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RESUMO

CHAVES, Valfredo Almeida. Desenvolvimento inicial e acimulo de nutrientes em trés
variedades de cana-de-acUcar inoculadas com bactérias diazotroficas. 2014. 63f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A cana-de-aclcar € uma cultura de grande destaque na economia nacional e internacional
devido sua importancia estratégica para a producdo de aglUcar e etanol. Tecnologias que
contribuam para 0 aumento da produtividade e qualidade da cultura, com danos minimos ao
meio ambiente sdo cada vez mais necessarias. Sendo assim, a inoculacdo com bactérias
promotoras de crescimento pode ajudar a alcangar este objetivo, uma vez que a FBN e
promogdo de crescimento possibilitam ganhos econdmicos, com diminui¢cdo de impactos
ambientais. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da inoculacdo de bactérias
diazotréficas nas variedades de cana-de-aclcar RB92579, RB867515 e IACSP95-5000.
Foram conduzidos experimentos em casa de vegetacdo para avaliar a brotacdo utilizando-se
delineamento experimental inteiramente ao acaso com 48 repetiches para a variedade
RB92579 e blocos ao acaso com 4 repeti¢cdes para as variedades RB867515 e IACSP95-5000.
Posteriormente foram conduzidos experimentos ao ar livre em vasos com terra enriquecida
com N utilizando delineamento inteiramente ao acaso com 19 repeticdes para a variedade
RB92579 e 8 repeticdes para as variedades RB867515 e IACSP95-5000. Em ambos o0s
experimentos os tratamentos utilizados para a variedade RB92579 foram: Testemunha e
inoculacdo mista com G. diazotrophicus; H. rubrisubalbicans; H. seropedicae; A.
amazonense e B. tropica. Ja para as variedades RB867515 e IACSP95-5000 os tratamentos
foram: Testemunha; inoculagdo mista com as cinco estirpes e inoculagdo individual com G.
diazotrophicus; H. rubrisubalbicans; H. seropedicae; A. amazonense e B. tropica. A
inoculacdo aumentou significativamente a velocidade de brotacdo da variedade RB92579 em
casa de vegetacdo. No cultivo dessa variedade em vasos com terra ndo houve diferenca na
proporcao de 4tomos de N entre os tratamentos, porém houve incrementos significativos de
matéria seca de parte aérea e matéria seca total, além de acumulo significativo de P e N nas
plantas inoculadas. Para a variedade IACSP95-5000 a inoculagdo com Gd, Hr, Aa e Bt
aumentaram significativamente a velocidade de brotacdo em casa de vegetacdo. No cultivo
dessa variedade ao ar livre a inoculacdo aumentou significativamente o contetdo de K
(inoculacgdo individual com Gd, Hr, Hs e Bt) e P (inoculacdo mista e inoculacdo individual
com Gd, Hr, Hs e Bt). Porém, a inoculacdo com Aa reduziu significativamente a producao de
biomassa e o contedo de N, P e K. Na variedade RB867515 a velocidade de brotacdo
aumentou significativamente com a inoculacdo mista e inoculacao individual com Hr, Aa e Bt
em casa de vegetacdo, porém ao fim de 44 dias a produgdo de biomassa reduziu
significativamente no tratamento inoculado com Bt. No cultivo ao ar livre a inoculagio mista
e inoculacdo individual com Hs, Aa e Bt aumentaram significativamente o contetdo total de
N na variedade RB867515. O efeito da inoculagdo variou de acordo com 0s genotipos de
cana-de-agucar utilizados, porém a inoculacdo individual nas variedades IACSP95-5000 e
RB867515 mostrou-se promissora especialmente para as estirpes Gd, Hr e Hs.

Palavras-chave: Inoculante. Cana-de-aglcar. Promocéo de crescimento.



ABSTRACT

CHAVES, Valfredo Almeida. Initial growth and accumulation of nutrients in three
varieties of sugar cane inoculated with diazotrophic bacteria. 2014. 63p. Dissertation
(Master Science in Agronomy, Soil Science) Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Sugar cane is one of the most important cultures to national and international economy due to
duction of sugar and ethanol. New technologies are necessary to increase its productivity and
quality with minimum damage to the environment. In this context, the inoculation with plant
growth-promoting bacteria could be one of the tools used to reach those objectives, since the
activity of atmospheric nitrogen fixation and growth promoting allow economic profits, with
decreasing of environmental impacts. The aim of this work is to evaluate the effects of
inoculating diazotrophic bacteria in the sugar cane RB92579, RB867515 and IACSP95-5000
varieties. The first experiment consisted in a pre-germination phase in a greenhouse, were
used a completely randomized experimental design with 48 replications to RB92579 and
randomized block experimental design with 4 replications to RB867515 and IACSP95-5000.
Other experiments also were conducted out greenhouse in vases containing soil enriched with
>N, were used a completely randomized experimental design with 19 replications to
RB92579 and 8 replications to RB867515 and IACSP95-5000. In both experiments, the
treatments used for the RB92579 variety were: inoculated with five strains and uninoculated.
To RB867515 and IACSP95-5000 were used seven treatments: uninoculated; inoculated with
five strains; inoculated with G. diazotrophicus; inoculated with H. rubrisubalbicans;
inoculated with H. seropedicae; inoculated with 4. amazonense and inoculated with B.
tropica. Were observed significant differences to the macronutrients accumulation (N and P)
and modified germination slope of RB92579 variety, but significant differences were not
observed to the amount of '’N atoms between treatments. In the variety IACSP95-5000 the
inoculation with Gd, Hr, Aa e Bt improved germination in greenhouse and out greenhouse the
inoculation increased K accumulation (inoculation with Gd, Hr, Hs e Bt) and P (inoculation
with five strains and inoculation with Gd, Hr, Hs ¢ Bt). However, the inoculation with Aa
decreased the biomass accumulation and macronutrients accumulation (N, P e K). For the
variety RB867515 in greenhouse the inoculation with Hr, Aa e Bt improved germination, but
after 44 days the inoculation with Bt decreased the biomass accumulation. In the cultivation
out of greenhouse the inoculation with five strains and inoculation with Hs, Aa e Bt improved
nitrogen accumulation of variety RB867515. There are not results about the amount of "°N
atoms to RB867515 an TACSP95-5000 yet. The effect of inoculation was different between
varieties, but the inoculation with Gd, Hr e Hs showed better results to RB867515 and
TIACSP95-5000 varieties.

Keywords: Inoculant. Sugar cane. Growth promotion.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar desde o periodo colonial tem se mostrado uma cultura de grande
importancia para a economia brasileira, ocupando atualmente a terceira posi¢do na balanga
comercial do agronegocio, principalmente devido a exportacdo de acucar para a China e
outros paises. O Brasil se destaca no cenario atual como o maior produtor mundial de cana-
de-agucar, onde a area ocupada por esta cultura no territério nacional tem sofrido grande
expansao nos ultimos anos, passando de 4,8 milhdes de hectares no ano 2000 para 9,5 milhdes
em 2013 (UNICA 2014; IBGE 2013).

Inicialmente os investimentos nesta cultura consideravam apenas a producdo de
acucar, porém nos ultimos anos a cana-de-acUcar passou a ser também considerada uma
alternativa para producdo de biocombustivel. Embora a producdo de cana-de-agUcar seja
dependente da utilizacdo de combustiveis fésseis para alimentar maquinas agricolas e fabricar
adubos nitrogenados, esta cultura absorve grande quantidade de CO, da atmosfera durante os
processos fotossintéticos, reduzindo as emissdes de CO, no cultivo da cana quando
comparada a exploracdo do petroleo. A qualidade e os indices de produtividade do etanol
indicam que essa cultura é uma das alternativas de maior viabilidade econdmica e ecoldgica
para substituicdo dos combustiveis fosseis, contudo a falta de uma politica que defina regras
claras quanto ao papel do etanol na matriz energética brasileira diminui a competitividade
desse combustivel frente a gasolina.

As projecOes para o setor sucroalcooleiro consideram gque 0 mesmo permanecera em
expansdo nos proximos anos, entretanto, a sustentabilidade desses cultivos ird depender da
utilizacdo de técnicas de manejo que minimizem os impactos causados ao ambiente e adocdo
de novas tecnologias que favorecam aumento de produtividade e sejam ambientalmente
viaveis.

Dentro desse contexto a inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento em
cana-de-acgucar pode ser considerada uma alternativa capaz de contribuir para sustentabilidade
deste setor, uma vez que a atuacdo de mecanismos de promoc¢do de crescimento e 0
suprimento do N via fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) permitem ganhos de
produtividade e reduzem a utilizacdo de insumos de alto custo, desonerando o sistema de
producdo da cana. Pesquisas realizadas utilizando a técnica da diluicdo isotépica de °N
estimaram que mais de 60% do nitrogénio acumulado em algumas variedades de cana-de-
acucar foram provenientes da fixacdo bioldgica de nitrogénio (URQUIAGA et al., 1992),
entretanto, outros estudos estimaram que a contribuicdo da FBN para a nutricdo nitrogenada
da cana-de-agucar no Brasil variou de 0 a 60%, com média de 32% (POLIDORO et al., 2001;
BODDEY et al., 2003). A variacdo na FBN entre as diferentes lavouras pode estar relacionada
com 0 genotipo das variedades e principalmente com as condi¢des da fertilidade do solo,
porém, em se tratando de uma cultura que ocupa atualmente milhdes de hectares, o
suprimento de 32% da demanda de nitrogénio pela FBN certamente representa um impacto
positivo do ponto de vista ambiental e econdmico para esta cultura.

Além da FBN, a producdo de reguladores de crescimento por bactérias diazotroficas
tambem s&o fatores que influenciam no desenvolvimento das plantas (SPAEPEN &
VANDERLEYDEN, 2011; BASHAN & HOLGUIM, 1997), levando ao maior
desenvolvimento do sistema radicular que torna a absorcdo de agua e nutrientes mais
eficiente. A inoculagdo com bactérias diazotroficas também pode aumentar a velocidade de
brotacdo das gemas e emissdo de raizes em colmos de cana-de-acucar utilizados para o
plantio, o que também é desejavel especialmente considerando o sistema atual de mudas pré-
brotadas (MPB).



O objetivo geral desse trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo com bactérias
promotoras de crescimento vegetal no inicio do crescimento de trés variedades de cana-de-
acucar.

Os objetivos especificos foram:

- Avaliar os efeitos da inoculacdo de bactérias diazotroficas na brotacdo de minitoletes
das variedades de cana-de-aciicar RB92579, RB867515 e IACSP95-5000.

- Avaliar o crescimento e acumulo de biomassa e macronutrientes (N, P e K) nas
variedades de cana-de-aclcar RB92579 submetida a inoculagdo mista, e RB867515 e
IACSP95-5000 submetidas a inocula¢do mista e individual com bactérias diazotroficas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo de Cana-de-acgucar no Brasil — Panorama Atual

A cana-de-agucar ¢ uma planta originaria da Nova-Guiné no continente africano, cuja
domesticacdo ocorreu no sul da Asia, difundindo-se para outros continentes. Esta planta
pertence a familia Poaceae ¢ tem como principais representantes as espécies Saccharum
officinarum L, S. spontaneum, S.robustum, S.sinense e S.barberi (SILVA, 2009).

De acordo com TAUCONNIER & BASSEREAU (1975), a cana-de-agUcar apresenta
crescimento lento em temperaturas abaixo de 25 °C ou acima de 35 °C, e crescimento
maximo em temperaturas entre 30 e 34 °C. Nas regides tradicionais de cultivo a precipitacdo
anual situa-se em uma faixa de 1000 a 1600 mm ano™, e clima quente com duas estagbes
definidas: uma estacdo quente e Umida que proporciona germinacdo, perfilhamento e
desenvolvimento vegetativo, e uma estacdo fria e seca que promove maturacdo e acimulo de
sacarose na planta.

O cultivo da cana-de-acucar ocorre tradicionalmente desde a latitude 35 °N a 35 °S. O
Brasil oferece condi¢gdes adequadas ao seu cultivo, sendo atualmente o pais que se destaca
como maior produtor mundial de cana-de-actcar, seguido de paises como india, China e
Tailandia que também apresentam extensas areas de cultivo (CONAB, 2011; FAO, 2010). A
area ocupada pela cultura da cana-de-acUcar no territorio brasileiro esta estimada em cerca de
9,5 milhdes de hectares, onde o melhoramento genético para adaptacéo da cultura a diferentes
condicdes de solo, clima e caracteristicas de maior produtividade levou ao aumento de
variedades de cana-de-agucar utilizadas nas diversas regides produtoras do pais (NOBREGA
& DORNELAS, 2006; IBGE, 2013).

O setor sucroalcooleiro ocupa atualmente o 3° lugar no ranque de exportagdes na
balanca comercial do agronegdcio (MAPA, 2013). De acordo com a Unido da Industria de
Cana-de-acucar (UNICA), a producdo nacional na safra 2012/2013 foi de 588 milhdes de
toneladas de colmos, sendo 532,7 milhdes na regido Centro-Sul e 55,7 milhdes na Regido
Norte-Nordeste. Neste periodo a produgio nacional de etanol foi de 23,2 milhdes de m’, e de
acucar 38,2 milhdes de toneladas. O Estado de Sao Paulo permanece como o maior produtor
(51,66% da area plantada), seguido por Goias (9,3%), Minas Gerais (8,8%), Parana (6,6%),
Mato Grosso do Sul (7,08%), Alagoas (5,02%) e Pernambuco (3,25%). Estima-se que a
produtividade nacional ¢ de 74,8 t ha'l, representando um aumento de 7,9% em relacdo a safra
2012/2013. A colheita prevista para a safra 2013/2014 ¢ de 659,85 milhdes toneladas com
aumento de 12,0% em relagdo a safra 2012/2013. A produgao de agucar devera ser de 38,81
milhdes de toneladas e a de etanol em torno de 27,66 bilhdes litros (CONAB, 2013).

