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RESUMO

Os efeitos da aplicacdo do adubo bioldgico Microgeo® acrescido da bactéria
Nitrospirillum amazonense foram avaliados em cana-de-agUcar a partir dos seguintes
tratamentos estabelecidos em casa-de-vegetagdo em um experimento inteiramente
casualizado: i) adubo biolégico produzido com Microgeo® acrescido de N.
amazonense; ii) adubo biolégico produzido com Microgeo® sem N. amazonense; iii)
inoculacdo de N. amazonense; e iv) aplicagdo de fertilizante mineral. O adubo
biolégico foi aplicado no sulco de plantio (200 Lhat) e na fase de pés-emergéncia (100
Lhat). Duas doses (100 e 200 mLhat) de N. amazonense (2x108 células viaveis mL-
1) foram quantificadas em cada tratamento contendo esta bactéria. Foram avaliados
0s seguintes parametros: numero de perfilhos, altura das plantas, diametro dos
colmos, nimero de colmos, comprimento da folha +3, largura da folha +3, nimero de
folhas verdes, area foliar, massa verde de folha, massa seca de folha. Logo apds a
realizacdo das determinacfes biométricas, procedeu-se a retirada de amostras de
solo e de foliar para a analise quimica. Constatou-se nos fatores quimicos do solo o
aumento do teor de enxofre nas folhas de cana que cresceram nos vasos que
receberam N. amazonense (100 mLha') combinado com adubo biolégico. Observou-
se aumento na largura da folha +3 e niumero de folhas verdes no tratamento com o
adubo bioldgico Microgeo® e N. amazonense, demonstrando efeito positivo dessa

combinagédo, mesmo considerando apenas o ciclo parcial da cultura.

Palavras-chave: bactéria promotora de crescimento; microbiota do solo;
sustentabilidade agroambiental.
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ABSTRACT

The effects of biological fertilizer prepared using Microgeo® (Microgeo® technology)
and N. amazonense strain application were evaluated on sugarcane plant based on
the following treatments established in a greenhouse entirely randomized experiment:
i) biological fertilizer prepared with Microgeo® plus N. amazonense; ii) biological
fertilizer prepared with Microgeo® without N. amazonense; iii) inoculation of N.
amazonense; iv) mineral fertilizer. The biological fertilizer was applied in the planting
furrow (200 Lha) and in the post-emergence phase (100 Lha'). Two doses (100 and
200 mLha) of N. amazonense (2x10% viable cells mL') were quantified in each
treatment containing this bacterium.The following parameters were evaluated. Number
of tillers, plant height, stem diameter, number of stems, leaf length +3, leaf width +3,
number of green leaves, leaf area, green leaf mass, dry leaf mass. Immediately after
carrying out the biometric measurements, soil and leaf samples were taken for
chemical analysis.There was an increase in the sulfur content of the sugarcane leaves
that grew in the pots that received N. amazonense (100 mLha?) combined with
biological fertilizer. An increase in leaf width +3 and number of green leaves was
observed in the treatment with Microgeo® technology and N. amazonense,
demonstrating a positive effect of this combination even considering only the partial
cycle of the culture.

Keywords: growth-promoting bacteria, soil microbiota, agro-environmental,

sustainability.
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1 INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-agucar (Saccharum spp.) inclui cerca de 10 milhdes
de hectares no Brasil, com um rendimento médio de 70 toneladas por hectare
(Conab, 2021). A cana-de-aclcar é uma graminea semi-perene pertencente
a familia Poaceae e ao género Saccharum e é altamente adaptada ao clima
tropical (MENEZES et al., 2012), sendo uma das culturas com maior importancia
econdmica no Brasil, utilizada principalmente para produzir agtcar e etanol.

O etanol é um combustivel renovavel, sendo o biocombustivel mais
consumido no Brasil e considerado uma melhor alternativa aos combustiveis
derivados de petréleo, como gasolina e diesel. Muitos estudos apontam redugéo
significativa no langcamento de poluentes na atmosfera com 0 seu uso
(AGARWAL, 2007; CHEN et al., 2011; GHAZIKHANI et al., 2013; YAO et al.,
2013; BILLAH et al., 2014; IODICE; SENATORE, 2014; NAJAFI et al., 2015).

Um dos principais objetivos do uso dos biocombustiveis é a troca de
combustiveis fésseis por recursos renovaveis e a contengédo das emissdes de
gases de efeito estufa. A queima de combustiveis fdésseis representa,
aproximadamente, 82% das emissbes dos gases causadores do efeito estufa
(Lal, 2004). Portanto, seja pela questdo ambiental global, seja pela importancia
em reduzir a dependéncia externa de energia, o etanol de cana-de-agucar, que
j& aponta resultados ambientais muito bons quando comparado a outras opg¢des
de biocombustiveis, representa uma alternativa viavel na substituicdo de
combustiveis fosseis.

Segundo Casa Grande (1996), a cana-de-agUcar € uma planta de
metabolismo C4. Ou seja, ela é considerada altamente eficiente na conversdo
de energia solar em energia quimica. Os processos de transformacgéo de energia
na cana-de-agUcar sdo efetivamente mais afetados pelos seguintes parametros
ambientais: luz (intensidade e quantidade), concentragdo de COy,
disponibilidade de &gua, nutrientes e calor. Entretanto, o uso de agua no
processo possui implicacdes relevantes, pois, para fixar por meio da fotossintese
uma mesma quantidade de CO. que uma planta C3, a planta C4, por acumular
esse gas nas referidas células, pode manter a abertura estomatica menor, o que,

necessariamente, implica em menores perdas de dgua. Com isso, pode-se dizer
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que as plantas C4 possuem maior eficiéncia de uso de 4gua. Essas condi¢bes
propiciam a maior fixacdo de carbono pela planta refletida pelo aumento da
producdo de biomassa total (raizes, colmo e folhas) e, portanto, na
produtividade. Mudancas climéticas propiciam alteragédo no balanco de carbono
da cultura, retirando mais gas carbdnico da atmosfera, fixando-o em maior
proporgdo. A cana-de-agUcar tem capacidade para absorgdo de carbono e maior
produtividade em condig6es de alta concentragdo de COs..

