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RESUMO

SILVA, Alex Paulo Lemos da. Crescimento inicial de gendtipos pertencentes ao complexo
Saccharum em resposta a inoculacao da bactéria diazotroéfica Nitrospirillum amazonense.
2022. 52f. Dissertacao. (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do solo). Instituto de Agronomia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

A producio de acticar e dlcool no Brasil advém do plantio de hibridos oriundos do cruzamento
de espécies pertencentes ao Complexo Saccharum. Estes gen6tipos, usados para o cruzamento
de hibridos comerciais de cana, também pode assumir papel importante na geracdo de energia
e biocombustiveis. Entretanto, pouco se sabe sobre a resposta de crescimento quando
inoculados com a estirpe de bactéria diazotrofica Nitrospirillum amazonense hoje recomendada
no Brasil como inoculante de cana de acucar. Este trabalho teve o objetivo de avaliar o
crescimento inicial de 12 gendtipos de cana inoculados ou ndo com uma estirpe de N.
amazonense. Os gendtipos testados foram: Miscanthus Figi 10; S. arundinaceus 1J76-364; S.
officinarum 1376470 e Hinahina; o hibrido SP791011; S. robustum US760414; S. spontaneum
US72-1319, Arundinoid B, CPDAU849678, NG77-042, NG77-122; e Sacharum sp. Q45416.
Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo em delineamento em blocos
casualisados com ou sem a inoculacdo da bactéria e seis repeti¢cdes. Foram utilizados vasos de
contendo 3 kg em substrato areia:solo peneirado na propor¢do de 2:1 (v/v) contendo duas
plantas por vaso. A inoculacgao foi realizada pela imersao de toletes em solu¢do diluida em dgua
destilada 1:100 (v/v) do inoculante imobilizado em turfa por 30 minutos antes do plantio. O
tratamento controle foi imerso em &4gua destilada durante o tempo de inoculagdo. Os
experimentos foram avaliados semanalmente quanto ao numero de folhas, diametro e
comprimento da parte aérea. Aos 109 dias foi coletada uma planta por vaso e avaliado o
perfilhamento, a drea foliar e a massa fresca e seca de raizes, caules, folhas e toletes. A anédlise
tecidual de macroelementos e teor de 15N nas diferentes partes foi realizado na coleta final.
Estes parametros foram submetidos a andlise de variancia e o teste F (p < 0.05%) para separagao
das médias. Usando biometria e o acimulo de biomassa foi observado que o crescimento inicial
foi maior nas plantas inoculadas em nove genétipos, sendo que dois ndo responderam a
aplicagdo e apenas um geno6tipo reduziu o crescimento nas duas coletas realizadas. Entre as
espécies avaliadas, os seis genotipos de S. spontaneum responderam positivamente a inoculagao
e o inverso ocorreu com S. officinarum, onde apenas um gendétipo respondeu positivo € em
apenas dois parametros. O gendtipo de Sacharum sp, Q45416, reduziu o crescimento das
plantas inoculadas. O ganho de massa fresca e seca ao final do ensaio apresentou outro perfil
de resposta, sendo positivo apenas para o gendtipo US72-1319, CPDau 849678 e NG77-122,
todos pertencentes a espécie S. spontaneum e o Miscanthus Figi 10 e negativo para Q45416.
Quanto ao acimulo de macronutrientes, fésforo foi o que mais diferiu entre os genotipos
seguido de célcio. Dentre os 12 genétipos testados, S. spontaneum US72-1319, acumula mais
nutrientes especialmente N quando inoculado, sendo considerado responsivo a aplicagao da
bactéria BR11145.

Palavras-chave: Nitrogénio. Poaceae. Saccharum. Bactéria.



ABSTRACT

Silva, Alex Paulo Lemos da. Initial growth of genotypes belonging to the Saccharum
Complex to the inoculation of the diazotrophic bacterium Nitrospirillum amazonense.
2022. 52p. Dissertation (Master in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ.