Além da producgéo de agucar e etanol, o beneficiamento da cana-de-aglicar também
tem como vantagem o aproveitamento de subprodutos, que além de diminuir a quantidade de
residuos que causam danos ao ambiente, tornam-se fontes adicionais de receita para as usinas
devido a producdo de bioeletricidade a partir do bagago de cana-de-agucar e a producdo de
racao animal a partir do reaproveitamento de leveduras utilizadas na fermentacédo do caldo da
cana (MEURER et al., 2000; SILVA et al., 2010)

O plantio da cana-de-agucar no Brasil é feito utilizando-se sistema convencional em
solos com revolvimento de 20 a 30 centimetros de profundidade, sendo recomendado realizar
a sulcacédo de forma a nédo levantar torrbes (solo seco) e nem vitrificar as paredes do sulco
(solo molhado). A distribuichio da muda, picacdo e cobricdo devem ser feitas
preferencialmente no mesmo dia da sulcagdo, o que garante melhores indices de germinacdo a
cultura (VITTI & MAZZA, 2002; CONAB, 2011). Os colmos utilizados para o plantio devem
ser provenientes de canaviais de 12 a 16 meses, livres de pragas e doencgas e que apds
recebimento de tratamento preventivo com fungicida e inseticida sejam colocadas em sulcos
com trinta centimetros de profundidade e cobertos com 5 a 10 centimetros de terra. A
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densidade usada é de 12 a 18 gemas por metro linear com distancia minima entre sulcos de
1,2 metros para facilitar a operagdo de colheita (CONAB, 2011). A quantidade de mudas por
hectare é de 15 toneladas em média, porém quando o plantio é mecanizado o consumo de
mudas pode ultrapassar 20 toneladas. O ciclo de cultivo comercial da cana-de-aglicar
necessita de um tempo médio de 14 a 16 meses para o primeiro corte (cana planta), e os
demais cortes da mesma touceira sdo feitos apds 12 meses de cultivo (cana soca), com
renovacao da lavoura preferencialmente apos 4 ou 5 cortes (CONAB, 2011).

A adubacdo nitrogenada recomendada para a cana planta pode variar de 40 até 90 kg
de N ha® (VITTI et al., 2010). J& para cana soca recomenda-se 60 kg de N ha™ para
produtividades esperadas abaixo de 60 t ha™, podendo chegar a 120 kg de N ha™® para
produtividades acima de 100 t ha™. As aplicacBes médias de potassio e fosforo em cultivos de
cana-de-acticar no Brasil sdo de 109 kg de K,0 ha™e 123 kg de P,Os ha™ para cana planta, e
114 kg de K,0 ha™ e 34 kg de P,Os ha™ para cana soca (ROSSETO et al., 2010). Contudo, em
condigOes de baixa fertilidade e que visam altas produtividades as adubac¢des podem chegar a
170 kg de K,0 e P,0s ha™ (VITTI & MAZZA, 2002).

Um dos fatores de maior impacto ambiental no cultivo da cana-de-acUcar é a queima
dos canaviais por ocasido da colheita, ocorrendo nesse processo desperdicio de nutrientes para
as culturas posteriores (socas), danos a estrutura fisica e atributos quimicos do solo e liberagéo
de CO, para a atmosfera (CANELLAS et al., 2003; CEDDIA et al., 1999). O governo do
Estado de Sao Paulo, por meio da Lei Estadual n.° 11.241/02, instituiu a eliminagdo gradativa
da queima da palha da cana-de-acUcar, determinando o fim desta préatica até 2021 nas areas
consideradas mecanizaveis, entretanto, o setor sucroenergético e a UNICA em parceria com
as Secretarias do Meio Ambiente e da Agricultura do Estado de Sao Paulo e varias entidades,
celebraram em 2007 o protocolo agro-ambiental do setor sucroalcooleiro Paulista pelo qual as
unidades agroindustriais se comprometeram a antecipar o fim da queima da palha para 2014
nas areas mecanizaveis (UNICA, 2013). Essas mudancas no sistema de producdo da cana-de-
acucar afetam aspectos ambientais e socioecondmicos relacionados a esta cultura, como:
substituicdo da colheita manual pela mecanizada, aumento do conteido de palha sobre o solo
apos a colheita e surgimento de variedades de cana-de-aguUcar aptas a romper a camada de
palha apo6s o corte das soqueiras (SCOPINHO et al., 1999; CANELLAS et al., 2003; 1AC,
2012). De acordo com MENDONZA et al. (2000), o teor de carbono na profundidade de 0-10
cm aumenta no sistema Cana-Crua. Tal comportamento pode ser atribuido ao maior aporte de
matéria organica na colheita da Cana-Crua (16,7 Mg ha™ de folha + ponta), sendo porém
reduzido a praticamente zero quando se efetua a queima do canavial.

A cana-de-acucar é uma planta que tem como caracteristica fisiologica um expressivo
acumulo de agucar durante a fase de repouso vegetativo. A cultura é considerada semi-perene
e apresenta elevada producdo de biomassa que se torna matéria-prima para producdo de
acucar e etanol. O elevado rendimento da cultura (em termos de biomassa) associados a um
baixo consumo de fertilizantes nitrogenados (URQUIAGA et al., 1992), sdo fatores que
agregam vantagens no cultivo da cana-de-agucar, devido o balango energético positivo que a
mesma apresenta, conforme observado também por BODDEY (1995). Considerando-se uma
produtividade média de 85 t ha™, os custos energéticos totais considerando o consumo nas
etapas de producdo e processamento somam 21,8 MJ L™. Sabendo que a energia de um litro
de etanol corresponde 23,7 MJ, tem-se que a eficiéncia energética da cana-de-agucar equivale
a 1,1. Dessa forma, a cadeia da cana-de-acucar € potencialmente sustentavel, porém s&o
necessarias pesquisas nas areas fitotécnicas e industrial que desonerem energeticamente as
respectivas operacgdes, especialmente o suprimento de nitrogénio que eleva o custo energetico
na etapa produtiva e pode tornar a cultura energeticamente insustentavel ao longo dos anos
(SALLA et al., 2009)



2.2 Fixacdo Biologica de Nitrogénio em Cana-de-agucar

O nitrogénio é importante na nutricdo da cana-de-aglcar pelo importante papel
fisioldgico que desempenha quanto a composicao de aminoacidos, proteinas, enzimas e acidos
nucleicos (MALAVOLTA et al., 1989). Alguns levantamentos apontam que a cana-de-agucar
acumula entre 100 e 200 kg ha™ de nitrogénio por estacéo de crescimento. Parte do nitrogénio
incorporado pela planta é exportada na colheita e parte é perdida pela queima das folhas,
portanto, essas extracGes continuas causariam uma exaustdo deste nutriente no solo caso nao
houvesse a reposi¢do do nitrogénio. Na colheita mecanizada da cana-de-aglcar onde ndo se
pratica a queima dos canaviais, grande quantidade deste nutriente retorna ao sistema através
da manutencéo e incorporacédo da palhada (PRADO, 2008).

Diversos estudos realizados com cana-de-aclicar com intuito de avaliar respostas da
cultura a adubacdo nitrogenada no primeiro ano de cultivo (cana planta) apresentaram
resultados contraditérios, sendo observada auséncia de resposta a adubacdo nitrogenada em
muitos casos (AZEREDO et al., 1986; ROSSIELO, 1987; VITT]I et al., 2010). De acordo com
VITTI et al. (2010) a maior dose de N atualmente recomendada para a cana planta no Estado
de S&o Paulo é de 90 kg de N ha™, inferior & quantidade exportada pelo colmo. Alguns fatores
podem explicar as baixas respostas da cana planta a adubacdo nitrogenada, tais como:
mineralizacdo do nitrogénio devido ao preparo do solo, onde a decomposi¢do de folhas,
bainhas, ponteiro e pedacos de colmo podem ser responsaveis pelo fornecimento de 40 a 80
kg de N ha (TRIVELIN, 2000). De acordo com este autor, outro fator que pode explicar a
auséncia de respostas a adubacdo nitrogenada no ciclo da cana planta ¢ a fixacdo biol6gica de
nitrogénio.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é um dos processos mais importantes na natureza,
realizado apenas por algumas classes de microrganismos. A incorporacdo de nitrogénio via
FBN aos diferentes ecossistemas do nosso planeta € bastante elevada, representando uma
economia substancial de energia fossil empregada na producédo de fertilizantes nitrogenados
necessarios para atender & demanda da agricultura mundial (BALDANI et al., 2002). Os
estudos de fixacdo bioldgica de nitrogénio em gramineas tiveram inicio a partir de trabalhos
realizados pela Dr. Johanna Dobereiner e colaboradores no fim da década de 50. A primeira
bactéria caracterizada com a capacidade de fixar nitrogénio em cana-de-aglcar foi nomeada
Beijerinckia fluminensis (DOBEREINER e RUCHEL, 1958). Depois de alguns anos com a
introducdo do meio de cultivo semi-solido para isolamento de bactérias, houve a possibilidade
de descoberta de novos géneros de bactérias diazotréficas (DOBEREINER, 1992), ndo s6 em
cana-de-aglcar, como em varias outras gramineas. As bactérias diazotroficas que se associam
a cana-de-agucar possuem caracteristicas favoraveis, que levam a acreditar que sejam as
principais responsaveis pelas taxas de FBN associadas a cultura (BALDANI et al., 1997).

Atualmente a tecnica disponivel mais aceita para quantificar a FBN numa determinada
cultura agricola é a diluicéo isotopica de >N. A técnica baseia-se na alteragdo da proporgao
natural entre os is6topos >N e N, acrescentando-se ao substrato das plantas adubos
nitrogenados artificialmente enriquecidos (at.% *°N >0,3663) em propor¢do conhecida, ou
seja, adubos marcados. Plantas que s6 obtenham nitrogénio do solo marcado possuirdo um
enriquecimento em >N semelhante ao do solo marcado. Por outro lado, plantas que obtenham
além do N marcado proveniente do solo, N atmosférico (ndo marcado), sofrem uma diluicédo
no seu enriquecimento em *>N. Quanto maior a magnitude da diluicdo, maior a contribuic&o
da FBN (RESENDE et al., 2003).

Estudos de quantificacdo da FBN em cana-de-agUcar realizados por URQUIAGA et al.
(1992) mostraram uma contribuicdo de cerca de 60% do N acumulado nas plantas,
demonstrada através da técnica de diluicdo isotépica do °N. Recentemente 0 uso dessa
técnica permitiu avaliar a FBN em cultivos de cana-de-agucar nos Estados de Séo Paulo, Rio

5



de Janeiro, Minas Gerais e Pernambuco (POLIDORO et al., 2001; BODDEY et al., 2003). A
partir dos valores médios de *°N das plantas de cana-de-aclcar e das testemunhas estimou-se
que a contribuicdo da FBN para a nutricdo nitrogenada da cana no Brasil variou nas condicdes
de estudo de 0 a 60%, com média de 32%. Esta variacdo entre as diferentes lavouras pode
estar relacionada com o genotipo das variedades e principalmente a fertilidade do solo, uma
vez que a grande discrepancia na estimativa da FBN para a var. SP 80-1842 no estado de S&o
Paulo e Minas Gerais indicam que o manejo cultural, como a adubacéo nitrogenada, irrigacéo
e a variedade cultivada, pode afetar de forma expressiva o processo de FBN nesta cultura.

Experimentos conduzidos por OLIVEIRA et al. (2002, 2006) resultaram em aumentos
na ordem de 30% no acimulo de N em plantas de cana-de-agucar via FBN apds inoculacdo
combinada de bactérias diazotroficas, demonstrando que esta técnologia apresenta viabilidade
para o suprimento de parte do nitrogénio que a cultura demanda. Além da inoculag&o outras
tecnologias também podem favorever a FBN como por exemplo a adubacdo com molibdénio.
Diversos estudos realizados no Brasil tém mostrado que hé& incremento de produtividade em
canaviais quando se faz adubacdo com este micronutriente que pode ser aproveitado pela
enzima nitrogenase, potencializando a FBN e contribuindo para o aumento da produtividade
(BODDEY et al., 2003).

Embora os estudos sobre FBN na cultura da cana-de-aglcar tenham aumentado nas
Ultimas décadas, as pesquisas voltados a ecologia, a fisiologia, e a genética tiveram
prioridades devido essas bactérias terem sido descobertas recentemente (BALDANI et al.,
2000). Sendo assim, nos ultimos anos diversos experimentos em campo e em casa de
vegetacdo vem sendo realizados para avaliagdo da resposta da cana-de-agucar a inoculagdo
com bactérias diazotroficas. Estes experimentos tem gerado evidencias da contribuicdo da
FBN para cana-de-aclcar, como os resultados divulgados recentemente por URQUIAGA et
al. (2012), que avaliaram a FBN em nove variedades de cana-de-aclcar e concluiram que a
fixagéo bioldgica de nitrogénio foi responsavel por um ganho aproximado de 40 kg de N ha™
ano -, demonstrando mais uma vez a importancia da FBN no sistema de producéo da cana-de-
acucar. Estudos realizados por OLIVEIRA et al. (2002, 2006) permitiram a selecdo de
estirpes com elevada eficiéncia de fixacdo bioldgica de nitrogénio dentre as bactérias
diazotroficas que se associam a cana-de-acUcar. As estirpes selecionadas ao longo desses
trabalhos compdem atualmente o inoculante para FBN em cana-de-acucar lancado pela
Embrapa em 2008: Gluconacetobacter diazotrophicus (BR11281); Azospirillum amazonense
(BR11145); Herbaspirillum seropedicae (BR11335); Herbaspirillum rubrisubalbicans
(BR11504) e Burkholderia tropica (BR11366).

2.3 Bactérias Promotoras de Crescimento Associadas a Cana-de-agucar

No Brasil o cultivo continuo de cana-de-agicar com pouca utilizagdo de fertilizantes
nitrogenados e sem aparente esgotamento das reservas de nitrogénio do solo, levou a hipotese
de que bactérias fixadoras de N, associadas com essas plantas pode ser a fonte de entradas
significativas de N neste sistema, havendo muitas evidéncias de que a cana-de-agUcar seja
beneficiada pela interacdo com bactérias diazotréficas (BODDEY et al., 2003). Além da FBN
acredita-se que estas bactérias também estejam relacionadas com a producgédo de fitorménios
(SARAVANAN et al., 2008; RADWAN et al., 2004; GOVINDARAJAN et al., 2008;
ZIMMER et al., 1988), podendo interferir na morfologia radicular e crescimento de plantas,
sendo consideradas como promotoras de crescimento vegetal (SPAEPEN &
VANDERLEYDEN, 2011; BASHAN & HOLGUIM, 1997).

