90c 3,11 c 1,32b 0,667b 1,18 c 142,44 e 17,53 c 113,45d 31,72 c 7,69 c

Bv+1/3 MAP 1750a 9,89a 4,26 a 1,71a 0,935a 1,63 a 188,18 c 22,26 ab 146,06 b 45,52 a 9,65b
Bv+2/3MAP 1651a 9,05b 3,90b 1,79a 0,877a 1,57 ab 205,48 b 23,25 ab 146,64b 44,69 a 10,22 b
Bv+3/3MAP 17,15a 9,81a 4,11ab 1,85a 0,910a 1,62 a 219,08 a 21,90 b 158,87 a 46,15a 11,00 a

CV (%) 7,24 5,96 541 6,40 7,43 7,15 5,07 5,90 5,08 4,78 5,48

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. TA: testemunha absoluta; TC: testemunha comercial. As

equacdes de regressio e o R? referentes a associacéo entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP encontram-se nos materiais suplementares (Tabela S2).
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Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram as maiores AFeCR,
representando incrementos de 13,0%, 23,3% e 31,5%, respectivamente, em relacéo
a TC (Tabela 3). Bv + doses de MAP também aumentou a AFeCR com o aumento das
doses de MAP (0,96*) (Tabela S2).

TC proporcionou aumentos de 37,2% e 57,6% na AZnCR em relacdo a Bv e a
TA, respectivamente (Tabela 3). A associacdo de Bv e doses de MAP aumentou a
AZnCR até 66% da dose de MAP, seguido de decréscimo sob 100% de MAP (0,89%).

Bv+1/3 MAP proporcionou aumentos de 12,6% e 19,9% na AMnCR e na
ACUCR, respectivamente, em relacdo a TC (Tabela 3). E para a ABCR, ndo houve
diferenca entre Bv+1/3, 2/3 e 3/3 MAP, mas estes causaram aumento médio de 17,6%
na ABCR quando comparados a TC. Considerando Bv + doses de MAP, a medida
gue houve aumento das doses de MAP, houve aumento da AMnCR (0,86*), da ABCR
(0,88*) e da ACUCR (0,93*) (Tabela S2).

2.3.4 Indicadores microbiolégicos do solo

Considerando a RBS acumulada em 21 dias e a RBS por dia, os maiores valores
foram verificados nos tratamentos inoculados com B. velezensis (Fig. 7A-B). TA foi o
Gnico tratamento que ndo superou a RBS avaliada antes do cultivo (662,39 ug C-CO2
g! solo seco). Bv e Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram
aumentos de 11,4%, 29,9%, 38,1%, respectivamente, em relacdo a TC. O aumento
da RBS acumulada (0,91*) e da RBS por dia (0,88*) foi diretamente proporcional ao
aumento das doses de MAP associadas a B. velezensis.

Com relacdo ao CBM, nao houve diferenca entre os tratamentos inoculados
para esta variavel e apenas Bv+3/3 MAP se diferiu da TC, representando aumento de
31,5% (Fig. 7C). Apenas Bv+1/3, 2/3 e 3/3 MAP superaram o CBM verificado no solo
antes do cultivo (69,92 pug C g solo). Ndo houve ajuste de Bv + doses de MAP para
o CBM.

Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3 MAP foram semelhantes a TC para o NBM, enquanto
Bv+3/3 MAP proporcionou aumento de 20,8% no NBM em relacdo a TC (Fig. 7D).
Com excecao de TA, os demais tratamentos resultaram em NBM superior ao
verificado no solo antes do cultivo (9,72 ug N g solo). Considerando Bv + doses de
MAP (0,71*), a medida que as doses de MAP aumentaram, houve aumento linear do
NBM.
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Fig. 7 Respiracéo basal do solo (RBS) acumulada em 21 dias (A), RBS por dia (B),

carbono (CBM) e nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) (C-D), hidrolise de

diacetato de fluoresceina (FDA) (E) e atividade da desidrogenase (DHA) em solo

cultivado com de cana-de-agucar, sob tratamentos com e sem inoculagdo de B.

velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoaménico (MAP), 180 dias apds o

plantio.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As

barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4) e as linhas horizontais tracejadas

representam a condic&o inicial do solo antes do cultivo. As equagdes de regressdo e o R? referem-se

a associacao entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA:

testemunha absoluta; TC: testemunha comercial.
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Em relacédo ao FDA, os maiores valores foram verificados nos tratamentos
inoculados com B. velezensis, dentre estes, Bv promoveu o maior FDA, representando
aumento de 18,2% em relacdo a TC (Fig. 7E). Todos os tratamentos superaram o FDA
observado no solo inicial (183,59 ug FDA g solo seco h™), sendo o maior aumento
verificado em Bv (70%). N&ao houve ajuste de Bv + doses de MAP para o FDA.

De modo contrario ao observado na RBS, doses crescentes de P associadas a
B. velezensis reduziram a atividade da DHA. Bv e TC proporcionaram as maiores
atividades da DHA, representando aumento médio de 15,3% em relacdo a TA (Fig.
7F). Todos os tratamentos superaram a atividade enzimética verificada no solo inicial
(25,32 ug INTF gt solo h™). Considerando Bv + doses de MAP (0,79%), 0% de MAP
foi a dose 6tima, visto que proporcionou atividade enzimatica similar a encontrada na
TC (100% de MAP).

As maiores atividades da urease foram verificadas nos tratamentos inoculados
com B. velezensis, que foram semelhantes entre si e proporcionaram aumentos
médios de 10,7% e 32,4% em relacdo a TC e a TA, respectivamente (Fig. 8A). Todos
0s tratamentos superaram a atividade da urease verificada no solo inicial (32,48 ug
NH** g~ solo seco h™'), mas os maiores aumentos foram verificados em Bv+2/3 MAP
e Bv+3/3 MAP (174% e 180,3%, respectivamente). Nao houve ajuste de Bv + doses
de MAP para os dados da urease.

Bv e Bv+1/3 MAP apresentaram atividades da arilsulfatase semelhantes a
verificada na TC, enquanto Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP proporcionaram as maiores
atividades enzimédticas, representando aumentos de 37,0% e 24,6%,
respectivamente, em relacdo a TC (Fig. 8B). Com excecdo da TA, os demais
tratamentos superaram a atividade da arilsulfatase verificada no solo antes do cultivo
(11,99 pg PNF g solo seco h™), com aumentos médios de 13,2%, 37,7% e 25,3%
em Bv e Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP, respectivamente.