Os micro-organismos que usam nitrogénio na forma de gés, como
substrato para a enzima nitrogenase, sdo conhecidos como fixadores de
nitrogénio ou diazotroficos. Esses micro-organismos pertencem ao Dominio
Bactéria e, dentre estes, varios géneros foram descritos durante mais de 30 anos
de pesquisa.

De acordo com Scudeletti (2016), h& evidéncias de que o cultivo da cana-
de-agucar seja mais eficiente quando ha interacdo com bactérias diazotroficas,
principalmente as do género Azospirillum (Nitrospirillum amazonense,
anteriormente Azospirillum amazonense). N. amazonense pertencentes ao Filo
Proteobacteria, Classe alfa-proteobacteria que, além da fixacdo de nitrogénio
atmosférico, podem produzir fitorménios que promovem, na maioria dos casos,
efeitos positivos no crescimento vegetal e no rendimento. Além de bactérias do
género Nitrospirillum, espécies pertencentes a trés outros géneros foram
selecionadas pela EMBRAPA Agrobiologia para formulagéo de inoculante para
cana-de-agucar, reduzindo o uso de fertilizantes nitrogenados, todas isoladas de
tecidos de diferentes variedades de cana-de-acgucar (OLIVEIRA et al., 2002,
2006, REIS et al., 2009).

A utilizacdo de bactérias na agricultura pode ser uma alternativa para
diminuir o uso de fertilizantes agricolas e gerar aumento na produtividade
(HUNGRIA et al., 2010). A facilitagéo da aplicagcdo de inoculantes microbianos
por parte dos agricultores pode aumentar o uso dos mesmos, principalmente em
grandes extensfes de areas cultivadas, como € o caso da cultura canavieira no
Brasil.

A inoculacdo a base de bactérias diazotréficas em areas de cultivo de
cana-de-agucar tem poucos estudos combinados com tratos culturais, tais como

aplicacbes de defensivos e outras praticas de manejo adotadas com a cultura



15

canavieira. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito no solo e na cana-
planta da aplicacdo do adubo biolégico Microgeo® acrescido da bactéria N.
amazonense no solo durante o plantio e via foliar na fase de p6s-emergéncia das

plantas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biofertilizantes

Os biofertilizantes sélidos e liquidos s&o todos aqueles materiais de origem
vegetal ou animal, alguns considerados residuos ou rejeitos que podem ser
utilizados para adubar os solos e assim nutrir as culturas. Eles devem ter alto
valor agregado e baixo custo de aquisi¢cdo e produgéo. Podem ser produzidos a
partir de matérias primas proprias ou adquiridos de terceiros e se diferenciam
dos fertilizantes convencionais pela sua agao e atuagéo sobre o solo, as plantas
e 0 ambiente, onde normalmente tém efeitos positivos, produzindo menor
impacto comparado aos convencionais (NUNES, 2016).

Os biofertilizantes séo indicados para potencializar a fertilidade e
promover a elevagdo da atividade bioldgica do solo. Dentre 0os muitos produtos
gue podem ser indicados como adubo organico, destacam-se 0S estercos,
camas de aviério, palhas, restos vegetais e compostos (KIEHL, 1985).

Segundo Magro (1994), biofertilizantes sdo compostos bioativos, residuo
final da fermentagdo de compostos orgéanicos, contendo células vivas ou latentes
de micro-organismos (bactérias, leveduras, algas, protozoarios e fungos
filamentosos) e por seus metabdlitos, além de quelatos organominerais. S&o
produzidos em biodigestores por meio de fermentacéo aerdbica e/ou anaerébica
de material organico. Esse composto € rico em enzimas, antibiéticos, vitaminas,
toxinas, fendis, ésteres e acidos de acdo hormonal.

O adubo biolégico tem como objetivo restabelecer o microbioma do solo,
ou seja, restaurar o conjunto de micro-organismos que vivem e interagem com
as plantas e solo. Ao restaurar a biodiversidade microbiana do solo e estimular

seu microbioma, promove beneficios que atuam no condicionamento das
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propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, seja para agricultura,
pecuaria ou reflorestamento (MICROGEO, 2021).

2.2 Tecnologia Microgeo®

O Microgeo® é um componente balanceado que, junto com esterco bovino
ou contetido ruminal e 4gua, é utilizado para a produgéo do Adubo Biolégico por
meio do Processo de Compostagem Liquida Continua (CLC®) em Biofabricas
CLC® instaladas diretamente nas propriedades agricolas. Esta tecnologia é
recomendada com a finalidade de restabelecer o microbioma do solo, sendo
constituida por uma ampla biodiversidade microbiana autéctone da localidade de
aplicacdo do produto, a qual é proveniente de esterco bovino ou conteddo
ruminal (MICROGEO, 2021).

De facil manuseio, pode ser aplicado em pulverizacédo, fertirrigacédo e
hidroponia, sob qualquer temperatura, luminosidade e umidade, aliado com
defensivos quimicos, fertilizantes biolégicos, insumos foliares e vinhaca.

Destaca-se como beneficios da adubacéo biologica: a reestruturagcdo do
solo, a redugdo da compactagédo e da erosdo, o aumento da infiltragéo e a
retencdo de &gua no solo, a melhora no estande de plantio e enraizamento, a
potencializagéo da eficiéncia dos fertilizantes, o aumento da produtividade e da
lucratividade (MICROGEO, 2021).

A Biofébrica CLC® sdo tanques destinados a produgéo continua do adubo
biolégico com Microgeo®, é de facil instalacéo e operagdo em area que receba
luz solar direta e proxima de 4gua néo clorada. Deve ser dimensionada para
atender & dose de aplicagdo do adubo biolégico, além de nutrientes e
metabdlitos. A tecnologia Microgeo® é direcionada para agricultura, pecuaria e
reflorestamento. O Microgeo® é um produto que contém preparados
biodinadmicos elaborados a partir de plantas medicinais (milfolhas, camomila,
urtiga, casca-de-carvalho, dente-de-ledo e valeriana) que organizam o0s
processos de fermentacdo do composto e dos biofertilizantes e € recomendado
com a finalidade de nutrir as plantas cultivadas (D'ANDREA, 2003).
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2.3 Fixacgao Biol6gica do Nitrogénio

O nitrogénio é fundamental para o desenvolvimento das plantas e
essencial na constituicdo dos &cidos nucléicos, aminoacidos, proteinas,
expansdo da parte aérea e sistema radicular das plantas e ganho da matéria
seca. Esse elemento € encontrado com maior quantidade no ar atmosférico e
ocupa quase 80% do mesmo. Na forma de N2, que representa 99,96%, o mesmo
é indisponivel aos eucariontes, portanto, ndo pode ser utilizado pelas plantas.
Apenas 0,04% encontra-se presente na forma orgénica ou inorgéanica
(ROSWALL, 1979).