A habilidade destas bactérias em colonizar todo o interior de plantas, localizando-se
em nichos protegidos do oxigénio juntamente com outros fatores, as tornam o0s mais
promissores grupos de diazotréficos associados com plantas ndo-leguminosas, e como
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resultado dessa endosimbiose a planta recebe beneficios ecologicos da presenca do simbionte
como controle de fitopatdgenos ou promogdo do crescimento vegetal (RYAN et al., 2008;
QUISPEL, 1992; BALDANI et al., 1997). O processo de infec¢do e colonizagdo de plantas
por bactérias caracteriza-se como um evento dinamico envolvendo o reconhecimento de sinais
moleculares seguido do movimento da bactéria em direcdo a planta hospedeira, e por fim sua
adesdo a superficie vegetal e posterior penetracdo e multiplicacdo no interior da planta. As
vias de penetracdo e infeccao utilizadas por bactérias podem ser aberturas naturais (estdmatos,
hidatodios, nectéarios e lenticélas) e injarias e feridas (tricomas quebrados, emergéncia de
raizes laterais e feridas) (REIS & OLIVARES, 2006).

A interacdo entre plantas e microrganismos é determinada em parte pelo gendtipo da
planta, sendo observado que a mesma serve como abrigo proporcionando ambiente com
umidade favordvel e protecdo contra dessecagdo, temperatura e estresse luminoso (REIS,
2005). A planta também disponibiliza compostos de carbono como glicose, frutose e sacarose
que servem como alimento para estes microrganismos. Acredita-se que a cana-de-agucar deve
ter uma participacdo ativa na interacdo, respondendo a diversos processos metabdlicos
durante a associacdo (NOGUEIRA et al., 2001). Estes microorganismos também interagem
uns com os outros comunicando-se de célula a célula por meio da producdo de moléculas que
atuam como sinalizadores, onde ap6s atingirem determinada concetracdo no ambiente séo
percebidos pela populacdo de microrganismos levando a uma resposta a este sinal. Para que
ocorra a inducdo desses sinais é necessario que se atinja uma determinada densidade
populacional, razdo pela qual este mecanismo ¢ chamado de “quorun sensing” (VISICK &
FUQUA, 2005; REIS, 2005)

A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento na cana-de-actcar em condicdes
controladas e em condicdes de campo tem resultado em incrementos de biomassa que em
alguns casos pode se equiparar & adigdo de 120 kg de N ha™* (SCHULTZ et al., 2012; SILVA
et al., 2012). Em 2008 a Embrapa Agrobiologia langou o inoculante para FBN em cana-de-
acucar, composto pelas bactérias diazotréficas Gluconacetobacter diazotrophicus (BR11281);
Azospirillum  amazonense  (BR11145); Herbaspirillum  seropedicae (BR11335);
Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR11504) e Burkholderia tropica (BR11366), selecionadas
por OLIVEIRA et al. (2002, 2006).

2.3.1 Género Gluconacetobacter

A bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus, é uma bactéria diazotréfica endofitica,
que inicialmente foi isolada de raizes e colmos de cana-de-acucar, sendo considerada uma
espécie capaz de fixar nitrogénio atmosférico (CALVALCANTE & DOBEREINER, 1988).
Essa espécie é isolada em meio LGI-P semi-sdlido com alta concentragdo de sacarose, onde
aliquotas de dilui¢bes sereadas oriundas de material vegetal (folhas, raizes e colmos), apos
inoculadas no meio LGI-P sdo incubadas a 30 °C por sete dias para formacao de uma pelicula
alaranjada. Além disso, esta espécie possui alta tolerancia osmdtica e cresce em ambientes
acidos (até pH 3) (DOBEREINER et al., 1995).

De acordo com SARAVANAN et al. (2008), G. diazotrophicus é uma espécie com
comprovada capacidade de fixar nitrogénio atmosférico podendo ainda atuar na producéo de
fito-hormonios como o acido indol-acético e &cido giberélico, observado também por
FUENTES-RAMIREZ et al. (1993) e BASTIAN et al. (1998). Esta espécie também apresenta
potencial para o controle bioldgico sobre determinados fitopatdgenos como, por exemplo,
Xanthomonas albilineans (BLANCO et al., 2005).

A populgdo de Gluconacetobacter diazotrophicus é maior no sistema radicular e em
variedades brasileiras de cana-de-acicar (BARBOSA et al., 2006). Esta espécie utiliza poucas
fontes de carbono, sendo a principal a glicose. Contudo, o tamanho populacional é reduzido
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quando as plantas sdo submetidas a altas doses de N, ocorrendo inclusive inibi¢cdo da
atividade de reducdo de acetileno dessas bactérias (PERIN et al., 2004; SUMAN et al., 2008;
MEDEIROS et al., 2006). Além da inibicao por altas doses de N, observou-se in vitro que a
adicéo de inseticidas, herbicidas ou fungicidas ao meio de cultura podem inibir o crescimento
populacional de G. diazotrophicus, sendo importante a confirmagdo desses resultados em
experimentos de campo (MADHAIYAN et al., 2006).

O sequenciamento do genoma da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe
selvagem PAL 5), abriu novas oportunidades de estudo no campo da biotecnologia para
identificacdo de rotas metabodlicas e compostos envolvidos na sinalizacdo molecular e na
promoc&o de crescimento da cana-de-acucar (RODRIGUES et al., 2007).

2.3.2 Género Herbaspirillum

As duas espécies desse género que fazem parte do inoculante para FBN em cana-de-
acucar sdo: Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans. O género
Herbaspirillum foi descrito em conjunto com a espécie Herbaspirillum seropedicae por
BALDANI et al. (1986), a partir de isolamentos feitos de raizes de arroz e outros cereais.

De acordo com DOBEREINER et al. (1995), as duas espécies de Herbaspirillum séo
melhor isoladas através da inoculacdo em meio semi-sélido JNFb, com dilui¢Bes seriadas de
10 a 10 de amostras de raizes, colmos ou folhas de cereais de gramineas forrageiras. As
duas espécies sdo semelhantes e podem ser diferenciadas através do uso das fontes de carbono
N-acetil-glucosamina e meso-eritritol. A espécie H. seropedicae é capaz de usar N-acetil-
glucosamina como Unica fonte de C, sob condigdes de fixacdo de N (em meio JNFb semi-
solido sem &cido malico), enquanto H. rubrisubalbicans usa meso-eritritol somente em meio
com N mineral. Sendo as duas espécies capazes de produzir compostos indélicos (RADWAN
etal., 2002; BASTIAN et al., 1998)

Herbaspirillum seropedicae tem a capacidade de se associar com diversas culturas
agricolas da familia das gramineas, como: cana-de-acucar (Saccharum officiarum), sorgo
(Sorghum bicolor), milho (Zea mays) e arroz (Oryza sativa), ou mesmo outras familias como
abacaxi (Ananas comosus) e banana (Musa spp.) (TADRA-SFEIR et al., 2011). De acordo
com CANUTO et al. (2003), H. seropedicae apresenta potencial para utilizacdo na cultura da
cana-de-acucar devido a fixacdo bilégica de nitrogénio e mecanismos de promocdo de
crescimento. Contribuicdes variaveis da FBN e promocdo de crescimento tém sido observadas
na cultura do arroz com a inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae (ZACRIA et al., 2007;
BALDANI et. al., 2000), sendo esta variacdo atribuida a estirpe utilizada, as condigdes
ambientais e genotipo e idade da planta (ZACRIA et al., 2007).

SUMAN et al. (2008), ao avaliar oito variedades de cana-de-agucar adubadas com até
150 kg de N ha’, observou que ndo houve declinio da populacdo de Herbaspirillum
seropedicae com o aumento da adubacdo, demonstrando um comportamento diferente da
espéecie Gluconacetobacter diazotrophicus que é inibida quando se utiliza altas doses de N
(PERIN et al.,, 2004; SUMAN et al., 2008; MEDEIROS et al., 2006). Populacbes de H.
seropedicae tém sido observadas em folhas e em maior quantidade nas raizes, colonizando os
espacos intercelulares da epiderme radicular, espagos existentes nas juncdes de raizes laterais
com a raiz principal e vasos do xilema (ZACRIA et al., 2007; CANUTO et al., 2003;
DOBEREINER et al., 1995; BALDANI & BALDANI, 2005; NJOLOMA et al., 2006;
ZACRIA et al., 2008).

A espécie Herbaspirillum rubrisubalbicans, anteriormente classificada como
"Pseudomonas rubrisubalbicans”, foi reclassificada na década de 90 devido a muitas
semelhancas ao género Herbaspirillum como, por exemplo, a habilidade de fixar nitrogénio
atmosférico e ser reisolada de tecidos vegetais 60 dias apds a inoculagdo, sendo inclusive
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isolada de diversas espécies de cana-de-acucar no Brasil. Acredita-se que esta espécie seja 0
patdgeno causador da Estria Mosqueada em algumas variedades de cana-de-agucar plantadas
nos EUA (BALDANI & BALDANI, 2005; GILLIS et al., 1991; BODDEY et al., 1995;
DOBEREINER et al., 1995)

2.3.3 Género Azospirillum

O género Azospirillum € representado por bactérias diazotréficas associativas
endofiticas gram-negativas, mas que podem sobreviver no solo na forma de cistos e
apresentam baixa especificidade quanto a planta hospedeira, sendo ja observado por diversos
autores a sua associacdo com cereais, forrageiras e pupunheira (MOREIRA et al., 2010).

Durante a década de 70 com o desenvolvimento de meios de cultivo semi-solido e a
técnica de reducdo de acetileno foi possivel a obtencdo de maiores avangcos na pesquisa de
FBN em gramineas, especialmente com a descoberta de duas novas espécies: Azospirillum
lipoferum e Azospririlum brasiliense (BALDANI & BALDANI, 2005). Posteriormente na
década de 80 a espécie Azospirillum amazonense foi isolada de gramineas forrageiras e
pupunha na regido amazénica por MAGALHAES et al. (1983), sendo esta a espécie do
género Azospirillum que faz parte da composicdo do inoculante para FBN lancado para cana-
de-agUcar (SILVA, et al., 2012).

Azospirillum amazonense é isolada em meio LGI semi-sélido, inoculado com
diluigBes seriadas de raizes e solo da rizosfera das mais diferentes gramineas. Peliculas finas
formam-se na superficie do meio LGI semi-sélido, cinco a sete dias apds a incubacédo a 32 °C.
Esta espécie é caracterizada por usar sacarose como Unica fonte de carbono (DOBEREINER
et al., 1995). Esta bactéria é capaz de produzir compostos indélicos como auxinas, sendo ja
observado que a producdo de auxinas pelo género Azospirillum pode inclusive ser superior ao
género Herbaspirillum (RADWAN et al., 2004; REIS JUNIOR et al., 2004). De acordo com
BASHAN et al. (2004), em inUmeros casos a inoculacdo com bactérias do género
Azospirillum foi capaz de reduzir a adubacgdo nitrogenada entre 20% - 50%, indicando o
potencial de utilizacdo dessas bactérias na agricultura.

REIS JUNIOR et al. (2000), ao avaliar a diversidade populacional de bactérias
diazotroficas em quatro variedades de cana-de-acgUcar, verificou que nesta cultura a populagéo
do género Azospirilllum encontra-se em maior quantidade nas raizes e em seguida nos
colmos, podendo-se obter isolados também das folhas, exceto para a espécie Azospirillum
amazonense que ndo pode ser isolada de folhas. A presenca dessa espécie também ja foi
detectada em Brachiaria brizantha, B. decumbens, B. humidicola e milho promovendo maior
producdo de matéria seca e acumulo de N nas raizes para esta cultura (REIS JUNIOR et al.,
2004; REIS JUNIOR et al., 2008). Embora o género Azospirillum seja encontrado em diversas
culturas agricolas, este pode ser afetado negativamente por defensivos agricolas, inclusive
herbicidas utilizados na cultura da cana-de-agticar (PROCOCPIO et al., 2011; BASHAN et
al., 2004), o que pode ser um fator limitante na utilizagdo desses microrganismos.

2.3.4 Género Burkholderia

A espécie desse género que participa da composic¢ao do inoculante para FBN em cana-
de-acucar é Burkholderia tropica. Esta espécie foi descritapor REIS et al. (2004),
utilizando no Brasil os meios de cultivo LGI-P e JMV semi-solido, para isolamento dos
microrganismos. Neste trabalho os isolados foram obtidos de plantas de cana-de-agucar,
milho e teosinto cultivados em diferentes regides geograficas e climaticas do Brasil, México e
Africa do Sul (clima subumido temperado até quente e Umido), havendo posteriormente
isolamento do género Burkholderia também na India oriunda de plantas de cana-de-aglcar e
arroz (GOVINDARAJAN et al., 2006, 2008).



A espécie Burkholderia tropica tem a forma de bastdo ligeiramente curvado e sua
mobilidade é possivel devido a existéncia de 1 a 4 flagelos, sendo uma bactéria Gram
negativa que em meio LGI-P forma pequenas col6nicas com centro amarelo e margens
brancas. Essas bactérias tem a capacidade de reduzir o acetileno a etileno em meio semi-
solido sem nitrogénio, e sdo portanto consideradas capazes de fixar nitrogénio atmosférico
(REIS et al., 2004). Estas estirpes tem metabolismo aerdbico mas fixam nitrogénio em
ambiente microaerofilo. A temperatura Otima de crescimento € 30 °C, sendo possivel a
utilizacdo de diversas fontes de carbono para esta bactéria incluindo agUcares e &cidos
organicos. Também foi observado no género Burkholderia a capacidade de produzir auxina,
sideroforos e solubilizar fosfato (CABALLERO-MELLADO et al., 2007; GOVINDARAJAN
et al., 2008), indicando que além da FBN diversos beneficos podem ser obtidos com a
inoculacdo desses microrganismos em culturas agricolas.

As bactérias desse género primeiro colonizam a superficie das raizes e depois
colozinam os espagos intercelulares abrindo caminho através da membrana danificada,
podendo também colonizar as plantas através dos pontos de crescimento de raizes laterais
(BALDANI et al., 1997; BALDANI et al., 1995). No Brasil, os melhores resultados com a
inoculacdo do género Burkholderia em cana-de-acucar, tem sido obtidos quando esta espécie
foi inoculada em conjunto com Gluconacetobacter diazotrophicus; Azospirillum amazonense
; Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans (OLIVEIRA et al., 2002,
2003; SCHULTZ et al., 2012; SILVA et al., 2012; PEREIRA et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo do Inoculante
3.1.1 Bactérias diazotroficas

O inoculante utilizado neste estudo foi composto por um coquetel de bactérias
diazotrdéficas inicialmente selecionado por OLIVEIRA et al. (2002, 2006) (Tabela 1).