A medida que houve aumento das doses de MAP em associacdo com B.
velezensis, houve tendéncia de decréscimo na atividade da B-glicosidase, mas néo
houve ajuste das doses. Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP promoveram
atividade enzimética semelhante a TC (Fig. 8C) e, embora Bv ndo tenha diferido dos
demais tratamentos inoculados, este proporcionou aumento de 13,8% na atividade da
B-glicosidade em relacdo a TC. Todos os tratamentos superaram a atividade

enzimatica verificada no solo inicial (14,67 pg PNF g solo seco h™?) (Fig. 8C).
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As maiores atividades de fosfatase acida (FA) foram observadas nos
tratamentos inoculados (Fig. 8D). Bv e Bv+1/3 MAP proporcionaram aumentos de 10%
e 8,6%, respectivamente, na atividade da FA em relacdo a TC. Considerando Bv +
doses de MAP (0,88*), houve tendéncia de reducdo linear da atividade enzimatica, a
medida que as doses de MAP aumentaram. E todos os tratamentos superaram a

atividade da FA verificada no solo inicial (74,66 ug PNF g~ solo seco h™) (Fig. 8D).
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Fig. 8 Atividade das enzimas urease (A), arilsulfatase (B), B-glicosidase (C) e
fosfatase acida (D) em solo cultivado com de cana-de-acUcar, sob tratamentos com e
sem inoculacédo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamonico
(MAP), 180 dias ap6s o plantio.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras de erro expressam o desvio padrdo da média (n = 4) e as linhas horizontais tracejadas
representam a condicao inicial do solo antes do cultivo. As equacdes de regressdo e o R? referem-se
a associacao entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP ao nivel de significancia de 5% (*). TA:
testemunha absoluta; TC: testemunha comercial.
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2.3.5 Andlise das componentes principais
A partir da matriz de correlacéo entre os pares de cada grupo de variaveis (radiculares;
guimica do solo; teores de nutrientes nas folhas, bainhas, raizes e colmos; eficiéncia
do uso de nutrientes; acumulo de nutrientes; absor¢ao de nutrientes por comprimento
radicular e indicadores microbioldgicos), foram obtidos os autovalores e seus
respectivos autovetores para a analise das componentes principais.

Com excecdo do grupo quimica do solo, a primeira componente principal
explicou 70% da variancia para os demais grupos de variaveis (Tabela 4) e, nestes

casos, apenas a primeira componente foi considerada para explicar os resultados.

Tabela 4 Porcentagem de explicacdo das componentes do grupo de variaveis
radiculares, quimica do solo, teor de nutrientes nas folhas, bainhas, raizes e colmos,
eficiéncia do uso de nutrientes, acimulo de nutrientes, absor¢cdo de nutrientes por

comprimento radicular e indicadores microbiolégicos.

o Componente principal 1 Componente principal 2
Grupos de variaveis

Porcentagem de explicacédo (%)

Variaveis radiculares 98,18
Quimica do solo 56,88 36,64
Teor de nutrientes nas folhas 84,53
Teor de nutrientes nas bainhas 75,31
Teor de nutrientes nas raizes 88,53
Teor de nutrientes nos colmos 83,32
Eficiéncia do uso de nutrientes 70,27
Acumulo de nutrientes 92,81
Abs. de nutrientes por comprimento radicular 97,90
Indicadores microbioldgicos 98,50

Dentre todas as variaveis analisadas, os teores de S, P e Ca no solo, teor de
Fe nas folhas, bainhas, raizes e colmos, volume radicular (VR), eficiéncia do uso do
S, acumulo de Fe, absorcao de Fe por comprimento radicular e respiracao basal do
solo (RBS) séo as caracteristicas que mais explicam as respectivas componentes
(Figs. 9 e 10), com cargas de 0,97, 0,85, 0,51, -0,91, 0,88, 0,98, 0,73, 0,94, 0,87, 0,74,

0,80 e 0,98, respectivamente.



126

(A) 127 (B)
1,0 — _
2 o
z 0.8 — §
3 o
.g 0,6 - E
S 04 £
< o
O 02 - =
- lm :
0,0 = I
LU T T Y
MO K CaMg S P Fe Zn Mn Cu
(C) %21 (D)

Teor de nutrientes nas folhas
(=]
Sy
|

—~
les]
~
—
to

|

0,8

0,6 —

0.4 —

0,2 —

Teor de nutrientes nas raizes

Teor de nutrientes nas bainhas

[ T O A
K N CaMg S P Fe ZnMn B Cu

~
"]
N

Teor de nutrientes nos colmos

r:1|—|f_\l:l

0,0

-0.2 -

[ R R N N N A
K N CaMg S P Fe ZnMn B Cu

- m

0,8

0,6

0.4

[ T T T N N A
MO K CaMg S P Fe Zn Mn Cu

=

0.8 4

0.6

0.4 —

0,0

(I R
K N CaMg S P Fe Zn Mn B Cu

i | r_l|_|r—|

I A N TN N Y (A
K N CaMg S P Fec ZnMn B Cu

Fig. 9 Cargas de variaveis das componentes de quimica do solo PC1 (A), quimica do

solo PC2 (B), teores de nutrientes nas folhas (C), bainhas (D), raizes (E) e colmos (F).

A cor cinza claro indica variavel de carga positiva; e a cor cinza escuro indica variavel de carga negativa.
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Fig. 10 Cargas de variaveis das componentes de varidveis radiculares (A), eficiéncia
do uso de nutrientes (B), acumulo de nutrientes (C), absor¢cdo de nutrientes por

comprimento radicular (D) e indicadores microbiolégicos (E).

A cor cinza claro indica variavel de carga positiva; e a cor cinza escuro indica variavel de carga negativa.
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Através da dispersao bidimensional dos tratamentos, foi observado que houve
diferenca entre os tratamentos inoculados (Bv, Bv+1/3 MAP, Bv+2/3 MAP e Bv+3/3
MAP) e ndo inoculados (TA e TC) para a maioria dos grupos de variaveis, assim como
as doses de MAP influenciaram o comportamento dos tratamentos inoculados em
todos os grupos analisados. Plantas inoculadas com B. velezensis sem associa¢éo
da adubacado fosfatada apresentaram acumulo de foésforo superior aquelas sem
inoculacdo ou inoculadas em associacdo com 1/3 da dose recomendada de MAP
(Figs. 11 e 12). Bv teve comportamento semelhante a Bv+2/3 MAP e Bv+3/3 MAP na
maioria dos grupos de variaveis.

O maior acimulo de P na parte aérea em Bv (0,80 g planta™') foi associado ao
maior teor de S no solo na componente principal 1 (Fig. 9A), maior teor de P e Ca no
solo na componente principal 2 (Fig. 9B), menor teor de Fe e Mn nas folhas (Fig. 9C),
maior teor de Fe, K e Mn nas bainhas (Fig. 9D), maior teor de Fe nas raizes (Fig. 9E)
e maior teor de Fe e Mn nos colmos (Fig. 9F). O maior volume radicular (VR) (Fig.
10A), maiores eficiéncia do uso do S e do Mg (Fig. 10B), maior acumulo de Fe e Mn
na parte aérea (Fig. 10C), menor absorcéo de Fe e Mn por comprimento radicular (Fig.
10D) e maior respiracdo basal do solo e atividade da FDA (Fig. 10E) também
contribuiram para o maior acimulo de P.

Com base na andlise de correlacdo de Pearson (Figura 13), observou-se que
as variaveis quimica do solo PC2 (0,89), teor de nutrientes nas folhas (-0,55), bainhas
(0,63), raizes (0,74) e colmos (0,84), eficiéncia do uso de nutrientes (0,58), acumulo
de nutrientes (0,87), absorcdo de nutrientes por comprimento radicular (0,50) e
indicadores microbioldgicos (0,74) tiveram correlacao significativa (p<0,01 ou p<0,05)
com o acumulo de P na parte aérea, enquanto ndo foi constatada correlacao entre
variaveis radiculares e acimulo deste nutriente.