The production of sugar and alcohol in Brazil comes from the planting of hybrids from the
crossing of species belonging to the Saccharum Complex. These genotypes, used for crossing
commercial sugarcane hybrids, can also play an important role in the generation of energy and
biofuels. However, little is known about the growth response when inoculated with the
diazotrophic bacteria strain Nitrospirillum amazonense currently recommended in Brazil as an
inoculant for sugarcane. This work aimed to evaluate the initial growth of 12 sugarcane
genotypes inoculated or not with a strain of this species. The genotypes tested were: Miscanthus
Figi 10, S. arundinaceus 1J76-364; S. officinarum 1376470, Hinahina; the hybrid SP791011; S.
robustum US760414; S. spontaneum US72-1319, Arundinoid B, CPDAU849678, NG77-042,
NG77-122; and Sacharum sp. Q45416. Two experiments were carried out in a greenhouse in a
randomized block design with or without bacterial inoculation and six replications. Pots
containing 3 kg in sand:soil substrate sieved in the proportion of 2:1 (v/v) containing two plants
each. Inoculation was carried out by immersion of seedlings in a solution diluted in distilled
water 1:100 (v/v) of the inoculant immobilized in peat for 30 minutes before planting. The
control treatment was immersed in distilled water during the inoculation time. The experiments
were evaluated weekly regarding the number of leaves, diameter, and length of the shoot. At
45 days and 109 days, one plant per pot was collected and the tillering, leaf area, and fresh and
dry mass of roots and aerial plant tissue were evaluated. Analysis of macro elements and 15N
content in the different parts including the remained bud was performed at the final harvest.
These parameters were submitted for variance and mean separation analysis using the F test (p
<0.05%). Using biometric parameters and biomass accumulation it was observed that the initial
growth was higher in plants inoculated in nine genotypes, two did not respond to application,
and only one genotype reduced growth. Among the evaluated species, the six genotypes of S.
spontaneum responded positively to inoculation and the opposite occurred with S. officinarum,
where only one genotype responded positively and in only two parameters. The Sacharum sp
genotype, Q45416, reduced the growth upon inoculation. The fresh and dry mass at the end of
the trial showed another response profile, being positive only for the genotype US72-1319,
CPDau 849678 and NG77-122, all belonging to the species S. spontaneum and Miscanthus Figi
10, being negative for Q45416. In relation to the macronutrient’s accumulation, phosphorus
showed different responses upon inoculation followed by calcium. Among the 12 genotypes
tested, S. spontaneum US72-1319 accumulates more nutrients, especially N when inoculated,
being considered responsive to the application of the bacterium BR11145.

Keywords: Nitrogen. Poaceae. Saccharum. Bacteria.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acticar é uma cultura origindria da Asia, semiperene pertencente 4 familia
Poaceae, género Saccharum. Foi introduzida no Brasil por volta de 1500 pelos portugueses e
desde entdo se espalhou em todo o territério nacional. Além do género Saccharum, os géneros
Erianthus, Miscanthus, Narenga e Sclerostachya sao cultivados da mesma forma que a cana-
de-agucar e utilizados no melhoramento genético. A maioria das variedades cultivadas sdo
hibridos oriundos do cruzamento entre Saccharum officinarum x Saccharum spontaneum.

O género Saccharum contém seis espécies, quatro domesticadas: S. officinarum, S.
barberi, S. sinensis e S. edule e duas silvestres: S. spontaneum e S. robustum (DO AMARAL
et al., 2015). O S. officinarum apresenta altos teores de sacarose e baixos de fibras, sendo a
espécie mais indicada para produgdo de actcar e etanol, enquanto S. robustum e S. spontaneum
apresentam maior robustez, menores teores de sacarose e maiores de fibras, com seu uso
indicado para producdo de biomassa e doadoras de alelos de robustez em programas de
melhoramento genético (ALVIM, 2015; SILVEIRA, 2014). O S. spontaneum possui colmos
finos e eretos, alta producdo de perfilhos e resisténcia a pragas e doengas, enquanto S. robustum
possui maior didmetro que S. spontaneum e menor que S.officinarum (MELLONI, 2014). O
principal uso da cana-de-agucar € para producdo de acucar, etanol, alimentacdo animal e
biomassa. O Brasil é o maior produtor de cana, seguido da India e da China e a safra brasileira
foi de 635 milhdes de toneladas métricas para 2021/22 (CONAB, 2021) com previsdo de
reducgdo na safra atual.