Tabela 1. Bactérias que compde o inoculante para cana-de-agtcar — espécie, estirpe e
origem do isolamento.

Espécie Estirpe Origem do isolamento
Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd) BR11281"  Raizes — Saccharum sp.
Herbaspirillum seropedicae (Hs) BR11335 Raizes — Saccharum sp.
Herbaspirillum rubrisubalbicans (Hr) BR11504 Colmos — Saccharum sp.
Burkholderia tropica (Bt) BR11366'  Gemas — Saccharum sp.
Azospirillum amazonense (Aa) BR11145 Colmos — Saccharum sp.

3.1.2 Inoculante polimérico

A populacgdo de bactérias presentes no inoculante para implantacdo desse experimento
foi estimada em aproximadamente 103-10° células mL™. Uma mistura polimérica composta
por polimeros carboximetilcelulose e amido na propor¢do 60% e 40% foi utilizada como
veiculo para as bactérias diazotréficas presentes no inoculante. A partir da proporcéo 60/40
(CMC e amido) foi preparada uma mistura polimérica sem qualquer agente compatibilizante
na concentracdo 0,8 (g L™) em &gua destilada (forma liquida). As misturas poliméricas foram
preparadas na Embrapa Agrobiologia, protegidas por patente no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual, sob o titulo “Composi¢des poliméricas contendo inoculante
rizobiano, uso das mesmas e sementes tratadas com as composi¢des” — n° da patente
(P10506338-8%).

3.1.3 Inoculante turfoso

Foi utilizado 1 mL de suspensdes celulares do pré-indculo para a inoculacdo em
200 mL de meio liquido NFb modificado (BURDMAN et al., 1998), com: 5 g L™ de sacarose
e pH 6-6,2 — (Azosprillum); 100 g L™ de sacarose e pH 5,5 — (Gluconacetobacter); 5 g L™ de
manitol, pH 5-5,4 — (Burkholderia); 5 g L™ de 4cido malico, pH 5,8 — (Herbaspirillum). Foi
adicionado 1 mL de frutose a 0,7% (1:10) em tampéo fosfato 0,5 mol L™ esterilizado em filtro
Millipore 0,2 um. Os meios inoculados ficaram sob agita¢do a 175 rpm, a 30 °C por 24 horas.

A populacdo de bactérias presentes no inoculante para implantacdo desse experimento
foi estimada em aproximadamente 108-10° células ml™. Posteriormente foram adicionados 75
mL do inoculo em 175 g do veiculo (turfa moida, neutralizada e esterilizada) embalado em
sacos de polietileno. Os sacos plasticos foram mantidos a 30 °C por sete dias. O produto final
foi composto por cinco pacotes (250 g) contendo as cinco estirpes individualizadas, somaram
1.250 g de inoculante turfoso.

3.2 Variedades de Cana-de-agucar

RB92579 — Atualmente esta variedade ocupa mais de 50 % da area plantada com cana-de-
acucar no nordeste do pais e cerca de 10% da area plantada de cana-de-agtcar no Brasil. A
variedade RB92579 possui as seguintes caracteristicas: maturacdo media; alto teor de
sacarose; boa brotagédo; alto perfilhamento em cana-planta e soca; bom fechamento de
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entrelinhas; alta produtividade agricola e ndo apresenta restricdo a ambiente de producdo
(BARBOSA et al., 2003).

RB867515 — E a variedade de cana-de-agticar mais cultivada no Brasil. Apresenta maturacio
média, alto teor de sacarose, alta velocidade de crescimento, porte alto, habito de crescimento
ereto, alta densidade de colmo, alta produtividade agricola e boa brotagdo na cana-planta e na
soca, perfilhamento médio e bom fechamento de entrelinhas (HOFFMANN et al., 2008;
ESALQ, 2011).

IACSP95-5000 — Langada em 2007 esta variedade apresenta boa adaptacdo a colheita
mecanica crua. Apresenta maturacdo média-tardia, alta produtividade, alto teor de sacarose,
porte ereto, 6tima brotacdo de soqueiras, 6timo perfilhamento e 6timo fechamento das
entrelinhas. Ndo apresenta tombamento e € resistente a ferrugens, escaldadura, carvao e
mosaico (IAC, 2012).

A Tabela 2 apresenta a andlise quimica dos minitoletes das variedades RB92579,
RB867515 e IACSP95-5000 quanto ao teor e conteudo de nitrogénio, fosforo e potassio. Os
dados apresentados referem-se aos valores médios obtidos de 16 minitoletes de cada
variedade, antes da implantacdo dos experimentos ao ar livre. Os valores médios da matéria
seca dos minitoletes utilizados foram: RB92579 (4,5 g); RB867515 (11,9 g) e IACSP95-5000
(11,0 9).

Tabela 2. Teor e conteddo de N, P e K de minitoletes das variedades RB92579,
RB867515 e IACSP95-5000 antes do plantio.

Teor do nutriente (g kg™) Conteudo total do nutriente (mg)
Variedade N P K N P K
RB92579 2,12 0,49 7,33 11,58 2,25 33,64
RB867515 5,60 0,43 1,50 67,24 5,15 18,23
IACSP95-5000 5,08 0,73 7,73 56,35 8,14 85,35

ALVES et al. (1999), SARRUGE & HAAG (1974).

3.3 Cultivo das Variedades RB92579, RB867515 e IACSP95-5000 em Casa de Vegetacao

3.3.1 Inoculagdo mista de bactérias diazotroficas na variedade RB92579

Minitoletes de tamanho e diametro similares contendo uma gema foram retirados do
terco superior de colmos da variedade RB92579 com 12 meses de idade. Antes do plantio fez-
se uma amostragem aleatoria de 16 minitoletes para secagem em estufa e posterior analise de
N, P e K (Tabela 2).

As plantas receberam uma inoculagdo mista com cinco estirpes de bactérias
diazotroficas: Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd); Azospirillum amazonense (Aa);
Herbaspirillum seropedicae (Hs); Herbaspirillum rubrisubalbicans (Hr) e Burkholderia
tropica (Bt), selecionadas por OLIVEIRA et al (2002, 2006). Foi utilizado o inoculante
polimérico descrito no item 3.1.2, obtendo-se os tratamentos: inocula¢do mista e controle (n&o
inoculado). O inoculante foi diluido em agua destilada na propor¢do 1:100 (v/v), onde 0s
minitoletes inoculados permaneceram imersos por 30 minutos enquanto o tratamento controle
permaneceu imerso em A&gua destilada. Em seguida foram montados dois bancos de
germinagdo com objetivos distintos. Ambos foram montados em casa de vegetacdo utilizando
como substrato uma mistura de areia e vermiculita 2:1 (v/v) esterilizada e submetida a anéalise
quimica (Tabela 3).
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Tabela 3. Analise quimica de areia e vermiculita 2:1 (v/v).

Al Ca H +Al Mg K P pH
.......................... emol. dm™®......co..ooovvvinnn. verrrereeneeg AM
0,04 0,16 0,17 1,64 14 8,3 7,7
Embrapa (1997).

O primeiro banco de germinacédo teve como objetivo a contagem diaria do numero de
plantas germinadas e para tal foram plantados aleatoriamente 48 minitoletes inoculados e 48
minitoletes ndo inoculados (controle), utilizando-se um minitolete/ kg de substrato. Realizou-
se a contagem diéria da emergéncia de plantulas e ao fim de nove dias as plantas germinadas
foram transplantadas para vasos contendo amostras de terra enriquecida com *°N.

No segundo banco de germinacdo utilizaram-se trinta e seis repeticbes para cada
tratamento, sendo cada repeti¢do constituida de um vaso de plastico contendo um minitolete
em 1,5 kg de substrato. Realizou-se diariamente 0 sorteio de trés repeticbes de cada
tratamento para acompanhamento da brotacdo das gemas e emissao de raizes por meio de
fotografias (Anexo). Nos dois bancos de germinacgéo a profundidade de plantio foide 4 cme a
distribuicdo dos tratamentos obedeceu a um delineamento inteiramente ao acaso.

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo automatizada com controle de
umidade e temperatura na Embrapa Agrobiologia, localizada no Municipio de Seropédica - RJ
em fevereiro de 2011. A fase de germinacdo teve duracdo de nove dias, onde as primeiras
avaliacdes tiveram inicio 36 horas apds o plantio. As frequéncias das brotacdes entre 0s
tratamentos foram comparadas utilizando-se o teste de Fisher no programa Excel 2007,

3.3.2 Inoculacdo mista e individual de bactérias diazotroficas nas variedades RB867515
e IACSP95-5000

Foram utilizadas as variedades de cana-de-actcar RB867515 (responsiva a inoculagdo
com bactérias diazotréficas) e IACSP95-5000 lancada em 2007. A variedade IACSP95-5000
apresenta alto potencial de produtividade para a colheita da cana crua, porém ainda é pouco
estudada quanto aos efeitos da inoculacdo com bactérias diazotréficas. Minitoletes de
tamanho e didmetro similares contendo uma gema foram retirados do terco superior de
colmos das variedades RB867515 e IACSP95-5000 com 12 meses de idade.

A inoculacdo foi realizada com inoculante turfoso (Item 3.1.3), obtendo-se 0s
seguintes tratamentos para cada variedade: Controle; Inoculagédo mista com as cinco estirpes;
Inoculacdo com Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd); Inoculacdo com Herbaspirillum
rubrisubalbicans (Hr); Inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae (Hs); Inoculacdo com
Azospirillum amazonense (Aa) e Inoculacdo com Burkholderia tropica (Bt). Utilizou-se um
delineamento experimental em blocos ao acaso com quatro repeticdes. O inoculante foi
diluido em &gua destilada (1:100 v/v) padronizando a populacdo das estirpes em 10’
células/ml. Os minitoletes inoculados permaneceram imersos por 30 minutos na solucdo
inoculante enquanto o tratamento controle permaneceu imerso em agua destilada. Utilizou-se
como substrato uma mistura de areia e vermiculita propor¢do 1:1 (v/v) previamente
esterilizada.

O plantio foi realizado em caixas plasticas de 12 kg contendo 10 kg de substrato. As
caixas foram distribuidas em blocos ao acaso com quatro repeticdes. Cada repeticdo foi
constituida de oito minitoletes plantados a uma profundidade de 4 cm em cada caixa plastica.
A partir do plantio e a cada dois dias foram sorteadas trés repeticdes de cada tratamento,
colhendo-se uma planta de cada repeticdo para ser fotografada (Anexo) e posteriormente
descartada, prosseguindo-se até o 14° dia ap6s o plantio. No 14° dia as mudas foram colhidas
e secas em estufa a 65 °C para determinacdo da massa seca de raiz e parte aérea. Quatro
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minitoletes de cada repeticdo foram mantidos intactos para contagem diaria do nimero de
brotos (durante 20 dias) e avaliacdo da biomassa produzida ap6s 44 dias. A brotacdo foi
avaliada pelo indice de velocidade de germinagdo conforme descrito por MAGUIRE (1962) e
aqui chamado de indice de velocidade de brotacdo (IVB), onde: IVB = (bl/n + b2/n +
b3/n...Bn/ny; B, é o nimero de brotagdes computadas nas “n” contagens ¢ N, € 0 nimero de
dias do plantio das gemas as “n” contagem.

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo automatizada com controle de
umidade e temperatura na Embrapa Agrobiologia, localizada no Municipio de Seropédica -
RJ, tendo duracdo de 44 dias. Ao fim do experimento foram colhidas duas plantas de cada
repeticdo, avaliando-se a altura da parte aérea, didmetro de colmo e &rea foliar (AF), onde:
AF=C x L x 0,75 x (N+2); AF (area foliar por colmo); C (comprimento da folha +3); L
(largura da folha +3); 0,75 (fator de forma); N (numero de folhas abertas com pelo menos
20% de area verde da folha 0 a +7) (HERMANN & CAMARA, 1999). Em seguida essas
plantas foram armazenadas em estufa por 10 dias a 65 °C para secagem. Ap0s a secagem
determinou-se a massa seca de raiz, parte aérea e total, o material foi triturado para
determinacéo do teor de nitrogénio pelo método de Kjedahl (ALVES et al., 1999).

Depois de verificado a validade da andlise de variancia quanto as pressuposicdes de
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancias dos erros (teste de Cochran),
as médias das variaveis foram submetidas a analise de variancia, recorrendo-se ao teste de
Scott-Knott, com p 0,05 para comparacdo entre médias. As andlises foram realizadas nos
programas estatisticos SAEGe, da Universidade Federal de Vicosa e SISVARe, da
Universidade Federal de Lavras.

3.4 Cultivo das Variedades RB92579, RB867515 e IACSP95-5000 ao Ar Livre
3.4.1 Inoculacéo mista de bactérias diazotroficas na variedade RB92579

Utilizou-se neste experimento 220 kg de terra oriunda de um solo enriquecido com
atomos de °N (0,1% >N/*N) classificado como Argissolo Vermelho, utilizado para cultivo
de cana-de-acgUcar e feijao e um lisimetro localizado da cidade de Piracicaba-SP. A terra foi
homogeneizada em uma betoneira e de acordo com a analise quimica de terra (Tabela 4)
recebeu a seguinte adubaco: 55,6 mg de P,Os kg™ de terra; 125 mg de K,O kg™ de terra e 50
mg de FTE BR12 kg™ de terra.

Tabela 4. Andlise quimica de amostra de terra.

Al Ca Mg P K C M.O. N pH
cernecmol dm® e AM L i gkgtn,
0,00 3,74 0,70 21,20 67,40 6,0 10,00 0,8 5,2
Embrapa (1997).

Apols um periodo de germinacdo de nove dias em casa de vegetacdo, os minitoletes
foram transplantados para vasos contendo 6 kg de terra enriquecida com >N (uma muda/vaso)
a uma profundidade de 4 cm, sendo irrigados diariamente com uma lamina de 30 mm dia™,
exceto nos dias chuvosos. Nesta etapa 0 experimento foi conduzido ao ar livre na Embrapa
Agrobiologia (Figura 1) durante o periodo de 25 de fevereiro a 15 de abril de 2011,
totalizando 49 dias. Adotou-se um delineamento experimental inteiramente ao acaso com
dezenove repeticGes para cada tratamento (inoculagdo mista e controle).

