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Multiplicacao de Bacillus subtilis em vinhaca e viabilidade
no controle da meloidoginose, em cana-de-acutcar

Rodrigo B. Cardozo' & Fabio F. de Aragjo’

RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, avaliar o controle da meloidoginose e o crescimento da cana-de-
actcar, em funcao da aplicagao de Bacillus subtilis ao solo ap6s multiplicacao em vinhacga. Bioensaios
foram conduzidos em laboratério com avaliagdo do crescimento de B. subtilis em meio liquido com
interesse na melhor composicdao de meio de cultura, a partir da vinhaga. No experimento em casa de
vegetacao foi utilizado solo coletado em drea de cultivo de cana com histérico de alta infestacado com
Meloidogyne spp. No solo acondicionado em vasos efetuou-se o plantio da variedade de cana-de-
acticar RB 72454, cujos tratamentos foram: controle; vinhaca pura (50 m? ha'); Bacillus subtilis em
suspensdo aquosa (50 m? ha'); B. subtilis multiplicado na vinhaca para 50 m3ha' e 100 m®*ha'. A
multiplicacao de Bacillus subtilis em meio de cultura a base de vinhaga (25%) foi significativamente
superior em comparacao com o meio de cultura caldo nutriente. A aplicacao de B. subtilis em suspensao
aquosa promoveu o crescimento e a reducdo da reprodugao dos nematoéides em cana-de-aglcar durante
o experimento. A aplicacao de B. subtilis multiplicado na vinhaga ndo proporcionou os beneficios de
estimulo ao crescimento e controle da meloidoginose na cana-de-aclcar, encontrados com a aplicacao
apenas da bactéria no solo.

Palavras-chave: residuos organicos, Meloidogyne, fitopatologia, controle biolégico

Multiplication of Bacillus subtilis in vinasse and viability
to control root-knot in sugarcane

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the control of root-knot nematodes and sugarcane growth in function of
Bacillus subtilis in soil after multiplication in vinasse. Laboratory tests were developed to define the best
concentration of vinasse on the composition of culture medium to optimize the growth of B. subtilis. For
the experiment in the greenhouse, soil collected in the area of sugarcane cultivation was used. The
following treatments were established: control, vinasse (50 m? ha™), Bacillus subtilis in aqueous suspension
(50 m* ha); B. subtilis multiplied in vinasse (50 and 100 m? ha™). The multiplication of Bacillus subtilis in
pure vinasse (25%) was significantly superior when compared to nutrient solution. The application of B.
subtilis in aqueous solution promoted growth of sugarcane and reduced reproduction of the nematodes
in the roots during the experiment. The use of B. subtilis, multiplied in vinasse did not achieve the
benefits to promote growth and control of nematodes in sugarcane, found with the application of only
bacteria in soil.

Key words: organic residues, Meloidogyne, phytopathology, biological control

' Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Faculdade de Ciéncias Agrarias, Rod. Raposo Tavares, Km 572. CEP 19067-175 Presidente
Prudente, SP. E-mail: cardozocomz@terra.com.br; fabio@unoeste.br


mailto:cardozocomz@terra.com.br;
mailto:fabio@unoeste.br
http://www.agriambi.com.br

1284
INTRODUCAO

Avinhaca é um residuo gerado em grande abundancia, nas
destilarias de producdo de alcool. O residuo liquido é
caracterizado como de coloragdo escura e produzido na taxa
média de 13 L para cada litro de alcool apresentando, em sua
constituicdo, uma mistura de compostos organicos e
inorganicos (Paulinoet al., 2011). Ja foram estudados os efeitos
da aplicacédo da vinhaca sobre as caracteristicas e propriedades
fisica, quimica e mecanica do solo; no entanto, sdo poucas as
informacdes relativas aos efeitos na propriedade bioldgica,
principalmente sobre a atividade supressiva aos fitopatdgenos
do solo (Pedrosa et al., 2005).