Um dos principais nutrientes exigidos pela cultura é o nitrogénio, elemento constituinte
de moléculas orgdnicas como aminodcidos e proteinas, portanto elemento essencial para
organismos vivos. Os microrganismos do solo podem se alimentar de qualquer forma de N,
desde que nao seja completamente oxidado e, por isso é normalmente encontrado na forma de
NO:s. O nitrogénio é normalmente disponibilizado para as plantas comerciais pela aplicacdo de
fertilizante sintético nitrogenado que, por sua vez, apresenta baixa eficiéncia por sua alta
solubilidade, alto custo e potencial de eutrofizacdo de ambientes aquéticos. Outro fator é a
dependéncia de combustiveis fésseis no processo de produgdo de fertilizante quimico
nitrogenado, o que afeta sua variacdo de preco e impacto ambiental. O aumento da
disponibilidade de nitrogénio soltvel oriundo das atividades humanas de aplica¢des intensivas
de fertilizantes na agricultura tem promovido perturba¢des no ciclo do nitrogénio, acumulando
nitratos nos corpos hidricos e 6xidos nitrosos na atmosfera (HERRIDGE et al., 2008). Uma
outra forma pela qual diversas plantas acessam o nitrogénio é através da associacdo com
microrganismos capazes de tornar forma atmosférica e abundante de N> em formas absorviveis
pelos vegetais, processo denominado fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e estes
microorganismos sdo denominados diazotréficos (BUYER & KAUFMAN, 1996).

E sabido que Podceaes sdo capazes de se associarem a microrganismos fixadores de
nitrogénio, como em cana de agucar, que pode atingir até 40% de sua demanda anual de N
suprida pela FBN (URQUIAGA et al., 2012) e variando conforme espécie da planta pela
associac¢ao com bactérias diazotréficas. Diversos géneros e espécies foram descritas e capazes
de promover ganhos de N na cultura, de modo que um dos microrganismos capazes de se
associar a cana-de-acucar € o Nitrospirillum amazonense que, por sua vez, pode fornecer parte
do nitrogénio necessario ao desenvolvimento da cultura, além de apresentar outros mecanismos
de promog¢do de crescimento vegetal (REIS et al., 2020). O Nitrospirillum amazonense foi
isolado em gramineas oriundas da regiio amazonica e do Rio de Janeiro (MAGALHAES et al.,
1983), inicialmente descrito Azospirillum amazonense, porém posteriormente foi reclassificado
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como N. amazonense (LIN et al., 2014) apresentando caracteristicas que a distinguem do género
Azospirillum. Principais caracteristicas que o diferencia sdo: menor tamanho celular, melhor
desenvolvimento em concentracdes de hidrogénio entre pHs 5,8 e 6,8, sensibilidade a pHs
alcalinos e uso de malato e sacarose como fonte de carbono (THAKURIA et al., 2004). N.
amazonense também € capaz de secretar dcido-3-acético (AIA), produzir biofilme e fitocromos
bacterianos (HAYASHI & ANNA, 2011) e outros meios capazes de interferir no
desenvolvimento vegetal.

O Nitrospirillum amazonense € recomendado como promotor de crescimento em cana-
de-agucar através da estirpe BR11145 desenvolvida pela Embrapa e disponivel como produto
comercial. Porém pouco se sabe sobre seus efeitos em materiais de cana-de-actcar robustos
com potencial de doadores de alelos no melhoramento genético ou, ainda, de serem usados
como cana energia.