Como parametro para o calculo de FBN neste periodo também foram cultivadas as
plantas Sorgo (Sorghum bicolor), Paingo (Panicum mileaceum) e pe-de-galinha (Cynodon
dactylon) que nao fixam nitrogénio. Quatro repeti¢ces de cada espécie foram cultivadas em
recipientes contendo 400g da mesma terra utilizada para cultivar a variedade RB92579 e
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adubada com 100 mg de P,Os na forma de super fosfato simples kg™ de terra; 87 mg de K,0
na forma de sulfato de potassio kg™ de terra; 50 mg de FTE BR12 kg™ de terra e 50 mg de
sulfato de magnésio kg™ de terra. Apés 33 dias de cultivo as plantas testemunhas foram
colhidas e armazenadas em estufa a 60 °C por oito dias. Apds determinacdo da massa seca
dessas plantas as mesmas foram trituradas para determinacéo do teor de *°N.

No 48° dia de cultivo da variedade RB92579 (dia anterior a colheita), efetuaram-se as
seguintes avaliacOes: altura de planta e determinacdo indireta dos valores de clorofila através
de um clorofilbmetro marca ClorofiLOG® modelo CFL 1030, operado conforme as
instrucdes do fabricante (FALKER, 2008). Neste aparelho, as unidades de mensuracao,
denominadas indice de Clorofila Falker (ICF), sio produto de fotodiodos que emitem em 635,
660 e 880 nm. As leituras foram realizadas nas folhas +1, efetuando-se 10 medicGes no terco
médio da folha.

Ao fim de 49 dias de cultivo ao ar livre, as plantas foram colhidas. As repeticdes
foram armazenadas em estufa por 10 dias a 65 °C para secagem. ApOs a secagem
determinou-se a massa seca de raiz, parte aérea e massa seca total. Em seguida o material foi
triturado para determinacdo do teor de nitrogénio pelo método de Kjedahl (ALVES et al.,
1999), quantificacio percentual da FBN pela técnica de diluicdo isotopica de N
(UNKOVICH et al., 2008), e teor de fosforo e potassio pelo método de digestdo nitro-
perclérica (SARRUGE & HAAG, 1974).

As duas fases do experimento tiveram uma duracdo total de 58 dias (9 dias de
germinacdo em casa de vegetacdo e 49 dias de cultivo ao ar livre). Depois de verificado a
validade da analise de variancia quanto as pressuposi¢cdes de normalidade (teste de Lilliefors)
e homogeneidade de variancias dos erros (teste de Cochran), as médias das variaveis foram
submetidas a andlise de variancia escolhendo-se aleatoriamente 10 repeticdes de cada
tratamento, recorrendo-se ao teste Scott-Knott com p 0,05 para comparagéo entre médias. As
analises foram realizadas nos programas estatisticos SAEGe, da Universidade Federal de
Vicosa e SISVARe, da Universidade Federal de Lavras.

i) S A AR S 6 ;
Figura 1 - Variedade RB92579 ap6s 45 dias de cultivo.

3.4.2 Inoculagdo mista e individual de bactérias diazotroficas nas variedades RB867515
e IACSP95-5000

Minitoletes contendo uma gema foram retirados do ter¢o superior de plantas com 12
meses de idade. O inoculante polimérico (Item 3.1.2) foi diluido em &gua na proporcao 1:100
(v/v), onde os minitoletes inoculados permaneceram imersos por 30 minutos enquanto o
tratamento controle permaneceu imerso em agua destilada. Foram utilizados sete tratamentos
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para cada variedade: Controle; Inoculacdo mista com as cinco estirpes; Inoculacdo com
Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd); Inoculagdo com Herbaspirillum rubrisubalbicans
(Hr); Inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae (Hs); Inoculacdo com Azospirillum
amazonense (Aa) e Inoculagido com Burkholderia tropica (Bt).

Apds a inoculacdo foi plantado um minitolete/vaso a uma profundidade de 4 cm,
utilizando como substrato terra enriquecida com N (item 3.4.1), porém diferente do
experimento conduzido com a variedade RB92579 (ltem 3.4.1), aqui a terra foi misturada
com areia na propor¢do 1:1 (kg/kg) para evitar compactacdo, totalizando 6 kg de
substrato/vaso. Antes do plantio foi efetuada uma amostragem aleatoria de 16 minitoletes de
cada variedade para andlise do teor de N, P e K (Tabela 2).

Ao fim dos experimentos foram realizadas as seguintes avaliac@es: altura de planta,
didmetro médio da base dos colmos e determinacédo indireta do teor de clorofila através do uso
do clorofildmetro (FALKER, 2008) (Item 3.4.1), e érea foliar (HERMANN & CAMARA,
1999) (Item 3.3.2). Para as avaliagBes de acimulo de biomassa e macronutrientes foram
utilizadas quatro repeticdes por tratamento. Essas plantas foram secas em estufa por 10 dias a
65 °C, e apds a secagem foi determinada a massa seca de raiz, parte aérea e massa seca total.
Em seguida o material foi triturado para determinacao do teor de N pelo método de Kjedahl
(ALVES et al., 1999), e teor de P e K pelo método de digestao nitro-perclérica (SARRUGE &
HAAG, 1974).

O experimento com a variedade RB867515 (Figura 2) foi implantado no inicio de
outubro de 2012 e teve duracdo de 50 dias, 0 experimento com a variedade IACSP95-5000
(Figura 3) foi implantado no fim de setembro de 2012 e teve duragdo de 56 dias. Os
experimentos foram conduzidos ao ar livre na Embrapa Agrobiologia, sendo irrigados
diariamente com uma lamina de 30 mm dia™, exceto nos dias chuvosos. Utilizou-se um
delineamento experimental inteiramente ao acaso com 4 repeticdes, onde cada repeticdo foi
constituida de uma planta de cana-de-acucar cultivada em 6 kg de substrato.

Depois de verificado a validade da andlise de variancia quanto as pressuposicfes de
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancias dos erros (teste de Cochran),
as médias das varidveis foram submetidas a anélise de variancia recorrendo-se ao teste Scott-
Knott com p 0,05 para comparagdo entre médias. As andlises foram realizadas nos programas
estatisticos SAEGe, da Universidade Federal de Vicosa e SISVARe®, da Universidade Federal
de Lavras.
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Figua 3. Experimento cm avar. ICSP9-5000, conduzido na area da Embrapa Agobiologia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Brotacdo das Variedades RB92579, RB867515 e IACSP95-5000 em Casa de
Vegetagao

As observacdes da brotacdo das gemas e emissao de raizes nas variedades de cana-de-
acucar RB92579, RB867515 e IACSP95-5000, foram realizadas por meio da coleta de
amostras conforme descrito nos itens 3.3.1 e 3.3.2. As fotografias obtidas diariamente dos
tratamentos estdo disponiveis em anexo. As imagens das trés variedades mostraram que ha
diferenca entre elas na fase de brotacdo. Observando apenas o tratamento controle para as trés
variedades, percebe-se que nos primeiros dias de plantio, ocorreu um maior desenvolvimento
das raizes em relacdo a parte aérea nas variedades RB92579 e IACSP95-5000 (Anexo). Na
variedade RB867515 houve predominancia do desenvolvimento da parte aérea. De acordo
com CASAGRANDE & VASCONSELOS (2010), se as condi¢bes ambientais estiverem
favoraveis para que ocorra a brotacdo, tais reacfes serdo predominantemente regidas pelo
gendtipo de cada variedade de cana-de-agucar. Cada uma tem um comportamento diferente
quanto a capacidade de brotag&o.

As Figuras 4 e 5 apresentam o comportamento da variedade RB92579 durante a fase
de germinacéo.

B Inoc. mista # Controle v=13155%2-54702x+4,1964
R*=0.9678

N© de brotacdes
o
[¥.]

v=0.5119x2-2,9643x+3,2857
B*=0.9715

10

Dias apos o plantio

Figura 4. Brotacdo de minitoletes da variedade RB92579 inoculada com bactérias diazotroficas.
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a) b)
Inoc. Mista Controle Inoc. Mlista Controle

Figura 5. Variedade RB92579 inoculada com bactérias diazotroficas. As imagens a, b e c
correspondem respectivamente ao 6°, 7° e 8° dia apés o plantio.

A inoculacdo aumentou significativamente a velocidade de brotacdo da variedade
RB92579 (Tabela 5). Ao final da avaliacdo 85% das plantas inoculadas ja haviam emergido
do substrato, em contrapartida apenas 27% das plantas ndo inoculadas (controle) haviam
emergido. O teste do Qui-quadrado aplicado as frequéncias de germinacao observadas entre o
6° e 0 8° dia ap0s o plantio mostrou que o efeito da inoculacdo foi altamente significativo no
aumento da velocidade de brotacdo da variedade RB92579 (Tabela 5), justificando as
diferengas observadas entre os tratamentos nas Figuras 4 e 5.

Tabela 5. Avaliacdo da brotacdo de minitoletes da variedade de cana-de-agUcar
RB92579 inoculada com as bactérias diazotroficas.
60 dla 70 dla 80 dla
X2 pr** XZ pr** X2 pr**
33,666 6,54x10° 34,166 5,06x10° 34,166 5,06x10°

X? = resultado do teste do Qui quadrado; P = probabilidade de que as frequéncias observadas tenham
ocorrido por acaso; *** = o valor de P tende a zero, portanto o resultado observado é altamente
significativo.

Para a variedade RB867515 (Figura 6a) o indice de velocidade de brotacdo (I'\VB) foi
significativamente superior com a inoculagdo mista das cinco estirpes e inoculagao individual
com H. rubrisubalbicans, A. amazonense e B. tropica. J& para a variedade IACSP95-5000
(Figura 6b) o IVB foi significativamente superior com a inoculagdo individual de G.
diazotrophicus, H. rubrisubalbicans, A. amazonense e B. tropica.
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Figura 6. Indice de velocidade de brotagdo (IVB). A) variedade RB867515; B) variedade
IACSP95-5000. Médias seguidas de diferentes letras minusculas diferem entre si pelo
teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 26,45%; b) 40,2%.

Embora os minitoletes tenham sido extraidos de colmos jovens, houve variabilidade de
brotacdo demonstrada pelo elevado coeficiente de variacdo (Figura 6). Neste ensaio procurou-
se uniformizar os minitoletes separando-os em classes de acordo com o tamanho e diametro, a
maior variabilidade na brotacdo foi observada na variedade IACSP95-5000.

A velocidade de brotacdo foi significativamente superior em resposta a inoculacéo
individual com H. rubrisubalbicans, A. amazonense e B. tropica nas variedades RB867515 e
IACSP95-5000. Resultados promissores com a inoculacdo de uma Unica espécie diazotréfica
ja foram observados por SUMAN et al. (2005), estes autores inocularam isolados de G.
diazotrophicus na variedade de cana-de-aglicar CoSe92423 cultivada na India e também
obtiveram aumentos significativos da % de germinacdo para esta variedade. Para as
variedades RB867515 e IACSP95-5000 tomando-se como exemplo a espécie H.
rubrisubalbicans, percebe-se que a velocidade de brotacdo foi 55% superior ao controle
quando se aplicou H. rubrisubalbicans na variedade RB867515 e 154% na variedade
IACSP95-5000. Como o plantio de cana-de-agucar hoje preconiza a utilizacdo de mudas pré-
brotadas (MPB) (LANDELL et al., 2013), esta modificagédo na velocidade de obtencgdo de
mudas é desejavel, e uma Unica estirpe foi capaz de acelerar este processo independente do
gendtipo da planta, quando comparada as outras estirpes, 0 que é desejavel para se
recomendar um novo processo biotecnoldgico ao setor.

Neste experimento a inoculagdo mista e inoculagéo individual com G. diazotrophicus
influenciaram de maneira diferente a velocidade de brotagdo nas variedades RB867515 e
IACSP95-5000. Tendo em vista que a interacdo entre plantas e microrganismos € determinada
em parte pelo genotipo da planta (OLIVEIRA et al., 2006), é provavel que diferengas
genéticas entre as variedades tenham modificado a resposta das plantas para estes tratamentos,
uma vez que a inoculacéo e cultivo das mesmas deu-se em condi¢des idénticas.

As Figuras 7 e 8 demonstram a diferenca na brotacdo entre os tratamentos aplicados
as variedades RB867515 e IACSP95-5000 no 14° dia apds o plantio.
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Controle Inoc. mista Gd Hr

Figura 7. Variedade RB867515 inoculada com bactérias diazotroficas (14° dia apds o

plantio). Utilizou-se uma régua de 15 cm como objeto de referéncia nas imagens.

Controle Inoc. mista Gd Hr

Figura 8. Variedade IACSP95-5000 inoculada com bactérias diazotroficas (14° dia ap6s o
plantio). Utilizou-se uma régua de 15 cm como objeto de referéncia nas imagens.

Nos minitoletes fotografados (14° dia ap6s o plantio) realizou-se a medicdo da altura
dos brotos, e apds a secagem foi determinada a massa seca de raiz e parte aérea. Para a
variedade RB867515 (Figura 9), ndo houve diferenca estatistica para nenhuma das variaveis
analisadas. Os altos valores de coeficiente de variagédo obtido principalmente na massa seca de
raiz (65,83%) indicam que nesta fase as plantas apresentam maior variabilidade no seu
desenvolvimento. Na variedade IACSP95-5000 (Figura 9), a producdo de massa seca de parte
aérea foi significativamente superior em resposta a inoculacdo mista e inoculagéo individual
de G. diazotrophicus, H. rubrisubalbicans e H. seropedicae.
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Figura 9. Variedades RB867515 e IACSP95-5000 no 14° dia ap6s o plantio. a) Massa seca
de raiz (MSR); b) Massa seca de parte aérea (MSPA); ¢) Relacdo raiz/parte aérea
(R/PA); d) Altura de parte aérea (ALT). Médias seguidas de diferentes letras
minusculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. RB867515 (%CV): a) 65,83,;
b) 19,72; ¢) 62,92; d) 38,69. IACSP95-000 (%CV): a) 27,56; b) 31,11; c) 59,69; d)
46,42.

A relacdo raiz/parte aérea na variedade IACSP95-5000 foi significativamente superior
no tratamento controle e inoculagdo com A. amazonense, devido a producéo de biomassa de
parte aérea significativamente inferior nesses tratamentos. Avaliando-se 0s dois gendtipos
testados, 0 acumulo de massa durante 14 dias de ensaio mostrou que a variedade RB867515
mantém uma proporcdo de massa seca de parte aerea e raiz equilibrada enquanto que a
variedade IACSP95-5000 emite mais raizes (Figura 9). Esse fendmeno pode ser
potencializado com a inoculagao de bactérias promotoras de crescimento conforme observado
na Figura 10, onde a variedade RB867515 inoculada com B. tropica apresentou maior
desenvolvimento da parte aérea contrastando com a variedade IACSP95-5000 que submetida
ao mesmo tratamento apresentou maior desenvolvimento do sistema radicular.
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RBEb7515

Figura 10. Variedades RB867515 e IACSP95-5000 inoculadas com B. tropica (8° dia apds o
plantio).