Independente do tratamento, com excecdo da componente principal 1 da
guimica do solo e das variaveis radiculares, o acimulo de P na parte aérea teve
correlacéo significativa com todos os outros conjuntos de variaveis (Fig. 13). De modo
geral, quanto maior o teor de P e Ca no solo, melhor a resposta da cana ao acumulo
de P na parte aérea, além disso, maiores teores de Fe e Mn nas bainhas, raizes e
colmos e menores teores de Fe e Mn nas folhas também contribuiram para o acumulo
deste nutriente (Figs. 9 e 13). Os maiores teores de P e Ca no solo também contribuem
para maiores eficiéncias do uso de S e Mg, aumentando a absorcéo de Fe e Mn e,

consequentemente, favorecendo o acumulo de P (Figs. 9, 10 e 13).
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Fig. 11 Dispersdo de observagbes na primeira componente das componentes

principais de quimica do solo PC1 (A), quimica do solo PC2 (B), teores de nutrientes

nas folhas (C), bainhas (D), raizes (E) e colmos (F).
TA: testemunha absoluta; TC: testemunha comercial; Bv: B. velezensis UFV 3918; MAP: fosfato
monoamonico; Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP.
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Fig. 12 Dispersao de observacfes na primeira componente das componentes
principais de variaveis radiculares (A), eficiéncia do uso de nutrientes (B), acumulo de
nutrientes (C), absorcdo de nutrientes por comprimento radicular (D) e indicadores
microbiolégicos (E).

TA: testemunha absoluta; TC: testemunha comercial; Bv: B. velezensis UFV 3918; MAP: fosfato

monoamonico; Bv+1/3 MAP; Bv+2/3 MAP; Bv+3/3 MAP.
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Houve correlacédo significativa entre as variaveis radiculares e os teores de

nutrientes nas folhas, bainhas e colmos, absorcdo de nutrientes por comprimento

radicular e indicadores microbiologicos (Fig. 13). Houve correlagéo significativa entre

as variaveis eficiéncia do uso de nutrientes, quimica do solo PC2, teor de nutrientes

nos colmos, acumulo de nutrientes e indicadores microbiologicos. E, com excec¢éo do

grupo quimica do solo, os indicadores microbioldgicos tiveram correlacao significativa

com todos 0s outros grupos de variaveis (Fig. 13).
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Fig. 13 Correlacdo de Pearson entre 0s primeiros componentes principais de cada

grupo de variaveis. ** e * indicam correlagéo significativa em p<0,01 e p<0,05, respectivamente.
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2.4. Discusséao

A crescente demanda por alimentos exige 0 uso mais intensivo, porém sustentavel,
do fosfato, que € um recurso finito (Tonini et al. 2019). O P fixado que vem sendo
acumulado através da adicao indiscriminada de fertilizantes fosfatados pode ser
explorado e utilizado pela inoculacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP)
(Zhu et al. 2018). Neste trabalho, estudamos a inoculacéo de B. velezensis UFV 3918
como estratégia para reduzir a adubacado fosfatada em cana-de-agucar, e o efeito
desta bactéria nas variaveis radiculares e nutricionais do solo, e da parte aérea da

planta.

B. velezensis altera a arquitetura radicular em solo rico em P

Em associacdo com as raizes, os microrganismos da rizosfera podem modular o
sistema radicular por meio de diferentes mecanismos, estimulando a capacidade de
absorcdo da raiz e facilitando a absorcdo de nutrientes em condi¢des limitantes
(Hussain et al. 2019; Emami et al. 2019). A inoculagcéo de BSP no solo pode estimular
a produgéo de enzimas hidrolisantes de P e de fitohormoénios (Batool e Igbal 2019;
Suleman et al. 2018). Estudos recentes, com plantas de milho e trigo, reportaram que
varias cepas de BSP produzem &cido indol-3-acético, estimulando o crescimento e
modificando a arquitetura radicular para favorecer a aquisicdo de P (Li et al. 2017;
Suleman et al. 2018; Emami et al. 2019; Hashem et al. 2019). Estes fatores podem ter
contribuido para os incrementos no comprimento (CR), volume (VR) e biomassa
radicular (BR) proporcionados pela inoculagdo com B. velezensis.

Entretanto, a fertilizac&o fosfatada pode favorecer algumas familias bacterianas
em detrimento de outras (Grafe et al. 2018), além de regular os genes bacterianos que
codificam as enzimas envolvidas no ciclo do P, alterando substancialmente a
eficiéncia da renovagéo deste nutriente (Grafe et al. 2018; Wang et al. 2019a).

Ha relatos de aumentos na frequéncia da atividade de solubilizacdo de P em
solos néo fertilizados em comparacdo com solos fertilizados com P, mostrando que
BSP podem ser competidores fracos sob altos teores de P e N, o que é confirmado
pelo maior investimento na aquisicao de nutrientes em solos com baixos teores de P
(Mander et al. 2012; Widdig et al. 2019; Dai et al. 2020). Além disso, 0 aumento do
suprimento de P em solos de arroz diminuiu a atividade de BSP do género Bacillus

(Long et al. 2018). Os maiores valores de CR, VR e BR foram observados em B.
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velezensis isolado (Bv) ou associado a menores doses de MAP (Bv+1/3 MAP), ao
passo que decréscimos nestas variaveis foram observados com maiores doses de
MAP, o que é explicado pelo feedback negativo entre a maior disponibilidade de P e
a atividade de Bacillus.

Os sistemas radiculares rasos sao formados pela diminuigdo do crescimento
da raiz priméria e pela inducdo da formacéo e alongamento da raiz lateral no solo
superficial, conferindo uma vantagem em ter raizes mais proximas as fontes de P no
solo, com evidéncias de que BSP podem impactar o desenvolvimento de tais
estruturas radiculares (Wang et al. 2015; Lynch 2019). Isso pode explicar o VR ter sido
a variavel mais importante para o acumulo de P, com aumentos de até 30,5% no VR
das plantas inoculadas em relacédo a TC (3/3 MAP). Nossos resultados corroboram
com Santos et al. (2019) e Safirzadeh et al. (2019), que relataram mudancas na
arquitetura da raiz da cana-de-agucar por diversos isolados de BSP produtores de
auxina, com incrementos em BR, VR, CR, &rea superficial da raiz e absorcédo de
nutrientes. Araujo et al. (2021) também relataram aumento do CR e VR em plantas de
soja com a inoculagéo de B. subitilis.

Hipotetiza-se que a TA tenha apresentado variaveis radiculares semelhantes a
Bv devido a deficiéncia de P, entretanto, as vantagens proporcionadas pela inoculagéo

na nutricdo da cana-de-acucar ndo foram observadas na TA.