Com o0 aumento da &rea cultivada com cana-de-agUcar,
sobretudo no Estado de S&o Paulo, a cultura se tem expandido
para novas fronteiras agricolas com predominio de solos pobres
e arenosos. Com isto, os problemas fitossanitarios na cultura
aumentaram, entre os quais se destaca a acdo deletéria dos
fitonematoides (Moura, 2000). Dinardo-Miranda & Menegatti
(2003) estimam que na cultura da cana-de-aglcar os danos
causados pelos nematoides reduzam cerca de 20% da producédo
da cultura. Com relacdo a estratégia de controle, a aplicacdo de
nematicidas na ocasido do plantio se apresenta como a préatica
mais utilizada, em especial por esta apresentar resultados
imediatos. Entretanto, o uso de nematicidas de forma continua
em plantios de cana-de-aclcar tem sido questionado quanto a
eficdcia do controle e pela inconstancia dos resultados (Barros
etal., 2003).

A aplicagdo da vinhaca em grandes volumes no solo
proporcionou resultados positivos quanto ao controle de
nematdides em cana-de-agticar (Pedrosa et al., 2005). E possivel
que o efeito do residuo estudado esteja associado aqueles
atribuidos a adicdo de matéria organica que, segundo Lordello
(1984), esta relacionado a liberagéo de acidos graxos volateis
nocivos aos nematdides, além de criar condicGes favoraveis a
proliferacdo de micro-organismos que atuam como inimigos
naturais desses fitoparasitos (Rodriguez-Kabana, 1986). Apesar
disto, a utilizacdo de dosagens menores de vinhaca precisa ser
mais investigada haja vista que o aporte de matéria organica
ao solo é menor.

Uma opcéo viavel para o controle de fitonematoides que
ndo seja o controle quimico convencional nem a utilizagéo de
dosagens excessivas de residuos orgénicos, € o controle
biolégico (Coimbra & Campos, 2005). Algumas espécies
microbianas, como os estreptomicetos e Bacillus subtilis, foram
avaliadas como interferentes no ciclo dos fitonematoides
apresentando potencial para utilizacdo no controle dos parasitas
no solo (Kavitha et al. 2007; Sousa et al., 2006). Ficou
demonstrado que isolados de B. subtilis ndo apenas produzem
metabdlitos toxicos que afetam o movimento de nematoides
mas também podem inibir a eclosdo de juvenis e 0 processo
pelo qual eles penetram nas raizes (Aradjo et al., 2002). Além
disto, a producdo de proteases por Bacillus subtilis (Lian et
al., 2007) e a inducéo de enzimas de defesa na planta hospedeira
(Kavitha et al., 2007) sdo mecanismos atribuidos a rizobactéria
no controle dos fitonematoides.

Lodo de estacdo de tratamento de efluentes foi avaliado
como meio de cultura para Bacillus subtilis com resultados de
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multiplicacdo da bactéria considerados satisfatorios (Aradjo
etal., 2006). O residuo sucroalcoleiro apresenta caracteristicas
quimicas favoraveis ao desenvolvimento de micro-organismos
destacando-se a concentracdo de matéria organica e agticares
totais (Shi & Zhu, 2007). Além do mais, varios grupos de micro-
organismos sao estimulados para multiplicacdo ap6s a aplicacéo
de residuos organicos no solo, os quais podem estar
envolvidos em algum modo de acdo de controle bioldgico dos
nematdides (Arauljo & Bettiol, 2005).

Com a justificativa de se estudar a viabilidade do controle
de nematdides por Bacillus subtilis e também da necessidade
de se aliar a disposic¢do da vinhaca no solo ao controle biolégico
objetivou-se, com este trabalho, avaliar a multiplicacdo da
bactéria em vinhaca e sua aplicacdo no controle de nematoides
e crescimento de cana cultivada em solo naturalmente infestado
com o parasita.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no periodo de
novembro de 2007 a outubro de 2008, em Presidente Prudente,
SP. Utilizaram-se amostras de vinhaga concentrada (40°Brix e
30% de matéria seca) obtidas naempresa Destilaria Santa Eliza,
Penépolis, SP. O residuo foi analisado em laboratdrio para a
determinacdo de composicao quimica apresentando a seguinte
concentracdo de macronutrientes em base seca (g kg?): 9,2 de
N; 0,5 de P; 15,1 de K; 3,3 de Ca; 3,3 de Mg; 5,8de S. O pH
(CaCl,) do residuo era 3,9. O isolado de Bacillus subtilis
utilizado nos experimentos foi o AP-3, relatado como promotor
de crescimento de plantas (Aradjo et al., 2005).