A FBN em cultivos apresenta potencial de redu¢ao de impactos ambientais oriundos da
aplicagdo de fertilizantes, mostrando ser capaz de contribuir no desenvolvimento sustentdvel da
agricultura. A aplicacdo de inoculante comercial de Nitrospirillum amazonense ja é
recomendada para a cana-de-actcar, porém se faz necessario levantamento de seus efeitos nos
genotipos usados no melhoramento genético vegetal de cana de agucar.7

Assim sendo, este trabalho tem por finalidade avaliar o efeito da inoculacdo de
Nitrospirillum amazonense no crescimento inicial de genétipos de cana-de-agucar oriundos do
banco de germoplasma do Complexo Saccharum da Embrapa Agrobiologia.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cana-de-Acucar, sua Importiancia no Cenario Nacional e Internacional

Mais de 80 paises cultivam cana-de-agicar (CONAB, 2021). O Brasil é o maior
produtor mundial de cana-de-aguicar, seguido da India e China (SILVA, 2017) (USDA, 2020)
(SILVA etal., 2020) com safra 2021/2022 estimada de 592 milhdes de toneladas, 9,5% a menos
que o ano anterior € em uma drea de 8.243,1 mil hectares (CONAB, 2021). Original da Asia, a
cana-de-actcar (familia Poaceae, género Saccharum) foi introduzida no Brasil por volta de
1500, trazida pelos portugueses. Seu centro de origem é Nova Guiné no Oceano Pacifico. E
uma graminea perene, uma espécie capaz de crescer em ampla faixa de habitats e altitudes,
adaptando-se a diferentes ambientes (SILVA, 2017).

Os principais usos da cana-de-actcar sdo para producdo do aguicar, sendo subdivido
entre agucares (cristal, mascavo, demerara e outros) e para producdo de etanol (anidro ou
hidratado). A cana-de-actcar também € produzida e utilizada na alimentagdo animal como
forrageira e sua biomassa também pode ser usada como combustivel na geragao de energia na
forma de calor ou eletricidade (FERREIRA et al., 2016), além do etanol de segunda geracdo e
o biogés, de uso mais recente. Usando subprodutos a cana pode ser utilizada na producao de
plasticos biodegradéveis, além de ser fonte de nutrientes para producio de leveduras, e outros
usos biotecnolégicos.

Original da Asia, a cana-de-agticar pertence a familia Poaceae sendo hoje plantadas
variedades comerciais que sdo fruto do cruzamento de espécies diferentes dentro do que se
reconhece com o Complexo Saccharum. Esta cultura foi introduzida no Brasil por volta de 1500
e trazida pelos portugueses. Seu centro de origem é Nova Guiné no Oceano Pacifico. E uma
graminea perene, uma espécie capaz de crescer em ampla faixa de habitats e altitudes,
adaptando-se a diferentes ambientes (SILVA, 2017).