Teor de S, P e Cado solo no acumulo de P da parte aérea

Com relac&o a quimica do solo, a componente principal 1 demonstrou que o aumento
de S proporcionaria aumento do acumulo de P na parte aérea, mas embora haja uma
relacdo entre P e S, este ndo foi suficiente para explicar os resultados. A componente
principal 2 demonstrou que o aumento de P e Ca e a reducéo dos teores de S no solo
sao responsaveis pelo aumento no acimulo do P nos tratamentos inoculados, além
disso, essa componente apresentou correlagdo positiva com o P acumulado.

P e Ca sado nutrientes essenciais para a proliferacdo abundante das raizes
(Rane et al. 2015). O P desempenha papel fundamental no desenvolvimento radicular,
nas modifica¢cdes da anatomia das raizes e na densidade dos pelos radiculares, com
contribuicdo significativa no aumento do rendimento da cana-de-agUcar (Kingston
2014; Elhaissoufi et al. 2020). E um dos sintomas de deficiéncia de Ca é o reduzido
crescimento radicular (Kingston 2014). A inoculacdo com B. velezensis aumentou a

disponibilidade de P no solo que, juntamente com o Ca, promoveu 0 estimulo ao
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crescimento radicular em Bv, favorecendo a aquisicdo de P pelas raizes e,
consequentemente, o acumulo de P na planta.

Por outro lado, a utilizacdo de adubos concentrados e com elevados teores de
P, como o MAP, pode levar a deficiéncia de S, e a interagdo do P com o S afeta de
maneira reciproca os niveis criticos destes elementos no solo (Alvarez et al. 2007).

Isso explica porque a inoculacdo da BSP reduziu o teor de S no solo em relagéo a TC.

Aumento da disponibilidade de nutrientes

A inoculagdo com B. velezensis promoveu aumento nos teores de P nas folhas,
colmos e raizes, bem como aumentou a absorcdo deste nutriente por CR e seu
acumulo na parte area da cana-de-acucar quando comparada a TC. Isso demonstra
a capacidade de solubilizacéo de fosfato da cepa UFV 3918.

A liberagéo de acidos orgéanicos na rizosfera é um dos principais mecanismos
responsaveis pela solubilizacdo de fosfato (Lin et al. 2006; Glick 2012; Rfaki et al.
2020), entretanto, o pH da solucdo do solo ndo se alterou apdés a inoculacdo e
apresentou média de 6,4 (dados ndo mostrados), o que demonstra que a solubilizacao
de fosfatos inorgéanicos nem sempre esta associada a reducdo do pH (Marra et al.
2011) e que o aumento da disponibilidade de P pode ter ocorrido em fungéo da
mineralizacao do P organico, verificada pelo aumento da atividade da fosfatase acida
nos tratamentos inoculados, enzima que catalisa a hidrélise de ligacfes fosfoéster ou
fosfoanidro. E a maior eficiéncia de adaptacado a disponibilidade de fésforo (EADP)
verificada em TA e Bv ocorreu devido a melhoria na arquitetura do sistema radicular
em funcdo do estresse pela baixa disponibilidade de P (Soumya et al. 2021) e do
estimulo ao crescimento do sistema radicular pelas bactérias (Hussain et al. 2019;
Emami et al. 2019), respectivamente, que favoreceram a aquisi¢cao deste nutriente.

De modo geral, a cepa UFV 3918 afetou de modo mais significativo os teores
de micronutrientes em relagéo aos teores de macronutrientes, promovendo aumentos
nos teores de Fe, Mn e Cu nas folhas; nos teores de K, Fe, Mn, B e Cu nas bainhas;
nos teores de K, N, Fe, Mn e B nos colmos e nos teores de N, Fe, B e Cu nas raizes
das plantas em relacdo as plantas néo inoculadas.

A promocdo do crescimento radicular e as mudancas na morfologia e
arquitetura radicular proporcionadas pelas bactérias sdo associadas ao aumento da
capacidade de absorcdo de nutrientes por aumentar a superficie de contato,

facilitando a absorc¢éo de nutrientes (Prieto et al. 2017; Hussain et al. 2019; Emami et



135

al. 2019). Além disso, as bactérias também podem estimular os sistemas de captacdo
e transporte de ions através de mecanismos ainda nao claramente definidos (Mantelin
e Touraine 2004; Okumura et al. 2013; Santi et al. 2013). Nossos resultados
corroboram com estes estudos, pois, embora tenha sido observada reducéo dos
teores de K, Mn e Cu no solo com a inoculacdo de B. velezensis UFV 3918, houve
aumentos na absorcdo de K, N, Fe, Mn, B e Cu pelas raizes em relacdo aos
tratamentos ndo inoculados.

Alguns autores ja relataram aumentos nos teores ou no acumulo e na absor¢ao
de macronutrientes (N, P, K, Ca e Mg) pela inoculacdo de bactérias em arroz (Costa
et al. 2015), cana-de-acucar (Cipriano et al. 2021) e feijdo (Hassan et al. 2017;
Bamagoos et al. 2021). Da mesma forma, ha relatos de que a inoculacado de bactérias
proporcionou aumentos nos teores de micronutrientes, principalmente Fe, Mn, Zn e
Cu, em cana-de-acUcar (Labanca et al. 2020), feijao (Bamagoos et al. 2021), milho
(Goteti et al. 2013), tomate (Liu et al. 2020) e trigo (Rana et al. 2012).

O P e o0 Zn apresentam interacGes antagbnicas no solo e no interior da planta.
Ao nivel de gene, altos niveis de P regulam negativamente o transportador de Zn,
afetando a mobilizagdo do Zn (Huang et al. 2000). Desse modo, em condi¢des de
elevado suprimento de P, pode ocorrer reducdo da absorgdo de Zn pelas raizes e da
translocacdo de Zn das raizes para a parte aérea, além do P ter a capacidade de
induzir a imobilizacdo de Zn das raizes pela formacéo de fitatos de Zn, o que leva a
reducdo da concentracdo de Zn na parte aérea (Loneragan 1993; Araudjo e Machado
2006; Ova et al. 2015; Zhang et al. 2016, 2017). Como as BSP aumentam a
disponibilidade e absorcéo de P, pode ocorrer reducéo da absorcéo e disponibilidade
de Zn (Bagyako et al. 2000; Khosravi et al. 2018), o explica a reducéo do teor de Zn
no solo e nas folhas dos tratamentos inoculados.

A inoculacgéo de B. velezensis aumentou a disponibilidade de P, assim, embora
tenha sido observado incremento no teor de Zn nas raizes das plantas inoculadas,
houve reducédo na absorcdo deste nutriente e, consequentemente, os teores de Zn
nas folhas e bainhas foram reduzidos. Além disso, a reducdo do teor de Zn foliar foi
diretamente proporcional ao aumento das doses de MAP.

Embora a inoculag&o tenha reduzido os teores de S no solo e nas raizes, em
relagdo a TC, ndo houve diferenca entre os tratamentos inoculados e a TC para o teor
de S nas folhas, bainhas e colmos. Ha interacdo antagbdnica entre o0 S e o P, pois o

aumento da disponibilidade de P pode reduzir a disponibilidade de S (Alvarez et al.
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2007). A solubilizacdo de P promovida pela cepa UFV 3918 e o uso de fosfato
monoam®onico, que é uma fonte altamente solavel, contribuiram para a reducdo do
teor de S no solo e raizes.