Para avaliagdo do crescimento de B. subtilis em vinhaca,
formulagdes de meio de cultura foram preparadas com doses
crescentes de vinhaga, ajustando-se os seguintes tratamentos:
Vinhagca concentrada; 50% de vinhaga + 50% de agua destilada
e 25% de vinhaca + 75% de agua destilada e meio de cultura
padrédo (caldo nutriente). Os meios foram preparados para
volume final de 50 mL acondicionados em erlenmeyer (250 mL).
O pH de todos os meios utilizados foi ajustado para 7,0. O meio
de cultura caldo nutriente foi preparado a base de peptona (5
g L?) e extrato de levedura (3 g L*). Os meios de cultura foram
autoclavados (121 °C por 20 min.) e ap6s resfriamento
inoculados com 1 mL de suspensdo de Bacillus subtilis (AP-3)
em agua destilada, contendo aproximadamente 1.10%ufc mL™.
Os recipientes, ap6s inoculagdo, foram colocados em mesa
agitadora orbital (120 rpm) e deixados sob agitacdo a
temperatura ambiente, durante cinco dias. Decorrido este
periodo avaliou-se a concentragdo de bactérias no meio de
cultura, pelo método de diluigdo seriada e a contagem de
unidades formadoras de colonias em placas com meio agar
nutriente. Todas as determinac@es de crescimento foram feitas
em triplicata.

No meio de cultura que apresentou a maior concentragéo
bacteriana foi determinada, também, a curva de crescimento de
Bacillus subtilis. Para isto, apds a inoculacdo do Bacillus
subtilis neste meio de cultura e conforme ja descrito, 0 mesmo
foi colocado em mesa agitadora orbital (120 rpm) durante sete
dias realizando-se a contagem diaria da concentracdo de
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bactérias no meio, pelo método de diluigdo seriada e contagem
em placas com meio agar nutriente.

Para avaliacdo do efeito da introdugdo de B. subtilis no
solo sobre o crescimento da cana, conduziu-se um experimento
de casa de vegetagdo. Inicialmente, foram coletadas amostras
de solo em area agricola, sob cultivo de cana, da Usina Alto
Alegre, Presidente Prudente, SP, com histérico de alta
infestacdo por nematoides. Pela analise de extracdo de
nematoides do solo realizada conforme descrito em Aradjo &
Bettiol (2005), detectou-se a presenca de 200 juvenis de
Meloydogine spp em 100 cm?® de solo. A andlise de fertilidade
do solo realizada segundo van Raij et al. (2001), apresentou os
seguintes valores: pH (CaCl,) - 5,0; 14 g dm?de M.O.; 6 mg dm®
de P; 2,5mmol dm? de K; 14 mmol_dm=de Ca; 4 mmol_dmde
Mg; 36 mmol_dm=de CTC e 58% de saturagdo de bases. As
amostras de solo coletadas foram homogeneizadas, peneiradas
e colocadas em vasos com capacidade de 15 kg de solo. A
variedade de cana-de-aglcar RB 72454 foi plantada nos vasos
pela transferéncia de colmo contendo cinco gemas. Para a
conducdo do experimento foram deixados dois perfilhos por
vaso.