O complexo ‘Saccharum’ é composto por cinco géneros, sendo eles: Saccharum,
Erianthus, Miscanthus, Narenga e Sclerostachya. Existem 6 espécies no género Saccharum,
sendo elas: Saccharum officinarum, S. robustum, S. barberi, S. sinense, S. spontaneum e S.
erianthus. A espécie S. officinarum se destaca pelo alto teor de sacarose e baixo de fibras,
contrastando com S. robustum e S. spontaneum que sdo consideradas mais selvagens e
apresentam menores teores de sacarose e maiores de fibras. Estas duas espécies s@o indicadas
para geracdo de energia através de sua biomassa ou como doadoras de alelos de robustez em
programas de melhoramento (ALVIM, 2015; SILVEIRA, 2014). S. spontaneum L. (2 n = 40-
128) é uma planta selvagem, isto €, ndo melhorada que apresenta elevado polimorfismo e
distribuido em vérias regidoes desde Nova Guiné até a Africa e Mediterraneo, sendo a India seu
centro de origem e diversidade (AMALRAJ & BALASUNDARAM, 2006). Apresenta colmos
finos e eretos, alta produgao de perfilho e resisténcia a muitas pragas e doengas (MELLONI,
2014; CLEMENTS, 1980; DO AMARAI et al., 2015). S. robustum Brandes et Jesw. (2 n =
60,80) ¢ uma planta selvagem presente na Indonésia. Possui didmetro maior que S. spontaneum
sendo o nome ‘robustum’ derivado da caracteristica de grande altura e vigor e, ainda, S.
spontaneum e S. robustum podem ser usadas em trabalhos de constru¢do (CLEMENTS, 1980).
S. barbari Jesw € originério do norte da India, sdo cana de colmos finos e inclui cinco grupos:
Mungo, Nargori, Saretha, Sunnabile e Pansahi (AMALRAJ & BALASUNDARAM, 2006).
Estes mesmos autores descrevem que S. sinense Roxb. Sdo cana chinesas e com elevado nimero
de cromossomas (2 n = 81-124), sdo plantas altas de folhas largas. S. edule Hassk. (2n = 60-
80) € cultivado na Nova Guiné até Figi para fins comestiveis de sua inflorescéncia. Erianthus
€ um género considerado primitivo do complexo Saccharum e esté distribuido nas Américas,
Mediterraneo e India, China e Nova Guiné (AMALRAJ & BALASUNDARAM, 2006). Este



género possui sete espécies e dentre elas o E. arundinaceus (Retz) Jesw. (2 n = 30, 40, 60)
distribuido na India, China, Indonésia e Nova Guiné.

Durante o inicio de 1900, os melhoristas de cana-de-actcar fizeram cruzamentos
interespecificos entre S. officinarum e S. spontaneum e depois retrocruzaram com S.
officinarum, um processo conhecido como "nobiliza¢ao" (EDME et al. 2005; ROACH 1989;
ROACH 1971). Esses cruzamentos resultaram nos genétipos hibridos de Saccharum usados
comercialmente hoje, que normalmente possuem uma composi¢do genética de 80% de S.
officinarum, 10% de S. spontaneum e 10% de cromossomos recombinantes, possuem alto teor
de sacarose, alguma resisténcia a doencas e boa capacidade de produzir novas sogeiras
(D'HONT E GLASZMANN 2001; GRIVET & ARRUDA 2001; MATSUOKA & GARCIA
2011). Em 1992, Urquiaga et al., quantificaram a contribui¢do da FBN e observaram que o
genotipo Krakatau, um S. spontaneum, foi o que apresentou as maiores contribui¢cdes advindas
da FBN. Uma das possiveis explicacdes estd no seu crescimento vigoroso, rusticidade e
resistencia que podem estar associadas a uma microbiota mais competitiva.

As dreas em que a cana-de-acticar € conduzida normalmente apresentam baixa
fertilidade natural do solo sendo que dentre os nutrientes mais exigidos pela cana-de-actcar, o
nitrogénio (N) destaca-se pela importancia na nutri¢io e fisiologia da planta pois, dentre outras
funcgdes, € constituinte das proteinas e dos dcidos nucleicos.