Rees et al. (2005) afirmam que a fixagdo de nitrogénio representa uma
das facetas do ciclo do nitrogénio que incidi a interconverséo global do nitrogénio
entre diferentes estados de oxidagdo. Posteriormente ao o ciclo metabdlico
atraves da biosfera, este mesmo nitrogénio retorna ao reservatorio atmosférico
por meio do processo de desnitrificac@o. Este ciclo necessita de um continuo
reabastecimento de nitrogénio ‘fixado’ ou convertido nas formas sollveis a partir,
principalmente, dos micro-organismos fixadores.

O gés nitrogénio (N2) € pouco reativo, somente algumas espécies de
micro-organismos procarioticos possuem o0 complexo enzimético chamado
nitrogenase necessario para converté-lo em amonia, que € sucessivamente
assimilada em aminoé&cidos e proteinas. Essa reagcdo é chamada de fixagdo
biologica de nitrogénio (FBN) (NEVES e RUMJANEK, 1998), a qual se compde
na principal via de entrada, fornecendo nitrogénio aos sistemas vivos. A
participacdo da FBN no ciclo biogeoquimico do nitrogénio é especialmente
importante visto que a acdo das bactérias diazotroficas é responsavel por cerca
de 60% do nitrogénio anualmente fixado na Terra (KIM & REES, 1994).

Entre as bactérias associadas a cana-de-agucar destacam-se as espécies
Gluconacetobacterdiazotrophicus (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988),
Azoarcusspp. (REINHOLD-HUREK et al., 1993), Herbaspirillumseropedicae
(BALDANI et al., 1986), Herbaspirillumrubrisubalbicans (GILLIS et al., 1991,
BALDANI et al., 1996) e Burkholderiaspp. (YABUUCHI et al., 1992; BALDANI et
al., 1997).

Espécies Nitrospirilum amazonense, anteriormente pertencente ao

género Azospirillum, classificado como Azospirillum amazonense (LIN et al.,
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2014), é uma bactéria que pode fixar nitrogénio e, de muitas outras maneiras,
realizar o crescimento das plantas que coloniza. Em outros estudos, promogéo
do crescimento, independentemente da contribuigdo para suprimento de
nitrogénio, foi responsavel pelo aumento de massa e teor de agUcar das
variedades de cana inoculado com uma mistura de cinco cepas bacterianas,
incluindo N. amazonense (SCHULTZ et al., 2014, 2016). Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o crescimento, o desenvolvimento e
o rendimento de cana depois de aplicagdo da bactéria diazotréfica N.

amazonense.

3 OBJETIVO GERAL

Este estudo foi delineado com o objetivo de avaliar o efeito no solo e na
cana-planta da aplicagdo da tecnologia Microgeo®, acrescido da estirpe de N.
amazonense no solo no momento do plantio e via foliar na fase de poés-

emergéncia das plantas.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Analisar fatores quimicos do solo cultivado com cana-de-aglicar em
tratamentos experimentais contendo adubo biolégico Microgeo® e N.

amazonense;

ii) Avaliar caracteristicas morfologicas e fenologicas de plantas de cana-de-
aclcar cultivadas em solo contendo adubo biolgico Microgeo® e N.

amazonense;

iif) Avaliar caracteristicas quimicas foliares de plantas de cana-de-agucar

cultivadas em solo contendo adubo bioldgico Microgeo® e N. amazonense.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. Crescimento da Estirpe de N. amazonense em Laboratorio

A estirpe BR11145 de N. amazonense, proveniente da cole¢ao de cultura
do Centro de Recursos Biologicos Johanna Débereiner (CRB-JD) da EMBRAPA
Agrobiologia, foi inicialmente crescida em meio LGI (Figura 1). O meio LGI foi
preparado de acordo com o documento EMBRAPA n° 110 Protocolos para
Preparo de Meios de Cultura da Embrapa Agrobiologia (D6bereiner,1999).Todo
material utilizado no cultivo e preparo da curva de crescimento foi previamente

esterilizado por meio de autoclavagem.

Figura 1- Estirpe de Nitrospirillum amazonense fornecida pelo Centro de Recursos Bioldgicos
Johanna Ddébereiner (CRB-JD) da EMBRAPA-Agrobiologia

A replicacdo da bactéria N. amazonense foi realizada no Laboratorio de
Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA)
da Universidade de Sao Paulo (USP), Campus de Piracicaba. As placas foram
incubadas em camara de germinacéo tipo BOD a 30°C por cerca de dois dias

até o crescimento das colbnias (Figura 2).
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Figura 2— Placa de Petri contendo meio de cultura LGI e col6nias de Nitrospirillum
amazonense apos sete dias de incubagdo em BOD a 30°C

As colbnias bem definidas foram transplantadas com palito de madeira
estéril para trés frascos erlenmeyer de 100 mL contendo 50 mL de meio LGl
liquido. Um frasco foi mantido como controle (branco), o qual continha somente
0 meio de cultura, no sentido de monitorar quaisquer contaminacdes ao longo do
procedimento. Foram utilizadas “rolhas de gaze” como tampa para facilitarem a
aeracao. Esses frascos de pré-cultura no meio liquido foram incubados em BOD
a 30°C sob agitacdo constante a 120 rpm durante 24 horas. Para a preparacdo
da cultura definitiva, a qual foi utilizada para a elaboragcdo da curva de
crescimento, foi transferido 1 mL da pré-cultura para novos frascos erlenmeyer
contendo 50 mL de meio LGI e mantidos sob as mesmas condi¢des. Um frasco
foi mantido sem inoculagéo da pré-cultura e utilizado como controle.