O experimento foi delineado em blocos inteiramente
casualizados, com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os
tratamentos foram efetivados pela aplicacdo de B. subtilis
multiplicado na vinhaca e suspenso em agua, sendo dispostos
da seguinte forma e respectivas taxas de aplicacdo: 1 - Controle;
2 - vinhaca (50 m*ha?); 3 - Bacillus subtilis em suspensdo
aquosa (50 m3hat); 4- Bacillus subtilis multiplicado em vinhaga
(50 m®ha?) e 5 - Bacillus subtilis multiplicado em vinhaga (100
m3ha). No tratamento Bacillus subtilis em suspensdo aquosa
utilizaram-se células multiplicadas em tubos com meio solido
as quais foram, posteriormente, raspadas e diluidas em agua
para concentracdo final de 5,0 x 108 células mL*. Nos tratamentos
em que o Bacillus subtilis foi multiplicado em vinhaga utilizou-
se 0 meio de cultura com melhor desempenho de crescimento
de B. subtilis na etapa anterior, obtendo-se a concentracéo
final de 5,0 x 108 células mL*. As aplicacdes de todos os
tratamentos foram distribuidas em trés épocas (30, 60 e 90 dias)
apos o plantio da cana. Durante este periodo foi efetuada a
reposicédo hidrica mantendo-se a umidade do solo proximo a
capacidade de campo.

Para avaliagdo do crescimento da cana foi efetivada,
inicialmente, a medigao de altura das plantas, aos 90 dias; aos
105 dias as plantas foram retiradas dos vasos e separada a
parte aérea das raizes. A parte aérea foi cortada proximo araiz e
acomodada em sacos de papel, que foram levados ao
laboratorio; logo ap6s, as amostras foram acondicionadas em
estufa de ventilacéo forcada (60 °C) até peso constante visando
a determinacdo da massa seca de parte aérea. As raizes foram
lavadas em agua corrente para a retirada da terra aderida
superficialmente; em seguida, foram acomodadas na bancada
sob temperatura ambiente, durante 12 h, visando a perda do
excesso de umidade; em continuacdo, as raizes foram pesadas
e submetidas a extracdo de juvenis e ovos de Meloidogyne
spp. Seguindo-se metodologia descrita por Aradjo & Bettiol
(2005). Apds a contagem dos juvenis (J2) e dos ovos de
Meloidogyne spp. em cadmara de Peters efetivaram-se os
calculos de diluicdo para expressao dos resultados em juvenis
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e ovos do nematdide por grama de raiz de cana.

Os dados obtidos foram transformados (raiz quadrada +
0,5) e submetidos a analise de variancia utilizando-se o programa
Sisvar (Ferreira, 2000). De acordo com os valores de F obtidos
nas analises de cada variavel, realizou-se teste de comparacao
de média, empregando-se o teste t (5%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A vinhaga apresentou-se viavel para uso como meio de
multiplicacdo de Bacillus subtilis, ja& que no bioensaio de
crescimento bacteriano os resultados revelaram desempenho
satisfatorio do crescimento de B. subtilis quando comparado
com o meio caldo nutriente (Tabela 1). A melhor performance
de crescimento ocorreu no tratamento com meio de cultivo a
base de 25% de vinhaga; este tratamento superou, de forma
significativa, os outros tratamentos, inclusive o caldo nutriente
(meio padréo), podendo entdo ser recomendado para utilizacio
na multiplicacdo de B. subtilis. A recomendacao para dilui¢do
da vinhagca vai de encontro a presenca de baixas concentracoes
de acidos alifaticos, aldeidos e alcodis que sdo toxicos para
células bacterianas (Couallier et al., 2006). Por outro lado, a
biodegradacdo da vinhaga aumenta da concentragdo de &cidos
orgénicos no meio com a consequente reducdo do pH e inibicdo
do crescimento bacteriano (Cibis et al., 2006); entretanto, os
resultados encontrados confirmam que a vinhaca pode ser
utilizada como meio de cultura para a producéao de esporos de
B. subtilis, conforme Shi & Zhu (2007), os quais concluiram
que o residuo contém concentracOes consideraveis de material
organico e inorganico sollveis disponiveis ao crescimento
bacteriano.