Além disso, as plantas inoculadas apresentaram acumulos de K, Fe, B e Cu na
parte aérea superiores aos verificados nas plantas ndo inoculadas. Estes séo
nutrientes importantes para o processo fotossintético e producdo de matéria seca. O
K, além de ser essencial na manutencao do turgor celular, participando do processo
de abertura estomética, que é fundamental para a assimilagdo de CO2, também é
importante para a translocacao de sacarose no floema e sua deficiéncia pode reduzir
0 movimento da sacarose da folha para o colmo (Rodrigues et al. 2018). O B também
possui funcdes no transporte de acucares, favorecendo o maior aporte de sacarose
fotossintetizada das folhas para os colmos, além de ter outras fungcbes como no
metabolismo de carboidratos, estruturagdo e lignificagcdo da parede celular e
metabolismo de auxinas (Kirkby e Romheld 2004; Rodrigues et al. 2018).

O Fe participa de varios processos metabdlicos importantes, como
fotossintese, desenvolvimento de cloroplastos, biossintese de clorofila, transporte de
elétrons e reacbes redox (Marschner, 1995). E o Cu é constituinte de diversas
proteinas essenciais ao metabolismo das plantas, como a plastocianina, que é uma
proteina que participa do transporte de elétrons nao ciclico nos tilacdides dos
cloroplastos (Sykes 1985), o que torna este micronutriente essencial para a eficiéncia
da etapa fotoquimica da fotossintese e, consequentemente, para a reducao e fixacao
do COa..

Ainda, embora o acimulo de N, Mg e Zn na parte aérea tenha sido semelhante
entre as plantas inoculadas e a TC, B. velezensis proporcionou maior EUN, EUMg e
EUZn, o que demonstra que as plantas inoculadas foram mais eficientes que as néo
inoculadas na producdo de biomassa da parte aérea por unidade destes nutrientes
absorvidos (Vitousek 1982; Suman et al. 2005). Cipriano et al. (2021) também
verificaram que a inoculacdo de cepas de bactérias endofiticas em cana-de-acucar

melhorou a eficiéncia do uso de varios nutrientes, como N, P, K, Ca, Mg e S.

Importancia dos micronutrientes e da eficiéncia do uso do S e Mg no P
acumulado na parte aérea
Associado ao fato de que Latossolos vermelhos sdo conhecidos por apresentaram

altos teores de Fe (Santos et al. 2018); a natureza intemperizada dos solos tropicais
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leva & fixagdo de grande parte do fertilizante fosfatado aplicado pelos 6xidos e
hidréxidos de Fe, Al e Mn que, quando quimisorvidos no solo, ndo sdo facilmente
liberados por simples dessor¢céo de equilibrio (Beauchemin et al. 2003; Sato e
Comerford 2006; Bindraban et al. 2020), assim, a disponibilidade de P é controlada
pelos niveis de Fe e Mn, o0 que explica estes terem sido 0s nutrientes mais importantes
para o acumulo de P na parte aérea.

A inoculacédo de B. velezensis aumentou a disponibilidade de P no solo, nas
raizes e na parte aérea, com aumento da absorcao e acumulo deste nutriente, quando
comparada aos tratamentos néo inoculados. H4 uma interagdo antagonica entre o
aumento na disponibilidade de P e a disponibilidade de Fe e Mn (Beauchemin et al.
2003, Barben et al. 2010), e o P afeta os genes responsaveis pela regulacédo do Fe
(Zheng et al. 2009). Além disso, o0 aumento na disponibilidade de Fe pode resultar na
reducédo da disponibilidade de Mn (Rana et al. 2012).

Entretanto, essa interagcdo antagbnica ndo foi observada nos nossos
resultados, pois, de modo geral, o aumento dos teores de Fe e Mn nas bainhas,
colmos e raizes e a maior absorcao e acumulo de Fe e Mn na parte aérea contribuiram
para o aumento do P acumulado na parte aérea da planta, o que sugere que a cepa
UFV 3918 pode apresentar algumas estratégias para aumentar a disponibilidade
destes micronutrientes.

O ferro esta presente no solo na forma de ferro insolivel (Fe3*) que ndo esta
disponivel para absor¢éo pelas plantas. No entanto, cepas do género Bacillus podem
secretar um composto quelante de baixo peso molecular e alta afinidade pelo ferro,
conhecido como sideréforo, que aumenta a disponibilidade de Fe através do processo
de solubilizacdo de fontes de Fe precipitadas no solo, favorecendo o crescimento da
planta e, consequentemente, outros microrganismos do solo podem ter seu
crescimento limitado pela auséncia de Fe (Andrews et al. 2003; Haas e Defago 2005;
Cawoy et al. 2011; Schiessl et al. 2017; Khan et al. 2017; Pandey et al. 2017).

Os siderdéforos quelam concentracdes criticas de metais pesados, como o Fe e
0 Mn, e solubilizam minerais que, consequentemente, estimulam o crescimento das
plantas (Gontia-Mishra et al. 2016). Além disso, esta bem estabelecido que os
sideréforos tém papel potencial no aumento da disponibilidade de P (Sharma et al.
2013a).

Tanto os microrganismos como as plantas liberam compostos quelantes (Gupta

e Diwan 2017). Monocotiledbneas graminaceas, como a cana-de-agucar, liberam
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substancias quelantes de Fe3* de alta afinidade, da familia do acido mugineico,
conhecidas como fitosideréforos (Rana et al. 2012). Essas substancias solubilizam
Fe3* e os complexos Fed*—fitosiderdforos resultantes sdo captados pelas células
radiculares por meio de um sistema especifico de transporte de membrana
plasmatica, sem reducdo do ion férrico (R6mheld e Marschner 1986; Rémheld 1991;
von Wiren et al. 1993). Esse mecanismo € denominado estratégia Il e pode se
assemelhar a estratégia do sideroforo microbiano.

Além disso, algumas rizobactérias como o Bacillus podem reduzir o Mn** a
Mn2*, que é a forma quimica metabolicamente (til para as plantas, desempenhando
um papel crucial no aumento da disponibilidade e da absorcdo de Mn pelas culturas
(Dotaniya e Meena 2015). Essa reacdo é mediada na rizosfera, onde a reducéo do
Mn requer elétrons e protons que sado fornecidos através da decomposicdo de
compostos carbonosos e secrecdo organica das raizes (Marschner 1995).

Deste modo, embora ndo tenha sido realizada uma analise que comprove a
producao de sideroforos por Bacillus velezensis UFV 3918, muitos trabalhos relatam
diferentes cepas de B. velezensis como produtoras de sideroforos (Chen et al. 2019;
Wei et al. 2020; Hasan et al. 2022; Mahdi et al. 2022; Mosela et al. 2022), e 0 aumento
da disponibilidade, absor¢éo e acimulo de Fe e Mn pode ser indicativo do potencial
de producéo de sideréforos pela cepa UFV 3918.