Para elaboracdo da curva de crescimento de N. amazonense foram
coletados dez pontos da cultura durante 22 horas de incubacéo, partindo-se do
tempo O (minuto inicial apds a transferéncia da pré-cultura) ao longo de 22 horas,
mantendo-se um intervalo de quatro a seis horas, aproximadamente, entre eles.
Em cada ponto foi medido a OD (densidade Optica) a 540 nm em aparelho
espectrofotometro Nanodrop (Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc.,
Wilmington, DE, USA) e realizada diluicdo seriada em solu¢cdo NaCl 0,9% com
plagueamento em meio solido para contagem de UFCs (unidades formadoras de
colbnias).

A estirpe BR11145 de N. amazonense foi crescida em meio de cultura LGl
por 96 horas, no escuro a 30 °C (Figura 2). A coloracdo azulada do meio
contendo indicador azul de bromofenol revela elevagédo do pH resultante do

metabolismo de N. amazonense (Figura 3).
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Figura 3- Crescimento da estirpe BR11145 de Nitrospirillum amazonense em meio de cultura
LGI

A concentragdo de 2x108 células viaveis mL?! foi determinada por
densidade oOptica a 640 nm do meio de cultura com base em curva de
crescimento de N. amazonense ao longo de 40 horas de incubagédo a 30 °C e
180 rpm de agitacao (Figura 4).
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Figura 4- Curva de crescimento de Nitrospirillum amazonense cultivada em meio liquido LGI a

30°C e 180 rpm de agitacdo

5.2. Experimento em casa-de-vegetacéao

Entre os meses de agosto de 2019 e fevereiro de 2020, em casa-de-

vegetacdo pertencente a Universidade Brasil, Campus Fernanddpolis/SP,
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localizada entre as coordenadas 20°16’ latitude sul e 50°17' longitude oeste, foi
realizado o plantio de cana-de-aclcar com a aplicacdo do adubo biolégico
Microgeo® e da bactéria N. amazonense.

De acordo com a classificacdo Koppen, o clima da regido € tropical umido,
Vvisto que possui inverno seco e ameno e veréo quente e chuvoso (ROLIM et al.,
2007), com precipitacdo média anual de 1.321 mm e 8 meses de déficits hidricos
(LIMA et al., 2009).

O adubo biolégico Microgeo® foi produzido por meio do Processo de
Compostagem Liquida Continua — CLC®. Para tanto, no dia 26 de julho de 2019,
instalou-se uma biofabrica CLC® em uma area sob incidéncia de luz solar direta,
utilizando-se um tanque plastico de 180 litros ao qual foi adicionado 15% de
esterco bovino proveniente do rebanho da Universidade Brasil, 2,5% de
Microgeo® START (recomendacdo do fabricante) e agua limpa ndo clorada
(Figura 5). O adubo biolégico foi diariamente agitado com o auxilio de uma haste

de madeira e, ap6s 15 dias da instalagdo, estava pronto para ser utilizado.

ribgd

Figura 5 - Biofabrica para compostagem liquida continua (CLC) instalada no Campus de

Fernanddpolis da Universidade Brasil

Vinte e quatro vasos plasticos de 110 litros de capacidade foram
preenchidos com 90 kg de solo classificado como Argissolo Vermelho Amarelo
eutréfico abruptico, textura arenosa/média (OLIVEIRA et al., 1999), ap6s a
adicao de fina camada de pedra britada recoberta com tela de sombrite no fundo
do recipiente.
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No momento do plantio, no dia 31 de agosto de 2019, o solo dos vasos foi
adubado com 27 kg ha! de N, 135 kg ha! de P,Os e 135 kg ha! de KO,
utilizando-se ureia como fonte nitrogenada, superfosfato simples como fonte
fosfatada e cloreto de potassio como fonte potassica, segundo recomendacao
de Raij et al. (1997). A quantidade de adubo foi calculada levando-se em
consideracéo a area de vaso, sendo o fertilizante incorporado ao solo na regido
onde as mudas de cana-de-agucar foram plantadas.

Assim, em cada vaso, foram plantadas trés mudas pré-brotadas de cana-
de-aclcar da cultivar IACSP01-5503, com cerca de 30 cm de altura, sendo

estabelecidos os seguintes tratamentos:

i) aplicagdo do adubo biolégico Microgeo® acrescido de N. amazonense no
momento da aplicacao;

i) aplicagdo do adubo biolégico Microgeo® sem acréscimo de N. amazonense;

iif) inoculagéo de N. amazonense no sulco durante o plantio das mudas;

iv) fertilizacdo mineral do solo sem aplicagdo de adubo biolégico Microgeo® e N.

amazonense.

A adubagéo biolégica foi realizada na dose de 100 L ha no sulco de
plantio (dose em experimento de teste) e 200 L ha nos pés emergéncia (dose
recomendada pela Embrapa). Duas doses (100 e 200 mL ha?l) de N.
amazonense (2x108 células viaveis mL*) foram avaliadas em cada tratamento
envolvendo esta bactéria.

Para tanto, uma aliquota de 0,5 L de Microgeo® foi retirada da biofabrica
e as particulas em suspenséo foram eliminadas. Para a aplicagéo de Microgeo®
e da bactéria N. amazonense nas doses avaliadas, utilizou-se uma pipeta
volumétrica automatica (Figura 6). Em todos os tratamentos, a dose foi dividida
igualmente entre as trés plantas de cana-de-agUcar imediatamente apds o

plantio.
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Figura 6 — Aplicagéo do adubo bioldgico Microgeo® e da bactéria Nitrospirillum amazonense no
momento do plantio das mudas pré-brotadas de cana-de-agucar

Os vasos foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado no interior da casa-de-vegetacdo, conforme ilustrado na Figura 7.
Os tratamentos com a bactéria N. amazonense nas doses 100 e 200 mL ha?
foram instalados com trés repeticbes e os demais com seis repeticdes cada,

totalizando 24 vasos (Figura 8).
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Figura7 — Croqui da disposicdo dos vasos contendo os tratamentos experimentais no interior
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Figura 8-Imagem do experimento registrada em 4 de setembro de 2019 na Universidade
Brasil, Campus de Fernandopolis

A irrigacao foi manual e realizada em dias alternados com 1,4 L de agua
nao clorada por vaso durante os primeiros 30 dias apds o plantio (DAP). Dos 30
aos 60 DAP, utilizou-se 2,8 L/vaso e, ap0s, 5,0 L/vaso de agua, também em dias
alternados. Essa programacao foi determinada com base na capacidade de agua
disponivel média do solo utilizado (0,63 mm cm?), a partir do modelo de van den
Berg (2000), e na evapotranspiracdo média da cultura (4,0 mm dia') (LIMA et
al., 2009).