Tabela 1. Crescimento de Bacillus subtilisem unidades
formadoras de colénia (UFC) por mL durante cinco dias,
utilizando-se diferentes concentragdes de vinhaca”

Tratamentos UFC (x10%) mL"
Vinhaga pura 1,30 b
Vinhaga 50% 1,91b
Vinhaga 25% 11,50 a
Caldo nutriente 1,81b
DMS 0,95
CV (%) 27,10

* Médias seguidas de mesma letra nao diferem pelo teste t (5%)

A curva de crescimento de B. subtilis no meio de cultura a
base de vinhaca (25%), de melhor desempenho no bioensaio
anterior, denominado meio V25, durante sete dias, demonstrou
que o pico de crescimento bacteriano aconteceu entre o quinto
e 0 sexto dia (Figura 1). Este periodo pode ser indicado para
producdo da bactéria com a finalidade de obtencao de maiores
concentraces de células. O modelo quadratico foi o que melhor
se ajustou para representar a curva de crescimento bacteriana
com coeficiente de regressdo (R?) significativo a 5% de
probabilidade.

Com base na definigéo da melhor concentragdo de vinhaga
e no periodo de crescimento para multiplicagéo de B. subtilis,
conduziu-se o experimento com a aplicacdo dos tratamentos

R. Bras. Eng. Agric. Ambiental, v.15, n.12, p.1283-1288, 2011.



1286
10
9 4 * L
T 84 *
(&)
S .1 &7 y=-024%+2,38x +342
D
2 R*=0,82
6 4
5 T T T T T T 1

0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (h)
Figura 1. Curva de crescimento em unidade formadora
de coldnias (ufc) de B. subtilisem meio de cultura a base
de vinhaca (25%)

no cultivo de cana em solo infestado com nematoides. Na Tabela
2 se tem o resumo da andlise de variancia, na qual se observou
que apenas na massa seca de raiz ndo ocorreu diferencas
significativas entre os tratamentos.

O tratamento representado apenas pela presenca de Bacillus
subtilis em suspensdo aquosa, proporcionou aumento
significativo na altura das plantas e massa seca da parte aérea,
aos 90 e 105 dias ap06s o plantio, respectivamente, em
comparagdo com a testemunha (Tabela 3). Este resultado
confirma a acdo promotora de crescimento em plantas,
proporcionada por Bacillus subtilis (AP-3) ja relatada em
avaliacdo de crescimento de plantas (Araudjo, 2008). Os
tratamentos associados a vinhaga com e sem B. subtilis ndo
alteraram significativamente o crescimento da parte aérea da
cana. Em trabalho com a utilizac&o de vinhaca para controle de
nematoides em solo, Pedrosa et al. (2005) também néo
encontraram alteracdo de crescimento da planta aos 90 dias
apos inoculacao dos nematdides, com a aplicacdo de doses de
50a 1000 m® ha* de vinhaca.

Observou-se, na avaliacdo de reproducdo do nematoide,
que apenas o tratamento B. subtilis, ndo multiplicado na
vinhaga, proporcionou reducéo significativa na quantidade de
ovos e juvenis do nematodide, nas raizes da cana (Figura 2). O
tratamento apenas com a vinhaca (50 m?® ha') ndo inibiu a
reproducdo do nematdide demonstrando que a vinhaga na
concentracgdo aplicada ndo proporciona controle do parasita.
Sharma & Khan (1995) avaliando a adubacdo mineral e a
infestagdo Meloidogyne incognita em tomateiro, concluiram
que a adicdo de potassio em concentragGes superiores as da
adicdo de nitrogénio e fosforo favoreceu o parasita,
salientando-se que pela analise quimica efetuada no residuo
foi observada maior concentracdo de potassio que 0s outros
nutrientes. Por outro lado, Pedrosa et al. (2005) afirmaram que
a aplicacdo de doses de vinhaca acima de 500 m? ha*foi eficaz
no controle de nematdéides em cana-de-acucar.