Como observado para Fe e Mn, também existe uma interacdo antagonica entre
P e S, em que o aumento da disponibilidade de P pode reduzir os niveis de S (Alvarez
et al. 2007; Malhotra et al. 2018). E o0 Mg € muito importante pois regula a ativacao da
enzima quinase e a transferéncia do grupo fosfato (Malhotra et al. 2018). A interacao
entre estes nutrientes explica por que o aumento da eficiéncia do uso do S e do Mg

favoreceu o aumento do acumulo de P na parte aérea.

Efeito dos indicadores microbiolégicos no acumulo de P e na saude do solo
BSP influenciam o desenvolvimento radicular e a rizodeposi¢cdo, que podem ser
fatores importantes que modificam a comunidade microbiana da rizosfera (Hernandez
et al. 2015). Os impactos resultantes da inoculag&o incluem eficiéncia do mutualismo
planta-microrganismo (Bargaz et al. 2017; Latati et al. 2016) e melhoria na respiragao
basal do solo (Borden et al. 2021, Latati et al. 2016; Santos et al. 2022).

As comunidades microbianas do solo sdo fundamentais para manter a saude

do solo, pois desempenham papel fundamental na regulacdo de processos que
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afetam as fun¢des do ecossistema relacionadas a produgédo de biomassa, ciclagem
de nutrientes e manutencéo e melhoria do microbioma do solo (Nielsen et al. 2015;
Jacoby et al. 2017; Yang et al. 2021). Diferentes estudos relataram que a diversidade
microbiana do solo e a abundancia relativa de microrganismos benéficos aumentaram
na rizosfera devido a inoculacdo com cepas de Bacillus (Han et al., 2019; Cucu et al.,
2020; Azeem et al., 2021; Cheng et al., 2021).

A respiracdo basal do solo (RBS) é determinada pela populacdo bacteriana
(Bond-Lamberty et al. 2016) e representa a atividade microbiana como um todo,
porque mostra as mudancas benéficas produzidas pelas praticas agricolas (Brandan
et al. 2014, 2016, 2017). O aumento na RBS reflete o aumento da proliferacdo de
bactérias no solo (Wardle et al. 1994; Haney et al. 2000). A hidrélise do diacetato de
fluoresceina (FDA) também é amplamente aceita como um método preciso e simples
para medir a atividade microbiana total em uma ampla gama de solos, uma vez que
lipases, proteases e esterases estdo envolvidas nesta reacao (Adam e Duncan 2001,
Achuba e Peretiemo-Clarke 2008; Ding et al. 2020).

Nossos resultados corroboram com Sabaté e Brandan (2022), que também
verificaram aumento da RBS e FDA com a inoculacdo de B. amyloliquefaciens B14, e
com Santos et al. (2022), que estudaram a associacdo de B. velezensis UFV 3918
com fertilizante organomineral e doses de MAP e verificaram aumento na RBS e FDA
a medida que houve aumento das doses de MAP.

A atividade enzimética do solo, que esta diretamente relacionada a ciclagem
de nutrientes, € controlada pela populacdo microbiana (Siwik-Ziomek e Szczepanek
2019), que esta atrelada a RBS e a FDA. Isso explica RBS e FDA serem os fatores
mais importante no acumulo de P, pois 0 aumento destas variaveis favoreceu o
aumento da fosfatase acida e, consequentemente, beneficiou a solubilizacédo de P,
refletindo em maior P acumulado na parte aérea das plantas inoculadas sem
adubacao com MAP (B).

O carbono da biomassa microbiana (CBM) é considerado um indicador-chave
das atividades microbianas do solo e sua medi¢ao fornece uma estimativa da relacao
entre as atividades microbianas do solo e a ciclagem de nutrientes (Schultz e Urban
2008; Farrel et al. 2014; Fraser et al. 2016). Em nosso estudo, a inoculacdo de B.
velezensis proporcionou incrementos no CBM, sendo 0s aumentos proporcionais ao

aumento das doses de MAP. Outros autores também relataram que a inoculagdo com
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cepas de Bacillus proporcionou aumentos no CBM (Sharma et al. 2013b; Sabaté et al.
2020; Azeem et al. 2021; Sabaté e Brandan 2022).

Normalmente, o crescimento da biomassa microbiana depende da entrada
organica, que proporciona aumentos da biodisponibilidade de C e N no solo (Baldrian
et al. 2008). O P e o N s&o nutrientes que atuam sinergicamente e 0S N0OSS0S
resultados mostraram que o nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) aumentou a
medida que B. velezensis foi associado com doses maiores de MAP, o que também
foi verificado por Santos et al. (2022). O NBM é considerado um indicador biolégico
essencial no manejo do solo e a associacdo da BSP com doses crescentes de P
provavelmente melhorou os residuos organicos e exsudatos no solo, estimulando o
aumento deste indicador (Saini et al. 2004).

As enzimas do solo séo indicadores eficazes de estresses ambientais, além de
serem o0s principais mediadores dos processos bioldgicos do solo, desempenhando
papel essencial na degradacdo da matéria organica, mineralizacao e ciclagem de
nutrientes, permitindo avaliar a qualidade e satde do solo (Aon et al. 2001; Kirk et al.
2004; Kong et al. 2014; Xie et al. 2017).

Embora a urease participe do ciclo do N e a inoculacdo da cepa UFV 3918
tenha aumentado a atividade desta enzima em relagcdo aos tratamentos né&o
inoculados, o aumento da urease nao foi proporcional ao aumento das doses de MAP
como verificado no NBM, ndo havendo diferencas entre Bv + doses de MAP. O
aumento da atividade da urease no solo ajuda a fornecer nutrientes para as plantas
e, assim, pode promover o crescimento (Wu et al. 2019). Duan et al. (2022) e Santos
et al. (2022) também verificaram aumentos dessa enzima quando foi realizada a
inoculacdo com B. amyloliquefaciens e B. velezensis, respectivamente.

Muitas cepas de bactérias podem secretar uma quantidade significativa de B-
glicosidase no solo (Ahmed et al. 2017), mas apenas o uso de B. velezensis isolado
aumentou a atividade desta enzima em relacdo a TC. Em geral, a atividade desta
enzima estad positivamente correlacionada com o CBM (Almeida et al. 2015),
entretanto, enquanto o aumento das doses de MAP proporcionou incrementos no
CBM, comportamento contréario foi observado para a atividade da B-glicosidase.

A arilsulfatase € conhecida por catalisar a hidrélise de ésteres de sulfato
organico e, ocasionalmente, pode constituir um estagio limitante na ciclagem de S no
solo (Acosta-Martinez e Tabatabai 2000; Li e Sara 2003). A disponibilidade de S pode
ser significativamente influenciada pela adubacéo fosfatada, pois o fosfato possui



141

maior afinidade com o solo mineral que o sulfato (Kaiser et al. 1996), assim, a
fertilizacdo com P pode dessorver o sulfato, reduzindo o S disponivel no solo (Alvarez
et al. 2007). O aumento da atividade da arilsulfatase com o0 aumento da disponibilidade
de P pode ter ocorrido devido a reduzida disponibilidade de S causada pela adubacéo
com MAP, que provavelmente exacerbou a escassez de S, 0 que levou a maior
demanda por S e maior alocacdo de recursos para a producdo de arilsulfatase,
provocando um aumento da atividade desta enzima no solo (Wang et al. 2019b).