O adubo bioldgico no interior da biofabrica, foi constantemente agitado e
aos 43 dias apos a instalacdo da biofabrica, foi reinoculado com 3 kg de
Microgeo® e, em seguida, homogeneizado.

No dia 24 de outubro de 2019 (54 DAP), foi realizada uma segunda
aplicacdo de Microgeo® na dose de 200 L ha? via foliar, apenas no tratamento
contendo Microgeo®, utilizando-se um pulverizador manual.

Aos 60 DAP, foi realizada uma adubacéo de cobertura com 40 kg ha* de
nitrogénio, utilizando-se ureia como fonte nitrogenada em todos o0s vasos.

As plantas se desenvolveram sem intercorréncia de pragas ou doencgas,
e, quando necessario, foi realizada uma capina manual para a retirada de plantas

daninhas dos vasos.
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5.2.1. Avaliagdes Biométricas

O experimento foi finalizado no dia 11 de fevereiro de 2020 (164 DAP),
sendo realizadas as seguintes avaliacdes morfolégicas:
- numero de perfilhos: contagem direta dos perfilhos em cada planta aos 45, 110
e 164 DAP, obtendo-se, em seguida, a média por vaso;
- altura das plantas: realizada com auxilio de uma régua graduada do colo da
planta até a insergdo da folha +1, em todos os perfilhos de cada planta, obtendo-
se, em seguida, a média por vaso em cm,;
- diametro dos colmos: realizada a cerca de 5 cm do nivel do solo na regido
central do intern6dio com uso de um paquimetro digital (Figura 9), obtendo-se
as medidas de todos os colmos de cada planta, calculando-se, em seguida, a

média por vaso em mm;

Figura 9— Avaliacdo do didmetro do colmo utilizando paquimetro digital

- numero de colmos: contagem direta dos colmos visiveis em cada planta,
obtendo-se, em seguida, a média por vaso;

- comprimento da folha +3: efetuado com o uso de uma trena, determinando-se
o comprimento da folha +3 em todos os perfilhos de cada planta (Figura 10),

calculando-se, em seguida, a média por vaso em cm.
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\;

Figura 10— Técnico da Universidade Brasil determinando o comprimento da folha em planta
crescida nas condi¢des avaliadas no experimento em casa-de-vegetacao

- largura da folha +3: efetuado com o0 uso de um paquimetro digital,
determinando-se a largura da folha +3 na por¢cdo mediana em todos os perfilhos
de cada planta, calculando-se, em seguida, a média por vaso em mm;

- numero de folhas verdes: contagem de folhas totalmente expandida com um
minimo de 20% de area verde, contada a partir da folha +1 em todos os perfilhos
de cada planta, calculando-se, em seguida, a média por vaso;

- &rea foliar: foi estimada por meio da contagem do numero de folhas verdes e
pelas medi¢cdes nas folhas +3 (comprimento e largura), segundo metodologia
descrita por Hermann &Camara (1999): AF = Cx Lx0,75x(N + 2), em que C é 0
comprimento da folha +3, L é a largura da folha +3, 0,75 é o fator de correcao
para area foliar da cultura, e N € o nimero de folhas abertas com pelo menos
20% de éarea verde;

- massa verde de folha: as folhas de todas as plantas de cada vaso foram
retiradas e pesadas em balanca com precisao de 0,01 gramas;

- massa seca de folha: as folhas de cada vaso foram acondicionadas em sacos
de papel, secas em estufa de circulagdo de ar (72°C até massa constante) e

pesadas em balanca com preciséo de 0,01 gramas.
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5.2.2. Analises Quimicas de Amostras de Solo e Foliar

Logo apo6s a realizagdo das determinacdes biométricas, procedeu-se a
retirada de amostras de solo e de foliar para a analise quimica. A amostra de
solo consistiu na retirada com um trado de trés subamostras por vaso que foram,
posteriormente, homogeneizadas e reduzidas para a remessa ao laboratorio do
Instituto Brasileiro de Andlises - IBRA, localizado na cidade de Sumaré/SP.

O pH do solo foi medido em uma suspenséo solo: 4gua 1: 2,5. Al, Ca e
Mg trocaveis foram extraidos com KCI 1 M. Calcio e Mg foram determinados por
espectrometria de absorcao atdmica e Al por titulagio 4cido-base. O fésforo e o
K foram extraidos por resina de troca ibnica. A acidez potencial (H + Al) foi
estimada por uma equagao baseada no pH determinado em solugéo tampéo
SMP (pH SMP). Os micronutrientes disponiveis (Fe, Mn, Zn e Cu) foram
extraidos por Mehlich 1 e determinados por espectrofotometria de absorgéo
atbmica. O boro foi extraido com agua quente e determinado por
espectrofotometria com azometina-H a 420 nm. Alguns dos resultados
permitiram o calculo de outros pardmetros como bases trocaveis (SB), a soma
de Ca, Mg e K; capacidade de troca catidnica (CTC), a soma de Ca, Mg, K, Al e
H; saturacdo por bases (V%), relagédo percentual entre SB e CTC; e saturacao
de Al (m%), a relacdo percentual entre Al trocavel e CTC (RAIJ, 2001).

As amostras de folhas foram coletadas aos 164 DAP, no momento da
determinagdo da biometria das plantas. De cada vaso foram retiradas doze
folhas folhas abertas com pelo menos 20% de area verde (quatro folhas de cada
planta do vaso). Os materiais vegetais foram moidos separadamente,
identificadas, embaladas em sacos de papel e encaminhadas ao laboratério do
Instituto Brasileiro de Analises — IBRA para determinag&o de N (g/kg), P (g/kg),
K (9/kg), Ca (9/kg), Mg (g/kg), S (9/kg), B (mg/kg), Cu (mg/kg), Fe (mg/kg), Mn
(mg/kg), Zn (mg/kg) e Al (mg/kg), segundo metodologia descrita em Bataglia et
al. (1983).