Rodrigo B. Cardozo & Fabio F. de Aratjo

Tabela 3. Altura de plantas aos 90 dias e massa seca da
parte aérea aos 105 dias apés o plantio em cana cultivada
em solo infestado com nematéides em funcao da
aplicacao B. subtilisem suspensao aquosa e multiplicado
em meio com 25% de vinhaca (V25)

Altura de Massa da parte aérea
Tratamentos plantas (cm) seca (g planta)
Controle 748 b’ 20,50 b
Vinhaga (50 m® ha™") 82,0 ab 24,00 ab
B. subtilis (50 m® ha™) 955a 29,25 a
B. subtilis V25(50 m*ha™") 82,3 ab 20,50 b
B. subtilis '25(100 m*ha) 87,5 ab 24,75 ab

DMS 19,3 6,51

"Médias seguidas de mesma letra em cada coluna néo diferem estatisticamente pelo teste t (5%)
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Figura 2. Juvenis e ovos de Meloidogyne sp em raizes
de cana cultivada em solo infestado com nematéides,
em funcao da aplicacao B. subtilisem suspensao aquosa
e multiplicado em meio com 25% de vinhaga (V25).
Experimento de casa de vegetacio

A presenca de Bacillus subtilis no solo proporcionou
reducéo na reproducédo do nematoide na raiz da cana embora o
mecanismo de supressao ndo tenha sido determinado (Figura
2). Estudando este mesmo efeito do B. subtilis sobre
Meloidogyne incognita, em beterraba agucareira, Kavitha et
al. (2007), concluiram que o aumento na atividade de enzimas
de defesas em plantas tratadas com a bactéria pode ter
contribuido para o controle do parasita. Arajo et al. (2002)
concluiram, estudando o efeito de B. subtilis sobre 0 nematoide
Heterodera javanica, que umas das formas de acéo da bactéria
sobre o parasita seria na orientacdo dos nematoides no solo.
Em outro trabalho, avaliando o controle bioldgico
proporcionado por B. subtilis, relatou-se que a rizobactéria
reduz a reproducdo dos nematdides de galha em raiz de tomate

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia das variaveis altura de plantas, massa seca de raiz, massa seca da parte aérea,

ndmero de ovos e juvenis de nematéides

Quadrado médio

Fonte de variagao G.L.

Altura
Tratamentos 4 0,72*
Residuo 15 0,35
CV (%) 5,80

164"

Raiz Parte aérea Ovos Juvenis
0,52* 15,14* 3,35%

2,37 0,20 5,58 0,88
9,29 25,0 14,4

* Significativo pelo teste F (P < 0,05), ns — ndo significativo
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diminuindo a quantidade de ovos do parasita apresentando,
desta forma, uso potencial para programas de manejo integrado
da meloidoginose em tomateiro (Jonathan et al., 2000; Araujo
& Marchesi, 2009). Recentemente, foi descrita a associagao
das proteases microbianas produzidas por Bacillus como
fatores de viruléncia contra os nematoides (Lian et al., 2007).

Pode-se afirmar que o controle bioldgico da meloidoginose
em cana-de-agucar com B. subtilis € uma alternativa promissora
para compor programas de controle integrado do parasita no
solo. Observa-se também que a bactéria, quando multiplicada
em vinhacga, teve sua acdo reduzida sobre a reprodugdo do
nematoide. A presenca do residuo no solo nas doses utilizadas,
pode ter favorecido o parasita e dificultado a agdo de controle
do nematodide proporcionada por B. subtilis.

CONCLUSOES

1. Amultiplicagéo de Bacillus subtilis em meio de cultura a
base de vinhaca apresentou desempenho semelhante com o
meio de cultura padrdo avaliado.

2. A aplicacdo de B. subtilis em suspensao aquosa promove
0 crescimento da cana-de-aglcar e reduz a reproducdo dos
nematoides de galhas.

3. Amultiplicacdo de B. subtilis em vinhaca ndo proporciona
os beneficios encontrados na aplicacdo apenas da bactéria,
quanto ao controle da meloidoginose na cana-de-agucar.
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