Varios estudos ja relataram aumentos na atividade das enzimas fosfatase acida
(FA) e desidrogenase (DHA) apoés a inoculacdo de bactérias (Sabaté et al. 2020;
Sabaté e Brandan 2022; Santos et al. 2022). A enzima FA hidrolisa compostos
organicos de P e os transforma em diferentes formas que podem ser diretamente
absorvidas pelas plantas (Kramer e Green 2000). Entretanto, embora a inoculacao
com B. velezensis tenha aumentado a atividade da FA em relacdo aos tratamentos
nao inoculados, o aumento das doses de MAP foi inversamente proporcional a
atividade desta enzima. Isso ocorreu porque a producdo de fosfatases €
rigorosamente controlada pela disponibilidade inorgéanica de P e N e, enquanto a
adicdo de N aumenta a atividade da fosfatase (Marklein e Houlton 2012; Heuck et al.
2018), o suprimento de P inorganico limita a producéo e a atividade das fosfatases,
devido a um mecanismo de feedback negativo desencadeado por altas doses de P no
solo (Olander e Vitousek 2000; Marklein e Houlton 2012).

Esse feedback negativo é confirmado por estudos que mostram que as
atividades absolutas e especificas da fosfatase acida e alcalina diminuem com o
aumento da biodisponibilidade de P (Fraser et al. 2015; Zhang et al. 2015). Lopes et
al. (2021) e Santos et al. (2022) também verificaram reducéo da atividade da FA com
0 aumento da disponibilidade de P em solos cultivados com cana-de-acucar.

Curiosamente, 0 mesmo comportamento foi verificado para a atividade da DHA,
mesmo sendo uma enzima exclusivamente intracelular, ou seja, ligada a células
viaveis e, portanto, a atividade microbiologica (Skujins 1973). Em nossos estudos
anteriores, avaliando o efeito de B. velezensis UFV 3918 associado com fertilizante
organomineral e doses de MAP, também verificamos reducao da atividade da DHA
com o0 aumento das doses de MAP (Santos et al. 2022). Em ambos os casos, 0 solo
ja apresentava alto teor de P antes da inoculacdo e adubacdo de plantio, o que

contribuiu para a reducéo da atividade desta enzima.
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2.5 Conclusoes

O estudo relatou como B. velezensis melhorou a absorcéo e o acumulo de nutrientes
na cana-de-acucar, com destaque para o fésforo, além de ter incrementado as
propriedades microbiologicas do solo. A inoculagédo da cepa UFV 3918, associada ou
nao a doses reduzidas de fosfato monoaménico (MAP) (Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+3/3
MAP), proporcionou aumento da respiracdo basal do solo (RBS) e da atividade das
enzimas de solo (FDA, urease, B-glicosidase e fosfatase acida), que além de
favorecerem o aumento do volume de raizes, proporcionaram aumento dos teores de
P e Ca no solo. A melhoria da saude do solo favoreceu a absorcdo de nutrientes e o
acumulo de nutrientes na parte aérea. As variaveis que mais influenciaram o acumulo
de P na parte aérea foram volume radicular, teores de S, P e Ca no solo, teores de Fe
e Mn na parte aérea e raizes, eficiéncia do uso do S e Mg, acimulo e absorcédo de Fe
e Mn e RBS. Neste estudo, o alto teor de P inicial no solo possibilitou que a inoculacéo
com B. velezensis dispensasse a adubacéo fosfatada, pois a atividade microbiana
estimulou o crescimento radicular e aumentou a disponibilidade de P no solo, devido
a solubilizacéo de fosfato verificada através da elevada atividade da fosfatase acida,
o que favoreceu o acumulo de P na parte aérea. A inoculagdo também demonstrou o
potencial de B. velezensis UFV 3918 de sintetizar sideréforos, visto que houve
aumento do acumulo de Fe na parte aérea das plantas. Esses resultados tém
implicagbes importantes para o ecossistema e para a sustentabilidade, uma vez que
o P é um dos nutrientes mais limitantes nos sistemas de -cultivo agricola,
especialmente em condic¢fes tropicais, além disso, € um nutriente finito e insubstituivel
e 0S canaviais sado dependentes de altas doses de P, principalmente para sua
longevidade. Portanto, a inoculacdo com B. velezensis UFV 3918 é uma estratégia
viavel para otimizar o uso de fertilizantes fosfatados na cultura da cana-de-agucar e
os resultados fornecem apoio a pesquisas futuras que visem reduzir a utilizagao de

fertilizantes fosfatados.
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CONSIDERACOES FINAIS

A inoculacédo de Bacillus velezensis UFV 3918 nos minitoletes de cana-de-
acucar, associada ou nao a doses reduzidas de fosfato (Bv, Bv+1/3 MAP e Bv+2/3
MAP), melhorou as propriedades microbiolégicas do solo, com o aumento da
respiracéo basal do solo e da atividade das enzimas de solo, que juntamente com 0s
fitohormoénios produzidos pelas bactérias, estimularam o aumento do volume radicular
e, consequentemente, favoreceram a absorcdo e acumulo de nutrientes na parte
aérea, tais como K, P, Fe, B e Cu, e aumentaram a eficiéncia do uso do S e do Mg.
Além da inoculagao ter aumentado a atividade da fosfatase acida, o que possibilitou a
solubilizacdo de fosfato e garantiu maiores teores de P no solo, também promoveu
maior absorcdo e acumulo de Fe na parte aérea, demonstrando um potencial da cepa
UFV 3918 de sintetizar sideroforos.

A producédo de fitohorménios promotores do crescimento e o aumento da
disponibilidade de nutrientes favoreceram o aumento da area foliar e da densidade
estomatica, proporcionando incrementos nos teores de pigmentos fotossintéticos e na
taxa de assimilacdo de CO, fatores que contribuiram para 0 aumento da eficiéncia de
carboxilagcdo e garantiram o sucesso da producdo de biomassa da parte aérea em Bv
e Bv+1/3 MAP. Além disso, B. velezensis promoveu aumentos nos teores de agucares
e aminoacidos totais e na atividade da fosfatase acida foliar, refletindo a regulacdo do
metabolismo celular e o potencial de solubilizacéo de fosforo (P).

Neste estudo, o alto teor de P inicial permitiu que inoculagéo da cepa UFV 3918
dispensasse a adubacado fosfatada sem prejudicar a eficiéncia fotossintética e a
producdo de biomassa, além de garantir bom desempenho dos indicadores
microbiolégicos e proporcionar maior acumulo de P na parte aérea da cana-de-acucar.
Entretanto, de modo geral, & medida que houve aumento das doses de fosfato
monoamonico, ocorreu tendéncia de reducdo no potencial produtivo e eficiéncia
nutricional, portanto, em solos com teores muito altos de P, recomenda-se o uso de
B. velezensis isolado ou associado com 1/3 da dose recomendada de MAP.