5.2.3. Andlise Estatistica
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Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio da
analise de variancia, com o teste F. Quando houve significancia, foi aplicado o
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para a comparagdo de médias.
Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2000).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Fatores quimicos do solo

Na Tabela 1, foram apresentados os resultados dos fatores quimicos do
solo cultivado com cana-de-agucar em diferentes tratamentos. Os dados indicam
aumento significativo no teor de enxofre no solo dos tratamentos com
Nitrospirillum amazonense (100 mL hal) e em maior quantidade no adubo

bioldgico Microgeo® + N. amazonense.
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Tabela 1. Fatores quimicos do solo cultivado com cana-de-aglicar em tratamentos experimentais contendo adubo biolégico Microgeo® e Nitrospirillum
amazonense

Fatores Tratamentos experimentais Estatistica
quimicos do  Adubo Nitropirillum Nitrospirillum Adubo biolégico  Testemunha (ANOVA)
solo biolégico amazonense amazonense Microgeo® + N.

Microgeo® (200 mLha) (100 mL ha't) amazonense
P 13,8%°Aa+7,2 11,3aA+1,1 8,3aA+1,5 18,0AAa+11,8 13,3aa+3,5
MO 14,5Aa+0,8 15,0aA+1,0 14,3aA+1,5 14,7AAa+0,5 14,0aa+0,9
pH (CacCly) 5,1Aa+0,1 5,07aA+0,1 5,1aA+0 5,2AAa+0,1 5,2aa+0,1 o
K 2,3Aa+0,4 2,3aA+0,3 2,2aA+0,2 2,2AAa+0,6 2,1aa+0,2 o
Ca 22,0Aa+1,7 23,0aA+1,0 23,0aA+2,0 25,0AAa16,0 24 5aa+3,9
Mg 11,0Aa+1,3 10,7bA+0,6 12,7aA+0,6 12,2AAa+1,6 13,7aa+3,1
Na 1,25Aa+0,2 1,3aA10,1 1,5aA+0,2 1,2AAa+0,3 1,3aa+0,1 o
H+Al 23,7Aa+0,8 23,7aA+1,1 22,7aA+0,6 23,3AAa+1,0 23,2aa+1,3 o
CTC 60,1Aa+2,8 60,9aA+2,8 62,0aA+3,1 64,0AAa+7,8 65,0aat6,1
SB 36,4A+2.5 37,3aA+1,8 39,4aA+2,5 40,6AAat7,1 41,9aa+6,7 *
V% 60,5Aa+1,8 61,0aA+1,0 63,7aA+1,1 63,3AAa+3,1 64,0aat4,6 **
S 12,7A+7,2 15,0aA+3,6 7,7bB+1,5 12,8AAa+3,9 18,8aa+4,9 **
B 0,7Aa+0,1 0,7aA+0,2 0,8aA+0,2 0,8AAa+0,2 0,8aa+0,1
Cu 0,7Aa+0,1 0,6aA+0,1 0,6aA+0,1 0,7AAa+0,1 0,6aa+0,1
Fe 37,2Aat7,5 38,3aAt4,2 38,0aA+3,5 35,0AAa+4,3 35,3aa+3,7 o
Mn 11,7Aa+1,9 11,2aA+0,9 12,0aA+0,9 11,3AAatl,5 10,9aa+1,1 *
Zn 1,5Aa+0,3 1,3aA+0,2 1,0aA+0,2 1,8AAa+0,7 1,5aa+0,3

®Média calculada com base nas replicadas.

Teste Tukey (P< 0.05) foi conduzido considerando: adubo biolégico produzido com Microgeo®vs. adubo bioldgico produzido com Microgeo® + N. amazonense
(letras mailsculas em negrito), N. amazonense 200 mL/ha vs. N. amazonense 100 mL/ha (letras minlUsculas sem negrito), N. amazonense (200 e 100 mL/ha)
vs. adubo biolégico produzido com Microgeo® + N. amazonense (letras maitisculas sem negrito), adubo biolégico produzido com Microgeo® + N. amazonense
vs. Testemunha (letras minGsculas em negrito), adubo biolégico produzido com Microgeo® vs. Testemunha (letras minlsculas sem negrito em italico). As
comparacdes sao interpretaveis nas linhas.

N (g/kg), P (g/kg), K (g/kg), Ca (g/kg), Mg (g/kg), S (g/kg), B (mg/kg), Cu (mg/kg), Fe (mg/kg), Mn (mg/kg), Zn (mg/kg) e Al (mg/kg)

ANOVA, nivel de significancia: ns: P> 0.05; *P< 0.05, *P< 0.01.



O enxofre combinado com o nitrogénio aumenta o teor de metionina nas
proteinas dos cereais, melhorando sua qualidade nutritiva, consequentemente,
elevando a producdo de colmos e o teor de sacarose na cana-de-agucar
(MALAVOLTA & MORAIS, 2007). Segundo Malavolta (1996), o elemento enxofre
influencia em numerosos compostos, como aminoécidos e proteinas,
coenzimas, sulfolipideos, flavondides, lipideos, glucosinolatos, polissacarideos,
compostos ndo saturados, sulfoxidos, alcaloides, nucleotideos, compostos
reduzidos, entre outros. Aliado com o nitrogénio, o enxofre participa de todas as
funcdes e processos vitais da planta, desde a absorcgédo ibnica, aos papéis dos
acidos nucleicos (RNA e DNA), inclusive controle hormonal para o crescimento
e a diferenciagdo celular. Portanto, a existéncia de uma relagéo
nitrogénio/enxofre esta associada com o crescimento e a produc¢do da planta.

O enxofre é importante ndo s6 como nutriente, mas como mecanismo de
defesa da planta contra pragas e doengas. Ainda, o enxofre compbe a
ferredoxina, molécula responsavel pela transferéncia de elétrons na
fotossintese, na fixacdo de nitrogénio atmosférico, na reducéo de compostos
oxidados, tal como o nitrato (MENGEL & KIRKBY, 2001) e influencia, também,
nos teores de clorofila, o qual se eleva nas plantas que recebem adubacéo
sulfatada (TISDALE, 1977).