2.2 Fixacao Biologica de Nitrogénio (FBN)

As atividades humanas tém aumentado a disponibilidade de nitrogénio no ambiente
através da aplicacdo de fertilizantes altamente soltiveis e de baixa efici€ncia na agricultura. Esta
aplicacdo intensiva de fertilizantes na agricultura tem levado a perturbacdes sem precedentes
no ciclo do nitrogénio, demonstrado pela acumulacdo de nitratos nos corpos d’dgua, além dos
oxidos nitrosos na atmosfera (HERRIDGE et al., 2008). A fixac¢do do nitrogénio pode se dar de
forma bioldgica e industrial, sendo que no processo industrial usada na produgao de fertilizantes
nitrogenados, apresenta alto custo energético e uso de combustiveis fosseis o que, por sua vez,
ocasiona liberacao de gases promotores de efeito estufa. Os fertilizantes quimicos nitrogenados
por serem dependentes de combustiveis fosseis apresentam alto custo de produgdo. Ja o
processo de fixagdo bioldgica de N> consiste em transformag@o do N> abundante na atmosfera
e indisponivel para absorc¢do direta por organismos eucariotos para formas assimildveis por
estes. Estes organismos fixadores de nitrogénio sdo capazes de quebrar a ligacdo tripla das
moléculas de N> através da enzima nitrogenase, uma reacao com alto custo energético e que €
inibida pela presenca de Oz, gés capaz de inativar a enzima (OLIVARES et al., 2013). Os
microrganismos fixadores de nitrogénio capazes de se associar com plantas sdao denominados
diazotréficos e podem ser de interesse agrondmico. Microrganismos de vida livre também sdo
capazes de realizar FBN, porém sua significancia na agricultura € muito baixa devido a alta
demanda energética da fixacdo de Na.

2.2. Nitrogénio e sua Importancia na Nutricao da Cana-de-Acicar

O nitrogénio, cujo simbolo quimico é N, encontra-se na natureza em forma gasosa (N2),
ionica (NH4*, NO2 e NO3") e ainda, em diversas estruturas orginicas como aminodacidos
(unidades fundamentais das proteinas) e nucleotideos (subunidades formadoras do RNA, DNA
e do ATP), além de outros diversos compostos como os alcaloides.

Este elemento é o segundo nutriente mais absorvido pela planta de cana de agucar, e
dependendo da variedade, vem depois do potédssio (OTTO et al., 2010; COLETTI et al., 2002).
Embora faca parte de apenas 1% da matéria seca da cana-de-agucar, possui papel fundamental
no desenvolvimento e potencial produtivo da cultura. Sua deficiéncia causa efeitos
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generalizados sobre toda a planta, como o definhamento das folhas mais velhas (laminas
foliares ficam verde-claras a amarelas), os colmos ficam mais curtos e finos, as pontas e
margens das folhas mais velhas tornam-se necréticas prematuramente, ocasionando a redugao
na longevidade das folhas, resultando na redu¢do do potencial produtivo do canavial. Um
canavial bem nutrido em nitrogénio apresenta-se verde e exuberante, uma vez que este nutriente
estimula a brotagdo, o enraizamento e o desenvolvimento de perfilhos.

O uso de N na agricultura de forma eficiente tem se mostrado de extrema importancia
nao s6 para o desenvolvimento e producdo vegetal mas também pelo custo, e quando utilizado
erroneamente, pode elevar os efeitos nocivos de emissoes de gases de efeito estufa, além da
propria producdo de N-fertilizante que consome grandes quantidades de energia fdssil
(BODDEY et al., 2008; MACEDO et al., 2008), representando 22% do consumo de energia e
11% das emissdes de gases de efeito estufa para a producio de etanol (SEABRA et al., 2011).

Atualmente a visdo do produtor rural leva em conta o custo do adubo e sendo o
nitrogenado o que apresenta um dois mais elevados na atualidade devido a quantidade utilizada,
normalmente de 30 a 50 kg na cana-planta e chegando a 120-150 kg N na cana-soca (BODDEY
et al., 2008). Normalmente a recomendacdo de N na cana leva em conta a produtividade
esperada, a fase de crescimento (planta ou soca) e o ambiente de producdo que engloba dados
do tipo de solo e do clima da regido para determinado ano agricola. Portanto, aplicar N nos
canaviais precisa estar vinculado a resposta agrondmica para ser vidvel, isto pode também pode
ser valido para os demais nutrientes. Outro ponto importante € que uma agricultura com
menores riscos ambientais relacionados a adi¢do de N mineral em excesso também nao é
ambientalmente correta.