Nos toletes de cana-de-agucar os 6rgdos da gema e primdrdios radiculares passam do
estado latente para o estado ativo de crescimento e desenvolvimento devido as mudancas das
reservas nutritivas pela atividade de enzimas e reguladores de crescimento (DILLEWIIN
1952 apud CASAGRANDE & VASCONSELOS, 2010). Uma vez que a brotacdo das gemas
e emissao de raizes na cana é dependente da atuacdo de reguladores de crescimento, o fato dos
minitoletes utilizados neste experimento terem sido inoculados com bactérias amplamente
reconhecidas como produtoras de fithorménios (SPAEPEN et al., 2007; FUENTES-
RAMIREZ et al., 1993; BASTIAN et al., 1998; RADWAN et al., 2002), explica as diferencas
no crescimento das plantas entre os tratamentos devido a contribuicdo hormonal desses
microrganismos, pois a producdo de auxinas, citocininas, giberelinas e etileno por bactérias
associadas aos vegetais, sdo considerados agentes causais da alteracdo do crescimento e
transformacdo vegetal (CASSAN et al., 2014). A interacdo entre fithormdnios microbianos e
plantas pode ocorrer por meio de liberagdo de auxina no interior da planta quando a mesma se
associa a bactérias endofiticas, observando-se entre os muitos efeitos de promocdo de
crescimento vegetal, estimulos ao desenvolvimento de raizes laterais e alongamento de raizes
primarias (PATTEN & GLICK, 1996).

Efeitos no desenvolvimento inicial de plantas de cana-de-acUcar também tém sido
observados por outros autores em virtude da acdo de microrganismos promotores de
crescimento, substancias himicas e reguladores de crescimento sintéticos (MARQUES
JUNIOR et al., 2008; SILVA et al., 2009; SERNA-COCK et al., 2011).

4.2 Acimulo de Biomassa e N nas Variedades RB867515 e IACSP95-5000 em Casa de
Vegetagao

Os resultados da coleta final dos experimentos com as variedades RB867515 e
IACSP95-5000 em casa de vegetacdo sdo apresentados a seguir. N&o houve diferenca
significativa nas variedades RB867515 e IACSP95-5000 para as variaveis altura de planta,
didametro de colmo e area foliar (Tabela 6).

Na variedade RB867515 (Figura 11) os Unicos tratamentos que mantiveram respostas
significativamente superiores ao controle foram & inoculacdo com H. rubrisubalbicans e
inoculagdo com A. amazonense, que apresentaram incrementos significativos de matéria seca
de parte aérea e matéria seca total. Porém, observou-se que a inoculagdo com B. tropica
condicionou uma producdo de biomassa significativamente inferior ao controle apos 44 dias
de cultivo (matéria seca de parte aérea e matéria seca total), sendo este resultado diferente do
esperado, uma vez que a espécie B. tropica elevou significativamente a velocidade de
brotagdo das plantas na fase de germinagdo, indicando que o crescimento inicial ndo
necessariamente representa a resposta final da planta a inoculacdo. Nao houve diferenca
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estatistica entre os tratamentos na producéo de raiz e na relagédo raiz/parte aérea (Figura 11),
porém para estas variaveis a maior média foi observada no tratamento controle.

Tabela 6. Altura de parte aérea (ALT), diametro de colmo (DC) e area foliar (AF) nas
variedades RB867515 e IACSP95-5000 ap6s inoculagdo mista e individual
com bactérias diazotroficas.

Tratamentos RB867515 IACSP95-5000

ALT DC AF ALT DC AF

(cm) (cm) (cm?) (cm) (cm) (cm?)
Controle 11,73 0,90 106,30 8,92 0,84 61,07
Inoc. Mista 11,12 0,93 98,62 9,45 0,81 73,51
Gd 11,46 0,88 136,24 9,90 0,90 72,97
Hr 12,26 0,82 95,19 10,41 0,95 71,26
Hs 12,26 0,78 63,66 10,67 0,82 115,38
Aa 12,66 0,90 113,27 11,25 0,93 79,27
Bt 10,63 0,77 80,58 10,58 0,93 85,66
CV% 9,48 10,08 34,93 9,61 15,66 38,55

Inoculagdo Mista (mistura das cinco estirpes); Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras
mindsculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
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Figura 11. Variedade RB867515 ap0s 44 dias de cultivo. a) Matéria seca de raiz (MSR); b) Matéria
seca de parte aérea (MSPA); c) Mateéria seca total (MST); d) Relag&o raiz/parte aérea (R/PA).
Médias seguidas de diferentes letras mindsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
CV%: a) 26,45; b) 10,08; ¢) 9,12; d) 31,36.
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A inibicdo da producdo de biomassa pelo género Burkholderia ja foi observada por
OLIVEIRA et al. (2002), quando Burkholderia sp e A. amazonense foram inoculadas em
plantas micropropagadas da variedade de cana-de-aclcar SP70-1143, levando a reducdo
significativa de biomassa em relacdo ao controle. O excesso de reguladores de crescimento
produzidos por bactérias diazotroficas pode inibir o crescimento de plantas (SPAEPEN et al.,
2007), dessa forma em ambos os casos a inoculagdo com o género Burkholderia pode ter
provocado um estresse hormonal que ao longo do tempo prejudicou o crescimento da planta.
A reducdo na producdo de biomassa de cana-de-agUcar ja foi observada ndo apenas com a
inoculacdo individual das bactérias utilizadas neste estudo, mas também com a inoculagéo
conjunta das mesmas, inclusive quando inoculadas na variedade RB867515 (CHAVES et al.,
2012, 2013; MARQUES JUNIOR et al., 2008; OLIVEIRA, et al., 2002), indicando que existe
uma interacdo complexa entre essas bactérias e a planta, podendo em alguns casos levar a
resultados indesejados.

Os resultados da coleta aos 44 dias para variedade IACSP95-5000 (Figura 12)
mostram que a inoculacdo com H. rubrisubalbicans e H. seropedicae aumentaram
significativamente & producao de massa seca de raiz em relagdo aos demais tratamentos.
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Figura 12. Variedade IACSP95-5000 ap6s 44 dias de cultivo. a) Matéria seca de raiz (MSR); b)
Matéria seca de parte aérea (MSPA); c) Matéria seca total (MST); d) Relagdo raiz/parte aérea
(R/PA). Médias seguidas de diferentes letras minUsculas diferem entre si pelo teste Scott-
Knott a 5%. CV%: a) 23,52; b) 12,5; ¢) 11,36; d) 25,91.
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Na producdo de massa seca de parte aérea e massa seca total, todos os tratamentos
foram significativamente superiores ao controle (Figura 12), porém os tratamentos que
apresentaram os melhores resultados foram a inoculagdo com G. diazotrophicus (massa seca
de parte aérea) e inoculagdo com H. rubrisubalbicans (massa seca de parte aérea e massa seca
total), mostrando que o efeito da inoculacdo dessas duas estirpes foi positivo desde a fase de
germinacdo, aumentando significativamente a velocidade de brotagéo e por fim o incremento
de biomassa. A relacao raiz/parte aérea foi significativamente superior no tratamento controle
e inculacdo com H. seropedicae em virtude da menor producdo de parte aérea nesses
tratamentos. Outros autores ja obtiveram ganhos significativos de biomassa em cana-de-
acucar com a inoculacdo individual de estirpes diazotroficas: MARQUES JUNIOR et al.
(2008) inocularam H. seropedicae em minitoletes da var. RB72454 tratados termicamente e
observaram aumento significativo de matéria seca de raiz e parte aérea apds 45 dias de
cultivo em casa de vegetacdo; OLIVEIRA et al. (2002) inocularam G. diazotrophicus em
plantas micropropagadas da var. SP 70-1143, obtendo incremento significativo de biomassa
apos 45 dias de cultivo em casa de vegetacdo. Estes resultados sdo evidéncias de que a
inoculacdo de uma Unica estirpe na cana-de-agUcar pode ser suficiente para a obtencdo de
incrementos significativos de biomassa.

Os resultados quanto ao teor de nitrogénio para as variedades RB867515 e IACSP95-
5000 sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Teor de nitrogénio na parte aérea e raiz das variedades RB867515 e
IACSP95-5000 ap6s inoculagdo mista e individual de bactérias
diazotroficas.

Tratamentos RB867515 IACSP95-5000
Parte Aérea Raiz Parte Aérea Raiz
(gkg?) (g kg?) (g kg?) (g kg?)
Controle 10,0b 52¢ 7.4 3,4
Inoc. Mista 94b 50¢c 8,1 4,6
Gd 110a 57b 6,0 3,9
Hr 9,7b 56b 7,1 4,1
Hs 105a 6,8 a 7,0 3,9
Aa 10,8 a 6,1b 7,8 4,0
Bt 10,4 a 47c 6,6 3,5
CV% 6,19 10,87 10,18 12,23

Inoculagdo Mista (mistura das cinco estirpes); Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras
minusculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Resultados estatisticamente superiores ao controle para o teor de N na parte aérea da
var. RB867515 (Tabela 7) foram obtidos com inoculacao individual de G. diazotrophicus, H.
seropedicae, A. amazonense e B. tropica. Quanto ao teor de N na raiz a inoculagdo individual
com G. diazotrophicus, H. rubrisubalbicans, H. seropedicae e A. amazonense foram
significativamente superiores ao controle, sendo a inoculagdo com H. seropedicae superior
aos demais tratamentos. Na variedade IACSP95-5000 (Tabela 7) ndo houve diferencas nos
teores de N nas raizes e parte aérea.

A inoculagdo de H. rubrisubalbicans e A. amazonense aumentou significativamente o
conteddo de nitrogénio na parte aérea e biomassa total da var. RB867515 (Figura 13).
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Figura 13. Variedade RB867515 ap6s 44 dias de cultivo. a) Contetdo de N na raiz; b)
Conteudo de N na parte aérea; ¢) Conteudo total de N. Médias seguidas de diferentes
letras minGsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 22,9; b)
11,89; ¢) 10,82.

O N acumulado na variedade IACSP95-5000 (Figura 14), que representa

indiretamente o maior acumulo de massa da planta foi estatisticamente superior com a
inoculacéo das bactérias H. rubrisubalbicans e H. seropedicae.
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Figura 14. Variedade IACSP95-5000 apds 44 dias de cultivo. a) Contetido de N na raiz; b)
Conteudo de N na parte aérea; ¢) Conteudo total de N. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 26,35; b)
15,89; c) 14,74.

Uma vez que estes experimentos tiveram duracao de 44 dias e o substrato utilizado foi
areia e vermiculita (1:1 v/v) lavado e autoclavado, o nitrogénio mobilizado certamente é
oriundo da reserva do proprio tolete, pois o N contido nos colmos da cana a ser plantada pode
fornecer por volta de 12 kg de N por hectare (CARNEIRO et al., 1995). No inicio de seu
desenvolvimento as plantas de cana-de-agucar dependem das reservas da semente (tolete) para
a producdo dos diferentes 6rgdos componentes, onde novos pontos de crescimento atuam
como drenos fisiologicos, acessando as reservas contidas nas células parenquimaticas do
tolete por meio dos feixes vasculares (xilema e floema) (CAMARA, 1993; MARAFON,
2012), onde num periodo de aproximadamente 60 dias, as reservas do tolete sdo fundamentais
para a evolucdo do processo de brotacdo, com reducgdo gradativa dessa dependéncia a medida
que o sistema radicular se desenvolve aumentando a superficie ativa de absorcdo de agua e
nutrientes do solo (CASAGRANDE & VASCONCELOS, 2010). Dessa forma, até os 21 dias
a partir do plantio ocorre a formacao do aparato para o inicio da utilizacdo das reservas com
aumentos acentuados dos teores de proteina solivel e aminoacidos livres e reducfes lentas
dos teores de agUcares sollveis totais e de sacarose; Dos 21 aos 42 dias ocorre utilizacdo das
reservas em ritmo acelerado, com aumento menos acentuado nos teores de proteina e
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reducdes acentuadas nos teores de aminoacidos, acucares sollveis totais e de sacarose (MELO
etal., 1995).

Sendo assim, as alteracdes observadas no teor e conteddo de N nas duas variedades,
devem-se principalmente ao estimulo hormonal ao crescimento que estas plantas receberam.
Contudo, uma vez que todas as estirpes utilizadas sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico
(REIS et al.,, 2004; CALVALCANTE & DOBEREINER, 1988; BALDANI et al., 1986;
MAGALHAES et al., 1983), contribuicdes de N oriundos da FBN podem também ser
responsaveis pelo maior desenvolvimento dessas plantas.

4.3 Cultivo das Variedades RB92579, RB867515 e IACSP95-5000 ao Ar Livre
4.3.1 Crescimento e acumulo de biomassa

Os experimentos conduzidos com as variedades RB92579, RB867515 e IACSP95-
5000 foram conduzidos ao ar livre na sede da Embrapa Agrobiologia (Item 3.4). Durante o
cultivo das variedades RB867515, IACSP95-5000 a temperatura minima variou de 11,4 a
24,8 °C, a maxima entre 22,4 e 36,1 °C, e a precipitacdo pluvial acumulada foi de 127,8 mm.
Ja para a var. RB92579 as condicdes climéaticas foram: temperatura minima entre 18,7 a 23,1
°C, temperatura maxima entre 23 a 35,8 °C, e precipitacdo pluvial acumulada foi de 253,2
mm. Durante esses experimentos ndo prevaleceram condigdes ambientais extremas que
inviabilizassem o cultivo das plantas, conforme os estudos de necessidades climaticas para a
cana-de-acucar realizados por CAMARGO et al. (1977) e BRUNINI et al. (2007).

Nas variedades RB867515 e IACSP95-5000 (Tabela 8) ndo houve diferenca estatistica
para as variaveis: clorofila; altura de parte aérea; area foliar e didmetro de colmo. Para a var.
RB92579 a inoculacdo aumentou significativamente a altura de parte aérea (Tabela 9).

Tabela 8. Medida indireta da clorofila (MIC), altura de parte aérea (ALT), diametro de
colmo (DC) e é&rea foliar (AF) nas variedades RB867515 (50 dias de cultivo) e
IACSP95-5000 (56 dias de cultivo) ap6s inoculacdo mista e individual com
bactérias diazotroficas.