Deficiéncia e diminuicdo na produgédo das culturas podem acontecer
quando os teores de enxofre na forma de SO+ (S-S04%) na camada 0-20 cm
do solo forem menor que 10 mg dm? (MALAVOLTA & MORAES, 2007). A
caréncia de enxofre causa diminuicdo da producdo de aminoacidos e as
proteinas que os contém n&do poderdo ser formadas. Portanto, plantas
insuficientemente abastecidas com enxofre ndo conseguem assimilar o
nitrogénio em proteinas e o mesmo se acumula na forma de aminas, amidas e
aminoécidos soluveis, assim, os sintomas de deficiéncia de enxofre relembram
os de nitrogénio: plantas cloréticas e mal desenvolvidas. A clorose causada pela
deficiéncia de enxofre surge primeiramente nas folhas jovens, pois o elemento
nao se redistribui das partes mais velhas (VITTI, 1989; EPSTEIN & BLOOM,
2006).

Apesar da néo diferenca estatistica, vale ressaltar que o teor médio de

fésforo no solo no tratamento com adubo biolégico produzido com Microgeo® +
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N. amazonense (18 g/kg) foi maior quando comparado aos demais tratamentos
(adubo biolégico produzido com Microgeo®, N. amazonense (200 mL/ha), N.
amazonense (100 mL/ha) e Testemunha: 13,8; 11,3; 8,3; 13,3 g/kg,
respectivamente). Esta tendéncia indica uma sinergia positiva entre a tecnologia
Microgeo® e o N. amazonense a este macronutriente de alta relevancia na

agricultura.

6.2. Composi¢cdo morfolégica das plantas de cana-de-agUcar

Na Tabela 2 foram apresentados os resultados da composicao
morfologica das plantas de cana-de-acUcar crescidas nos diferentes tratamentos
avaliados neste estudo. Os dados mostram aumento significativo nos aspectos
de largura da folha + 3, o niumero de folhas verdes nos tratamentos Testemunha
e em maior quantidade nos tratamentos contendo adubo biolégico produzido

com Microgeo® + N. amazonense.
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Tabela 2. Composicéo morfoldgica de plantas de cana-de-aglcar cultivadas em solo contendo adubo biolégico Microgeo® e Nitrospirillum amazonense

Tratamentos experimentais

Composicao Adubo biolégico Nitropirillum Nitrospirillum Adubo biolégico Estatistica

Morfolégica Microgeo® amazonense amazonense Microgeo® + N. Testemunha (ANOVA)
(200 mL/ha) (100 mL/ha) amazonense

Perfilhos 15/07 7,0°Aa+1,24 6,45aA+0,67 4,77bA+0,50 5,94AAa+0,82 5,95aa+1,32

Perfilhos 10/02 4,16Aa+0,54 5,11aA+0,69 4,22aA+1,07 4,16AAa+075 3,99aa+0,50

Altura da planta (cm) 928,82Aa+88,95 898,9aA+64,07 983,97aA+82,98 1020,78AAa+118,88 948,11aa+98,34

Didmetro do colmo (mm) 183,71Aa+1,20 183,91aA+0,26 183,46aA+0,54 183,11AAa+2,38 183,83aa+0,85

Numero de colmos 3,33Aa+0,84 3,99aA+0,66 3,22aA+0,84 3,22AAa+0,65 3,47aa+0,27

Comprimento +3 1,35Aa+0,05 1,37aA+0,05 1,33aA+0,12 1,36AAa+0,04 1,34aa+0,06

Largura da folha +3 194,40Aa+3,30 196,62aA16,41 192,46aA+0,84 196,75AAa+3,30 187,48bb+1,17 *

N° de folhas verdes 4,20Aa+0,6 4,05aA+0,6 4,96aA+0,51 5,17AAa+0,35 4,05ba+0,23 *

Massa verde de folha
Massa seca de folha

1511,61Aa+245,16
472,23Aa+57,09

1910,94aA+387,75
552,27aA+43,49

1577,89aA+286,81
472,46aA+66,87

1768,80AAa+598,53
508,72AAa+159,84

1708,51aa+173,99
536,22aa+46,52

®Média calculada com base nas replicadas.
Teste Tukey (P< 0.05) foi conduzido considerando: adubo biolégico produzido com Microgeo®vs. adubo bioldgico produzido com Microgeo® + N. amazonense
(letras mailsculas em negrito), N. amazonense 200 mL/ha vs. N. amazonense 100 mL/ha (letras minlUsculas sem negrito), N. amazonense (200 e 100 mL/ha)
vs. adubo biolégico produzido com Microgeo® + N. amazonense (letras maitisculas sem negrito), adubo biolégico produzido com Microgeo® + N. amazonense
vs. Testemunha (letras mindsculas em negrito), adubo bioldgico produzido com Microgeo® vs. Testemunha (letras minGsculas sem negrito em itélico). As
comparacdes sao interpretaveis nas linhas.
ANOVA, nivel de significancia: ns: P> 0.05; *P< 0.05, *P< 0.01.
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A folha é, a principio, o 6rgdo que melhor sinaliza o estado nutricional da
planta e permite avaliar, de forma indireta, a fertilidade do solo e se ha a
necessidade de adubacgéo. A folha utilizada para a diagnose, bem como a faixa
de teores foliares considerada adequada, varia de acordo com a espécie vegetal
e com diversos fatores, a saber: época e procedimento de coleta de amostras,
potencial produtivo da lavoura e eficiéencia varietal (MALAVOLTA, VITTI &
OLIVEIRA, 1997). Lucchesi (1987) explanou que o aumento da area foliar induz
um aumento na capacidade da planta de absorver a energia solar para a
realizacdo da fotossintese e, desta forma, este critério pode ser utilizado para
indicar a produtividade.

As folhas sdo responsaveis diretamente pela transformacgdo da energia
solar em energia quimica através da fotossintese, por isso, a baixa
disponibilidade de enxofre no solo vem acarretando significativa redugéo da
producdo de biomassa e na qualidade das plantas, pois est4 atrelado as varias
funcdes biolégicas esséncias que desempenham papéis criticos, incluindo o
papel de compostos organicos como aminoacidos, vitaminas, acetil-CoA e
atividades de muitas enzimas que participam da fotossintese e do metabolismo
do nitrogénio (PANDEY et al., 2009;SHAH et al., 2013).