Esses resultados tém implicagbes importantes para 0 ecossistema e para a
sustentabilidade, uma vez que o P € um dos nutrientes mais limitantes nos sistemas
de cultivo agricola, especialmente em condi¢fes tropicais, além de ser um nutriente
finito, insubstituivel e altamente demandado pelos canaviais. Portanto, a inoculacéo

com B. velezensis UFV 3918 é uma estratégia viavel para otimizar o uso de
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fertilizantes fosfatados na cultura da cana-de-agucar e os resultados fornecem apoio

a pesquisas futuras que visem reduzir a utilizacao de fertilizantes fosfatados.
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APENDICE A — Material suplementar do capitulo 1

Tabela S1 Equacdes de regressédo da altura do colmo, diametro do colmo, numero de perfilhos e area foliar da cana-de-acucar sob
tratamentos com e sem inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoaménico (MAP) ao longo das épocas
de avaliacao (30, 60, 90, 120, 150 e 180 DAP).

Tratamentos Altura do colmo (cm) Didmetro do colmo (mm)

TA Y =-5,7x107°x3 + 1,903x1072x2 — 0,7291x + 22,88 (R? = 0,99) =-1,61x1073x? + 0,4538x — 5,872 (R? = 0,92)

TC Y =—6,8x107°x% + 2,295x1072x? — 1,030x + 31,88 (R? = 0,99) Y =-1,60x1073x? + 0,4410x — 4,218 (R? = 0,93)

Bv Y =—6,9x1075x3 + 2,282x1072x2 — 0,8952x + 22,46 (R? = 0,99) Y =-1,87x107x? + 0,5153x — 7,757 (R? = 0,91)
Bv+1/3 MAP Y =-7,3x1075x3 + 2,415x1072x2 — 1,098x + 29,94 (R? = 0,99) Y =-1,62x1073x? + 0,4533x — 4,964 (R?=0,91)
Bv+2/3 MAP Y =-7,1x1075x3 + 2,409x1072x2 — 1,195x + 37,10 (R? = 0,99) =-1,63x1073x? + 0,4439x — 3,663 (R?=0,94)
Bv+3/3 MAP Y =-7,1x1075x3 + 2,334x1072x2 — 1,001x + 29,93 (R? = 0,99) Y =-1,75x107x? + 0,4767x — 5,109 (R? = 0,95)
Tratamentos Numero de perfilhos Area foliar (cm?)

TA Y =—4,81x107*x? + 0,1325x — 0,925 (R? = 0,79) Y =-2,14x1071x? + 66,13x — 1.861 (R? = 0,95)

TC Y =-6,00x10"*x? + 0,1510x — 0,625 (R? = 0,80) Y =-1,63x10"1x? + 57,72x — 1.454 (R? = 0,96)

Bv Y =-5,65x107x? + 0,1449x — 2,000 (R? = 0,83) Y =-1,95x1071x2 + 68,25x — 1.974 (R? = 0,95)
Bv+1/3 MAP =—4,27x10"x? + 0,1172x — 0,400 (R? = 0,83) =-1,80x10"x? + 61,43x — 1.656 (R? = 0,96)
Bv+2/3 MAP Y =-6,10x10"%x? + 0,1481x — 0,025 (R? = 0,67) Y =-1,54x10"1x? + 55,42x — 1.213 (R? = 0,99)
Bv+3/3 MAP Y =-3,42x107x? + 0,0976x — 0,175 (R? = 0,67) Y =-1,92x1071x2 + 64,32x — 1.568 (R? = 0,98)

As equacdes de regressao contemplam o comportamento dos tratamentos ao longo dos periodos de avaliagdo ao nivel de significancia de 5%. TA: testemunha

absoluta; TC: testemunha comercial.
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APENDICE B — Materiais suplementares do capitulo 2

Tabela S1 Equacdes de regressao para os teores de ferro (Fe), zinco (Zn), manganés (Mn), boro (B) e cobre (Cu) nas folhas,
bainhas, raizes e colmos da cana-de-agucar apos 180 dias de cultivo, sob tratamentos com e sem inoculagéo de B. velezensis UFV

3918 (Bv) e doses de fosfato monoamaonico (MAP).

Folhas Bainhas
Fe Y =7,62x1073x? — 0,2937x + 132,6 (R = 0,86) Y =—2,44x107%x3 + 4,08x1072x? — 1,482x + 135,8 (R? = 0,83)
Zn Y =2,96x107x? — 0,0821x + 21,86 (R? = 0,88) Y =—6,7x1075x3 + 9,88x10~3x? — 0,3266x + 20,64 (R?=0,81)
Mn Y =2,2x10"x3 + 3,55x1072x? — 1,366x + 124,4 (R> = 0,75) -
B - Y = 0,0488x + 31,11 (R2 = 0,85)
Raizes Colmos

Fe Y =-7,32x10"3 + 0,1193x% — 4,697x + 700,7 (R? = 0,73) -

Zn - Y =—7x107%3 + 1,07x10-3x? — 0,0188x + 11,97 (R? = 0,70)
Mn - Y =5,3x1073x% — 0,4320x + 95,52 (R? = 0,70)

B Y =—1,71x107%x? + 0,0495x + 36,39 (R? = 0,80) -

Cu Y =7,65x107*x? — 0,0584x + 10,57 (R? = 0,72) -

As equacées de regressio e o R? referem-se a associacdo entre B. velezensis UFV 3918 e doses de MAP ao nivel de significAncia de 5% (*). TA: testemunha

absoluta; TC: testemunha comercial.
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Tabela S2 Equacdes de regresséo para a absor¢cdo de macro e micronutrientes por
comprimento radicular da cana-de-acUcar cultivada sob tratamentos com e sem
inoculacéo de B. velezensis UFV 3918 (Bv) e doses de fosfato monoamoénico (MAP),

aos 180 dias apos o plantio.

Absorcédo de nutrientes por comprimento radicular

K Y = - 9,89x107x2 + 0,1382x + 12,84 (R? = 0,73)

N = — 5x10~%x2 + 0,0737x + 7,18 (R? = 0,71)

Ca Y = 9x1070x3 — 1,63x10-3x? + 0,0783x + 3,11 (R? = 0,94)
Mg Y = — 7,40x10°5x2 + 0,0124x + 1,33 (R? = 0,90)

P Y = —8,90x10°5x2 + 0,0126x + 1,22 (R? = 0,77)

S Y = —5,30x10°5x2 + 0,0073x + 0,69 (R2 = 0,70)

Fe Y = —7,35x1073x2 + 1,4780x + 143,70 (R? = 0,96)

Zn Y = - 1,37x10°3x2 + 0,1795x + 17,60 (R? = 0,89)
Mn = 4,62x1073x2 + 0,8730x + 115,70 (R? = 0,86)
B Y = - 2,87x1073x2 + 0,4058x + 32,58 (R2 = 0,88)

Cu Y =-2,69x107x? + 0,0583x + 7,77 (R?> = 0,93)

As equacdes de regressdo e o R? referem-se a associacéo entre B. velezensis UFV 3918 e doses de

MAP ao nivel de significancia de 5% (*).