RB867515 IACSP95-5000

Tratamentos MIC ALT DC AF MIC ALT DC AF

(cm) _ (cm) (cm’) (cm) (cm) (cm?)
Controle 32,52 13,60 1,25 293.54 30,25 14,12 1,37 470,25
Inoc. Mista 28,50 12,62 1,20 309,56 31,42 14,30 1,27 438,31
Gd 29,94 1212 1,20 256,08 35,30 14,87 1,37 429,85
Hr 30,03 11,12 1,17 239,53 30,55 16,37 1,47 502,83
Hs 31,57 13,54 1,35 311,58 32,59 15,97 1,45 502,21
Aa 30,10 12,07 1,25 244,78 32,32 11,30 1,17 343,33
Bt 29,51 11,00 1,17 253,96 29,43 13,92 1,37 543,98
CV% 11,86 12,70 12,62 19,62 12,47 15,42 9,58 16,01

Inoculagdo Mista (mistura das cinco estirpes); Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H. rubrisubalbicans);
Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras mintsculas nas colunas diferem
entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Tabela 9. Altura de planta (ALT) e medida indireta da clorofila (MIC) na variedade
RB92579 (58 dias de cultivo) inoculada com bactérias diazotroficas.

Tratamentos ALT (cm) MIC
Inoc. mista 99,75a 29.21a
Controle 91,56 b 30.97a
CV% 5,33 12,25

Inoculagdo Mista (mistura das cinco estirpes); Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras
mindsculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

29



Na variedade RB867515 ndo houve respostas significativas a inoculacdo na producéo
raiz, parte aérea e biomassa total (Figura 15). Para a var. IACSP95-5000 observou-se
diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 16), onde a inoculacdo com A.
amazonense reduziu significativamente a producdo de biomassa de raiz, parte aérea e
biomassa total. Conforme mencionado anteriormente, resultados obtidos por OLIVEIRA et al.
(2002) demonstraram reducdo significativa de matéria seca em plantas micropropagadas da
var. SP 70-1143, ap6s a inoculacdo conjunta de Burkholderia sp e A. amazonense. E possivel
que em determinadas condicdes essas duas espécies produzam reguladores de crescimento em
excesso, inibindo o crescimento inicial das plantas. Particularmente para o género
Azospirillum, um experimento in vitro realizado por RADWAN et al. (2004) demonstrou que
estirpes de Azospirillum produziram de trés a sete vezes mais compostos indélicos que as de
Herbaspirillum, sendo constatado por estes autores que o género Herbaspirillum possui um
caminho metabdlico diferente ou menos eficiente para a producao de inddis que o apresentado
por Azospirillum, resultando em uma producdo bem menor de auxinas. Conforme observado
por estes autores, 0 comprimento das raizes de trigo e a area radicular foram reduzidos pela
inoculacdo de Azospirillum. Como a inoculacéo é feita com bactérias que produzem elevadas
guantidades de reguladores de crescimento, 0 excesso destas substancias pode inibir o
crescimento inicial quando aplicadas em doses elevadas (SPAEPEN et al., 2007).
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Figura 15. Variedade RB867515 apos 50 dias de cultivo. a) Matéria seca de raiz (MSR); b)
Matéria seca de parte aérea (MSPA); ¢) Matéria seca total (MST). Médias seguidas de
diferentes letras minusculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a)
16,13; b) 12,66; c) 13,06.
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Figura 16. Variedade IACSP95-5000 apds 56 dias de cultivo. a) Matéria seca de raiz (MSR);
b) Matéria seca de parte aérea (MSPA); ¢) Matéria seca total (MST). Médias seguidas
de diferentes letras minasculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a)

15,88; b) 12,85; ¢) 12,63.

Os resultados aqui apresentados demonstram que as espécies A. amazonense e B.
tropica foram as Unicas a suprimir o desenvolvimento das plantas (variedade RB867515 em
casa de vegetacdo e variedade IACSP95-5000 ao ar livre), assemelhando-se aos resultados
obtidos por OLIVEIRA et al. (2002).

Na var. RB92579 ndo foi feita a comparacdo entre as estirpes inoculadas
individualmente, apenas a mistura das cinco (Figura 17), Os resultados obtidos na etapa de
cultivo das plantas em amostras de terra enriquecidas com N mostram que as plantas
inoculadas com bactérias diazotroficas obtiveram incremento significativo de matéria seca de
parte aérea e matéria seca total (Figura 17 e Figura 18). Os minitoletes da var. RB92579
foram pré-germinados em substrato estéril em casa de vegetacdo ap0Os a inoculacdo. Ja os
minitoletes das variedades RB867515 e IACSP95-5000 depois de inoculados foram plantados
em vasos com terra ndo esteril. Sendo assim, a oscilacdo das condi¢fes climaticas ao ar livre,
as caracteristicas fisico-quimicas do substrato e competicdo com outros microrganismos pode
ter contribuido para que os resultados das variedades RB867515 (Figura 15) e IACSP95-5000
(Figura 16) cultivadas ao ar livre em vasos com terra tenham sido diferentes dos resultados
observados quando as mesmas foram cultivadas em casa de vegetacdo com umidade e
temperatura controladas.
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Figura 17. Variedade RB92579 ap0s 58 dias de cultivo. a) Matéria seca de raiz (MSR); b)
Matéria seca de parte aérea (MSPA); ¢) Matéria seca total (MST). Médias seguidas de
diferentes letras minusculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a)
9,14; b) 7,41; c) 6,34.

Figura 18. Comparacdo entre o tratamento inoculado (inoc. Mista) e ndo inoculado (controle)
da variedade RB92579 apds 58 dias de cultivo.
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4.3.2 Acumulo de nitrogénio

Tabela 10. Efeito da inoculacdo mista e individual de bactérias diazotréficas sobre o
teor de N nas variedades RB867515 (50 dias de cultivo) e IACSP95-5000 (56

O teor de N na var. RB867515 (Tabela 10) aumentou significativamente na parte aérea
com a inoculacdo de A. amazonense, porém nas raizes os teores foram semelhantes entre os
tratamentos. J& para var. IACSP95-5000 (Tabela 10), os teores de N na parte aérea foram
significativamente superiores no tratamento controle e inoculacdo mista, também ndo houve
diferenca estatistica no teor de N da raiz.

dias de cultivo).

Teor de Nitrogénio (g kg?)

RB867515 IACSP95-5000
Tratamento Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Controle 5,60 7.87b 4,55 8,567 a
Inoc. Mista 5,07 9.10b 5,07 8,567 a
Gd 4,72 7.70b 5,77 6,82b
Hr 4,90 9.10b 5,07 6,30 b
Hs 5,07 8.92b 5,60 7,00b
Aa 5,07 11.20 a 5,42 7,35b
Bt 4,90 8.05h 5,77 7,00b
CV% 14,51 13,43 16,42 12,64

Inoculagdo Mista (mistura das cinco estirpes); Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras

minusculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Na var. RB92579 (Tabela 11) ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
quanto ao teor de N na raiz e parte aérea. A marca¢do de 15N também ndo diferiu entre os
tratamentos mostrando que a inocula¢do ndo modificou a taxa de contribuicdo do N advindo
do ar nesta fase inicial de crescimento, o que em parte pode ser explicado pelo alto teor de N
do solo (Tabela 4) que favorece a absor¢ao de N pelas raizes em lugar da FBN.

Tabela 11. Efeito da inoculacdo de bactérias diazotroficas sobre o teor de
nitrogénio e %N na variedade RB92579.

Tratamento NR NPA %N %N
(g hg™) (g hg™) R PA
Controle 49a 7.4 a 0,14 a 0,16 a
Inoc. mista 52a 7,2a 0,14 a 0,15a
CV% 14,29 6,30 5,54 3,27

Inoculacdo Mista (mistura das cinco estirpes): Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras
mindsculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

O acumulo de N na var. RB867515 é apresentado a seguir na Figura 19.
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Figura 19. Variedade RB867515 ap6s 50 dias de cultivo. a) Contetdo de N na raiz; b)
Conteudo de N na parte aérea; ¢) Conteudo total de N. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 14,48; b)
18,46; c¢) 14,3.

A inoculacdo de G. diazotrophicus e H. rubrisubalbicans reduziu significativamente o
contetdo de N no sistema radicular, e foi estatisticamente igual ao controle na parte aérea e
biomassa total da var. RB867515 (Figura 19). Contudo, nesta mesma variedade a inoculacao
mista das cinco estirpes e a inoculacdo de A. amazonense e H. seropedicae aumentaram
significativamente o conteudo de N na parte aérea e na biomassa total, onde a inoculagdo com
B. tropica também foi significativamente superior ao controle.

Na var. IACSP95-5000 (Figura 20) com excecdo da inoculagdo com B. tropica, todos
o0s demais tratamentos aumentaram significativamente o conteddo de N na raiz. Na parte aérea
e biomassa total, a inoculagdo com A. amazonense reduziu significativamente o conteudo de
N.
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Figura 20. Variedade IACSP95-5000 apds 56 dias de cultivo. a) Contetido de N na raiz; b)
Conteudo de N na parte aérea; ¢) Conteudo total de N. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 25,68; b)

18,18; ¢) 15,94.

Para a variedade RB92579 (Figura 21) a inoculagdo aumentou significativamente o
contetdo de N na parte aérea e biomassa total.
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Figura 21. Variedade RB92579 ap6s 58 dias de cultivo. a) Contedo de N na raiz; b)
Conteudo de N na parte aérea; ¢) Conteudo total de N. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 14,38; b)
8,99; c) 9,38.

O contetdo médio de N observado nas amostras de plantio das variedades RB92579,
RB867515 e IACSP95-5000 apresentados na Tabela 2 (Item 3.2), foram respectivamente
11,58 mg, 67,24 mg e 56,35 mg de N. Uma vez que o contetdo total de N acumulado na
biomassa da var. RB867515 apresentou um valor menor ao da amostra de plantio em todos os
tratamentos, é possivel que o contetdo de N no minitolete tenha sido a principal fonte do N
acumulado na biomassa. O contetdo total de N das variedades IACSP95-5000 (Figura 20) e
RB92579 (Figura 21) foram superiores aos das amostras de plantio, indicando que além das
reservas do minitolete, estas plantas absorveram nitrogénio do solo.

O aumento na producdo de matéria seca de raizes resulta em maior superficie
especifica de raizes, refletindo em maior exploracdo do volume de solo e, consequentemente,
maior absorcdo de agua e nutrientes (FRANCO et al., 2007). Embora inicialmente a cana-de-
acucar dependa das reservas do tolete para iniciar o seu desenvolvimento, essa dependéncia
tende a se tornar menor a medida que as raizes se desenvolvem pois tem a fungdo de suprir os
perfilnos recém-brotados com agua e nutrientes do solo, e a medida que os perfilhos vao
crescendo e tornando-se colmos, essas raizes tendem a desaparecer (VASCONCELOS &
CASAGRANDE, 2010; CASAGRANDE & VASCONCELOS, 2010).

Uma vez que a inoculagcdo com bactérias promotoras de crescimento contribua para
aumentar a capacidade das plantas em absorver N, isso poderd representar um grande
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beneficio no sistema de producdo de cana-de-agUcar especialmente em solos de baixa
fertilidade, devido ao importante papel fisiolégico que o nitrogénio desempenha na cultura da
cana-de-acucar quanto a composicdo de aminoacidos, proteinas, enzimas e acidos nucleicos
(MALAVOLTA et al., 1989). Contudo, é preciso ressaltar que contribui¢des oriundas da FBN
também podem ser responsaveis pelos resultados observados para as variedades RB867515
(Figura 20) e IACSP95-5000 (Figura 21) (CALVALCANTE & DOBEREINER, 1988;
BALDANI et al., 1986; MAGALHAES et al., 1983; REIS et al., 2004).

4.3.3 Acumulo de potassio

Né&o houve diferenca significativa no teor de K entre os tratamentos aplicados nas
variedades RB867515 e IACSP95-5000 (Tabela 12).

Tabela 12. Efeito da inoculacdo mista e individual de bactérias diazotréficas sobre o
teor de K nas variedades RB867515 (50 dias de cultivo) e IACSP95-5000 (56
dias de cultivo).

Teor de Potéssio (g kg?)

RB867515 IACSP95-5000
Tratamento Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Controle 7,72 16,85 12,65 19,12
Inoc. Mista 8,37 17,52 12,17 16,90
Gd 8,40 17,87 14,02 21,60
Hr 9,02 19,27 12,00 18,10
Hs 9,02 17,05 10,87 20,15
Aa 9,20 16,90 12,50 19,30
Bt 8,22 16,70 10,85 19,62
CV% 8,11 9,24 12,28 12,53

Inoculacdo Mista (mistura das cinco estirpes); Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras mindsculas
nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Na var. RB92579 o teor de K na raiz e parte aérea foi significativamente superior no
tratamento controle (Tabela 13).

Tabela 13. Teor de potassio na raiz e parte aérea da variedade RB92579 (58 dias de
cultivo) inoculada com bactérias diazotroficas.
Teor de Potéassio (g kg™)

Tratamentos Raiz Parte aérea
Inoc. Mista 16,60 b 20,90 b
Controle 18,00 a 23,50 a
CV% 11,43 4,03

Inoculacdo Mista (mistura das cinco estirpes): Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras
mindsculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

O acumulo de potéssio ndo foi diferente entre os tratamentos aplicados a variedade
RB867515 (Figura 22).
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Figura 22. Variedade RB867515 ap6s 50 dias de cultivo. a) Conteudo de K na raiz; b)
Conteudo de K na parte aérea; ¢) Conteudo total de K. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 17,54; b)
15,05; c) 13,35.

Para var. IACSP95-5000 (Figura 23) a inoculacdo com G. diazotrophicus, H.
seropedicae, H. rubrisubalbicans e B. tropica, aumentou significativamente o contetdo desse
nutriente na parte aérea e biomassa total da planta. Por outro lado, a inoculacdo de A.
amazonense, reduziu significativamente o contetdo de K na raiz, parte aérea e biomassa total
em razdo de ter inibido o crescimento das plantas.
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Figura 23. Variedade IACSP95-5000 apds 56 dias de cultivo. a) Conteido de K na raiz; b)
Conteudo de K na parte aérea; ¢) Conteudo total de K. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 13,73; b)
14,66; c) 11,68.