6.3. Caracteristicas quimicas foliares

Na Tabela 3, foram apresentados os resultados das analises quimicas
foliares das plantas de cana-de-agucar crescidas nos diferentes tratamentos
avaliados. Os resultados mostram aumento significativo nos teores de enxofre
no tratamento contendo adubo biolégico produzido com Microgeo® + N.

amazonense.
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Tabela 3. Caracteristicas quimicas foliares de plantas de cana-de-agUcar cultivadas em solo contendo a adubo biolégico Microgeo® e
Nitrospirillum amazonense

Tratamentos experimentais

Caracteristicas Adubo biologico Nitropirillum Nitrospirillum Adubo biolégico Estatistica

guimicas foliares Microgeo® amazonense amazonense Microgeo® + N. Testemunha (ANOVA)
9 (200 mL/ha) (100 mL/ha) amazonense

N (g/kg) 9,0Aa+1,8 8,11aA+2,09 8,20aA+0,91 9,35AAa+1,69 7,57aa+3,49

P (g/kg) 0,71Aat,011 0,61aA+0,11 0,71aA+0,17 0,73AAa+0,11 0,76aa+0,22

K (g/kg) 10,79Aa+2,33 10,08aA+1,69 9,58aA+2,12 9,66AAa+2,07 10,35aa+1,97

Ca (g/kg) 2,87Aa+0,30 3,0aA+0,25 2,83aA+0,62 3,12AAa+0,68 2,92aa+0,60

Mg (g/kg) 1,54aA+0,13 1,5aA+0,07 1,42aA+0,21 1,60AAa+0,17 1,57aa+0,13

S (g/kg) 1,20Aa+0,27 1,10bA+0,28 1,46aA+0,30 1,86AAa+0,57 1,04bat0,33 *

B (mg/kg) 26,41Aa+22,53 11,58a+4,20 34,14a+35,94 16,35Aa+13,64 14,80aa+6,18

Cu (mg/kg) 15,58Aa+5,47 17,0aA19,5 11,66aA+2,92 16,41AAa16,85 15,0aat4,73

Fe (mg/kg) 145,91Aa+55,81  141,5aA+19,01 124,16aA+10,25 133,91AA+22,59 149,64aa+32,89

Mn (mg/kg) 84,82Aa+19,39 90,03aA+27,96 76,18aA+9,76 82,77AAa+13,05 81,23aa+9,37

Zn (mg/kg) 46,25Aa+19,60 42,83aA+11,51 36,5aA+3,77 41,83AAa+9,05 39,64aa+10,17

Al (mg/kg) 125,66Aa+66,44  120,71aA+43,36  114,3aA+19,8 92,93AAa+27,46 123,51aa+48,24

®Média calculada com base nas replicadas.

Teste Tukey (P< 0.05) foi conduzido considerando: adubo biolégico produzido com Microgeo®vs. adubo bioldgico produzido com Microgeo® + N. amazonense
(letras mailsculas em negrito), N. amazonense 200 mL/ha vs. N. amazonense 100 mL/ha (letras minlUsculas sem negrito), N. amazonense (200 e 100 mL/ha)
vs. adubo biolégico produzido com Microgeo® + N. amazonense (letras maitisculas sem negrito), adubo biolégico produzido com Microgeo® + N. amazonense
vs. Testemunha (letras mindisculas em negrito), adubo biolégico produzido com Microgeo® vs. Testemunha (letras minlisculas sem negrito em italico). As

comparacdes sao interpretaveis nas linhas.
ANOVA, nivel de significancia: ns: P> 0.05; *P< 0.05, *P< 0.01.



Ha efeito positivo da combinacdo do adubo biolégico produzido com
Microgeo®e N. amazonense na area foliar e nimero de folhas verdes. Por meio
da andlise estatisticas dos fatores quimicos do material foliar, é possivel
observar que esta combinagdo aumentou o teor de enxofre na folha da cana-de-
acucar. O enxofre desempenha fun¢des vitais no metabolismo das plantas por
ser componente importante de aminoacidos (cistina, cisteina, metionina e
taurina), proteina, coenzimas (tiamina e biotina) e ésteres com polissacarideos
(COLEMAN, 1966; MALAVOLTA, VITTI & OLIVEIRA, 1997; CRAWFORD et al.,
2000). A presenca de enxofre ajuda a evitar a clorose nas folhas (VITTI, 1989;
EPSTEIN & BLOOM, 2006).

No solo, as diferengas significativas (pH, Na, V%, K, H+Al, Mn) foram a
Testemunha e os demais tratamentos experimentais, sem efeito da combinagao
do adubo biolégico produzido com Microgeo® N. amazonense no tempo
avaliado.

Apesar da néo diferenca estatistica, destaca-se o teor médio de nitrogénio
foliar no tratamento com adubo biolégico produzido com Microgeo® + N.
amazonense (9,35 g/kg), tendo sido este maior em 23,5%, 15,3%, 14% e 3,9%
guando comparado ao tratamento Testemunha, N. amazonense (200 mL/ha), N.
amazonense (100 mL/ha) e adubo biolégico produzido com Microgeo®,
respectivamente. Mais uma vez, esta tendéncia indica uma sinergia positiva
entre a tecnologia Microgeo® e N. amazonense. Salientando a importancia de
desenvolver adubos biolégicos no aspecto da sustentabilidade com vantagens
do uso desse produto como o baixo custo e o aumento da produtividade e da
biodiversidade microbiol6gica do solo.

Por fim, vale destacar que, assim como na adubagdo nitrogenada, as
respostas a inoculagdo, e possivelmente & combinacdo desta com adubacgéo
biologica, sdo dependentes da variedade de cana-de-agucar utilizada
(SCHULTZ et al., 2012; URQUIAGA et al., 2012) e podem ser mais notaveis em
solos de média e baixa fertilidade (OLIVEIRA et al., 2006; GOSAL et al., 2012).

7. CONCLUSAO



Este estudo, baseado na avaliacdo dos primeiros estadios do
desenvolvimento da cana planta em condi¢gdes controladas, revelou aumento
significativo na largura da folha +3 e nimero de folhas verdes no tratamento com
adubo bioldgico produzido com Microgeo® + N. amazonense comparado aos
dados do tratamento Testemunha, em que foram aplicados apenas fertilizantes
minerais. Por isso, conclui-se que existiu efeito positivo da combinag¢éo do adubo
biolégico Microgeo® e N. amazonense na area foliar e no nimero de folhas

verdes nos primeiros estagios do desenvolvimento da planta.
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