Na var. RB92579 os resultados mostram que s6 houve alteracdo significativa no teor
de K (Tabela 13), onde o teor desse nutriente no tratamento controle foi significativamente
superior ao tratamento com inoculacdo mista das cinco estirpes. O acumulo de potassio na
raiz, parte aérea e biomassa total também apresentaram valores mais altos no tratamento
controle para esta variedade, porém ndo foram estatisticamente significativos.
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Figura 24. Variedade RB92579 apds 58 dias de cultivo. a) Conteudo de K na raiz; b)
Conteudo de K na parte aérea; ¢) Conteudo total de K. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 11,63; b)
9,67; c) 8,99.

Teores adequados de K aumentam a sacarose na cana-de-aclcar (HAUCK &
DICKINSON, 1954 Apud COSTA et al., 2007), pois o0 potassio contribui para a formagéo de
um gradiente de potencial osmotico entre fonte e dreno, auxiliando no transporte de agucares
via floema e de célula a célula. Por outro lado, teores elevados de potassio podem aumentar
contetdo de cinzas que prejudicam a cristalizacdo do acucar diminuindo o rendimento do
processo industrial ou reduzir o teor de sacarose (RODRIGUES, 2007; ESPIRONELO et al.,
1987). Os constituintes das cinzas do caldo também podem ter um efeito benéfico agindo
como fonte de nutrientes no processo fermentativo, aumentando a velocidade de
desdobramento dos aclcares em alcool, o que favorece a fabricacdo de etanol (COSTA et al.,
2007). Dessa forma, o aumento da absor¢do de potdssio como resultado da inoculagdo de
bactérias diazotroficas é importante do ponto de vista nutricional especialmente em solos de
baixa fertilidade, porém o excesso de potassio pode ter efeitos indesejados na produgdo da
cana-de-agUcar, pois 0 mesmo € o macronutriente mais extraido pela cana-de-agucar e pode
diminuir a concentracéo de sacarose e atrasar a maturagdo (REIS JUNIOR, 2001; ROSSETO
etal., 2010).
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4.3.4 Acumulo de fosforo

A inoculagdo com bactérias diazotroficas ndo foi estatisticamente diferente do controle
quanto ao teor de P na raiz e parte aérea para as variedades RB867515 e IACSP95-5000
(Tabela 14) e var. RB92579 (Tabela 15).

Tabela 14. Efeito da inocula¢do mista e individual de bactérias diazotréficas sobre o
teor de P nas variedades RB867515 (50 dias de cultivo) e IACSP95-5000 (56
dias de cultivo).

Teor de Fésforo (g kg?)

RB867515 IACSP95-5000
Tratamento Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Controle 0,70 1,65 1,29 1,85
Inoc. Mista 0,73 1,56 1,26 1,96
Gd 0,68 1,61 1,42 2,05
Hr 0,69 1,58 1,37 1,77
Hs 0,67 1,67 1,25 1,92
Aa 0,69 1,67 1,49 2,14
Bt 0,69 1,63 1,31 1,98
CV% 10,07 11,51 17,31 13,74

Inoculagdo Mista (mistura das cinco estirpes); Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras
minusculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

Tabela 15. Teor de P na raiz e parte aérea da variedade RB92579 (58 dias de
cultivo) inoculada com bactérias diazotroficas.
Teor de Fosforo (g kg™)

Tratamentos Raiz Parte aérea
Inoc. Mista 1,24 1,57
Controle 1,21 1,57
CV% 19,15 2,96

Inoculacdo Mista (mistura das cinco estirpes): Gd (G. diazotrophicus); Hs (H. seropedicae); Hr (H.
rubrisubalbicans); Aa (A. amazonense) e Bt (Burkholderia tropica). Médias seguidas de diferentes letras
minusculas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.

O acimulo de P na var. RB867515 ndo foi estatisticamente diferente entre 0s
tratamentos (Figura 25), provavelmente em virtude da producdo de biomassa também nao ter
sido significativamente afetada pelos tratamentos.
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Figura 25. Variedade RB867515 ap6s 50 dias de cultivo. a) Conteldo de P na raiz; b)
Conteldo de P na parte aérea; ¢) Conteldo total de P. Médias seguidas de diferentes
letras mindsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 17,37; b)
16,35; c) 13,26.

Para a var. IACSP95-5000 (Figura 26), o conteudo de P na raiz aumentou
significativamente com a inoculagéo individual com G. diazotrophicus, H. seropedicae, H.
rubrisubalbicans e B. tropica. Com relacéo a parte aérea e biomassa total, a inoculacdo mista
e a inoculacdo individual com G. diazotrophicus, H. seropedicae, H. rubrisubalbicans e B.
tropica aumentaram significativamente contetdo de P. O efeito deletério da inoculagdo com
A. amazonense na producdo de biomassa também levou a resultados significativamente
inferiores no conteddo de P na raiz, parte aérea e biomassa total.
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Figura 26. Variedade IACSP95-5000 ap6s 56 dias de cultivo. a) Contetudo de P na raiz; b)
Conteldo de P na parte aérea; ¢) Conteudo total de P. Médias seguidas de diferentes
letras mindsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 14,11; b)
16,33; c) 11,68.

Na variedade RB92579 (Figura 27), a inoculacdo mista com as cinco estirpes
apresentou resultados significativos no conteldo de P da parte aérea e biomassa total em
relagdo ao controle.
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Figura 27. Variedade RB92579 apds 58 dias de cultivo. a) Contetdo de P na raiz; b)
Conteudo de P na parte aérea; c) Conteudo total de P. Médias seguidas de diferentes
letras minudsculas diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5%. CV%: a) 18,95; b)
7,19; c) 8,29.

Embora o fésforo seja absorvido em pequenas quantidades pela cana-de-acUcar se
comparado com nitrogénio e potassio, exerce funcdo-chave no metabolismo dessa planta,
particularmente na formacdo de proteinas, processo de divisdo celular, fotossintese,
armazenamento de energia, desdobramento de agUcares, respiracdo e fornecimento de energia
a partir de ATP e formacdo de sacarose (ALEXANDER, 1973 apud KORNDOFER &
MELO, 2009). O P é um elemento importante para a cultura da cana-de-agUcar, em virtude de
participar, direta e indiretamente, de diversos processos metabdlicos: atua no
desenvolvimento das raizes, aumenta a producdo de colmos e atua nas caracteristicas
industriais, como porcentagem aparente de sacarose contida no caldo da cana (pol%), pureza
de caldo e clarificacdo; sua deficiéncia pode levar a diminui¢do na formacgdo de sacarose
(SIMOES NETO et al., 2009).

Segundo RAIJ (1991), o fosforo absorvido pelas plantas é retirado da solucéo do solo.
Porém, com o passar do tempo o fosforo tende a se apresentar em formas mais estaveis
diminuindo a sua disponibilidade na solu¢do do solo. Dessa forma, a absor¢do do fdsforo
ocorre através do contato da raiz com o anion que se movimenta por processos de difusao
(ROSSETO et al., 2010). Sendo assim, o aumento significativo do contetdo de fésforo nas
plantas inoculadas pode ter ocorrido em resposta ao maior desenvolvimento do sistema
radicular aliado a capacidade dessas bactérias de realizarem solubiliza¢&o de fosforo.
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4.3.5 Consideracgdes quanto ao acumulo de N, P e K nas trés variedades

O contetdo de P e K observado antes do plantio nos minitoletes das variedades
RB92579, RB867515 e IACSP95-5000 (Tabela 2, item 3.2), apresentaram valores menores
do que os observados na biomassa total dessas trés variedades, até mesmo para o tratamento
controle. Isso demonstra que mesmo que todo contetdo de P e K dos propagulos fosse
mobilizado para construcao de tecidos vegetais, 0 excedente certamente seria oriundo do solo.

O potassio da solucdo do solo entra em contato com a superficie da raiz por difusao e
fluxo de massa (MEURER, 2006). Para o fosforo a difusdo apresenta-se como o principal
mecanismo pelo qual este elemento entra em contato com as raizes (ROSSETO et al., 2010).
Embora a inoculagdo ndo tenha aumentado significativamente a biomassa de raiz, as
diferencas observadas entre os tratamentos quanto ao teor e conteldo desses elementos,
podem ser explicadas pelo aumento da superficie especifica do sistema radicular que pode ter
ocorrido em niveis ndo detectados pela analise de variancia, mas que foram decisivos para o
aumento da absorcdo de K e P, favorecendo também a absor¢do de nitrogénio, uma vez que o
acumulo de nitrogénio em plantas ndo leguminosas pode ocorrer devido a FBN ou aumento
da absorcéo do nitrogénio do solo (BHATTACHARJEE et al., 2008)

Resultados, quanto a influencia da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento
na absorcdo de macronutrientes em cana-de-aclcar ja foram observados por outros autores:
SUMAN et al. (2005) observaram que a inoculacdo com G. diazotrophicus na variedade
C0Se92423 cultivada na India, aumentou significativamente o teor e o contetido total de N,
porém ndo afetou a absorcao de P e K. Por outro lado, YADAYV et al. (2009) constataram que
a inoculagdo de G. diazotrophicus promoveu incrementos significativos de produtividade e
absorcdo de N, P e K na variedade C0Se92423 cultivada em condicées de campo na india,
além de proporcionar maior economia na utilizacdo de fertilizantes nitrogenados. No Brasil,
PEDULA (2013) ao cultivar a variedade RB92579 em condi¢des de campo ap06s inoculacao
mista com cinco estirpes, observou no ciclo da cana-planta que os tratamentos inoculados
acumularam mais K no colmo e na biomassa total, além disso, a associa¢do da inoculacdo a
50 kg ha® de N elevou o actimulo de P total quando em comparagdo com o tratamento
inoculado e o controle.

Segundo ANGHINONI & MEURER (1999), a aquisicdo de nutrientes é alterada
sempre que a cinética de absorcdo ou o crescimento das raizes forem afetados, que neste caso
podem ter sua explicacdo na producdo de reguladores de crescimento produzidos por esses
microrganismos, como por exemplo, as auxinas (SPAEPEN et al.,, 2007; FUENTES-
RAMIREZ et al., 1993; BASTIAN et al., 1998; RADWAN et al., 2002) que tem a sua
biossintese regulada por diversos fatores, incluindo fatores genéticos, ambientais, aléem da
interacdo com a planta que pode ter um papel ativo nesta regulacdo (SPAEPEN et al. 2007).

Embora o0 aumento da superficie especifica do sistema radicular levando ao aumento
da absorgcdo de nutrientes seja a hipdtese mais comum para explicar os beneficios da
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento, é possivel que essas bactérias também
possam estimular os sistemas de captacdo e transporte de ions, porém os mecanismos que
envolvem a interacdo entre bactérias promotoras de crescimento e plantas ainda ndo estdo
claramente definidos, sendo um fendmeno complexo que afeta varios aspectos da nutricdo
mineral e desenvolvimento radicular (MANTELIN & TOURAINE, 2008).

Os resultados observados neste estudo evidenciam a importancia da inoculagdo de
bactérias promotoras de crescimento vegetal na nutricdo da cana-de-aclcar, mostrando que
além do N a planta também pode ser beneficiada pela absor¢do de outros nutrientes. Para uma
producdo de 120 toneladas de matéria natural por hectare, cerca de 100 t de colmos
industrializaveis, o acumulo de nutrientes na parte aérea da planta é da ordem de 150, 40 e
180 kg de N, P e K respectivamente, além de outros nutrientes (OLIVEIRA et al., 2007).
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Esses nutrientes embora altamente requisitados pelas plantas, nem sempre se
encontram disponiveis em abundancia no solo. REIS JUNIOR & MONNERAT (2002)
avaliaram diagnoses nutricionais de padrdes calibrados regionalmente (teores adequados e
DRIS) em lavouras de cana-de-aglicar em Campos dos Goytacazes (RJ), e indicaram K, P e S
como os principais nutrientes limitantes. Para CALHEIROS et al. (2012), o P juntamente com
0 N séo os elementos que de modo geral mais limitam o crescimento da cana. Além disso, a
disponibilidade enddgena de fosforo, principalmente a quantidade de ATP no sistema
radicular, controla a absorc¢éo, a translocacdo e o metabolismo do nitrato.

Portanto, os beneficios aqui descritos certamente seriam de grande importancia no
sistema de producdo da cana-de-acucar, pois podem favorecer diretamente a nutricdo da
planta.
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5 CONCLUSOES

Diferentes respostas a inoculacdo foram observadas entre as variedades e também
entre os ambientes de cultivo.

A inoculacdo individual nas variedades RB867515 e IACSP95-5000 mostrou-se
promissora no cultivo ao ar livre e em casa de vegetagéo, sendo observados resultados iguais
ou superiores a inoculagdo mista das cinco estirpes quanto ao acumulo de biomassa e
macronutrientes. A inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus (BR11281),

Herbaspirillum seropedicae (BR11335) e Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR11504) esteve
associada aos melhores resultados.
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7 ANEXO

Acompanhamento da brotacédo da variedade RB92579

a) b)
Inoc. Mista Controle Inoc. Mista Controle

Figura 28. Brotagdo da variedade RB92579 inoculada com bactérias diazotréficas. a) 3° dia apds o
plantio. b) 4° dia ap6s o plantio. c) 5° dia ap6s o plantio. d) 6° dia ap6s o plantio. €) 7° dia
apos o plantio. f) 8° dia ap6s o plantio.

Acompanhamento da brotacdo da variedade RB867515. Utilizou-se uma régua de 15 cm
como objeto de referéncia nas imagens.

Controle Inoc. mista ' Gd
’ﬂx BBy AmT
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Figura 29. Variedade RB867515 inoculada com bactérias diazotréficas (2° dia apds o plantio).
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Controle Inoc. mista
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Figura 30. Variedade RB867515 inoculada com bactérias diazotréficas (5° dia apds o plantio).
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Figura 32. Variedade RB867515 inoculada com bactérias diazotroficas (11° dia ap6s o plantio).
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Controle

Figura 33. Variedade R8867515 moculada com bactérias dlazotroflcas (14° dia apo6s o plantio).

Acompanhamento da brotacdo da variedade IACSP95-5000. Utilizou-se uma régua de 15
cm como objeto de referéncia nas imagens.
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Figura 35. Varledade IACSP95-5000 inoculada com bactérias diazotréficas (5° dia ap6s o plantio).
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Controle Inoc. mista

Figura 38. Variedade IACSP95-5000 inoculada com bactérias diazotréficas (14° dia apds o plantio).
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