Estudos recentes t&€m mostrado que a cana utiliza de 20 a 40% do N aplicado na forma
de fertilizantes (VIEIRA-MEGDA et al., 2015; OTTO et al., 2016) e que a baixa utilizacdo do
adubo pode estar ligada a habilidade radicular de usar o N na forma de nitrato, diferindo de
outras plantas C4 como o milho e o sorgo (LIMA et al., 2022); forma esta que estd presente em
maior quantidade nos solos agricolas (MILLER et al., 2007). Outra questdo importante refere-
se a recomendacdo de N fertilizante no Brasil que ndo excede 100 kg N ha' por ano
(ROBINSON et al., 2011) e que tradicionalmente é menor que em outros paises como a
Austrélia, que aplica em média de 140 a 220 kg N ha' por ano ou a India que pode atingir
patamares de 400 kg N ha! por ano (ROBINSON et al., 2011). Este uso de N associado a
selecdao de variedades que nao respondem a adubagdes nitrogenadas elevadas pode também
favorecer a resposta da cultura a aquisi¢do de N via processos bioldgicos como a FBN, e deste
modo manter uma populacao ativa em maior nimero permitindo que 40% do N seja obtido via
FBN (URQUIAGA et al., 2012).

Outro ponto importante € que o uso do N acima da demanda do vegetal pode ocasionar
acidificacdo dos solos, especialmente através do uso do sulfato de amdnio, contaminagdo do ar
via producdo de gds resultante em 6xido nitroso, contribuindo para o efeito estufa e a deplecao
de ozoOnio na estratosfera e poluicdo de dguas de superficie e dos aquiferos (ISHERWOOD,
2000). A procura por alternativas mais sustentdveis de obtengdo de N para a cultura de cana-
de-agucar, que apresenta relevante importancia mundial, tem crescido significativamente nos
ultimos anos. Uma destas alternativas sdo as pesquisas evidenciando a eficiéncia da aplicagao
de bactérias promotoras de crescimento vegetal e capazes de fixar nitrogénio atmosférico,
tornando-se de suma importancia ambiental, econdmica e social.

2.3. Bactérias Diazotroéficas Promotoras de Crescimento Vegetal (BDPCYV)

Entre as alternativas existentes para reduzir o impacto e aumentar a eficiéncia do uso de
fertilizantes quimicos, podendo levar a diminui¢do da quantidade aplicada em ambientes de
producdo agricola, estd no uso de inoculantes que contém bactérias diazotréficas promotoras
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de crescimento vegetal (BDPCV). Estes inoculantes contém bactérias benéficas e que
promovem o crescimento vegetal por diversos mecanismos incluindo a redugdo do N
atmosférico pela presenca e atuacdo da enzima nitrogenase. Estas bactérias compreendem um
grupo bastante diverso e sdo utilizadas na agricultura na forma de inoculantes contendo células
vivas, que uma vez em contato com a planta, sdo capazes de colonizar os tecidos vegetais e
contribuir para o crescimento, incluindo a contribuicdo na aquisi¢do de nutrientes. Nao s6
nitrogénio estd diretamente envolvido nesta promog¢do, mas a absorcao e dgua e nutrientes €
observada em plantas inoculadas com estas BDPCV (SCHULTZ et al., 2014; SANTOS et al.,
2019). Diversos mecanismos diretos e/ou indiretos sao citados nesta promog¢ao de crescimento,
sendo os mais conhecidos relacionados a producdo de reguladores de crescimento (CASSAN
et al., 2014).

Diversos autores tém relatado resultados obtidos com a inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento na cultura da cana-de-agucar. Girio et al. (2015), ao avaliar os
efeitos da inoculag@o de bactérias promotoras de crescimento sobre a formacdo de mudas pré-
brotadas de cana-de-actucar, concluiram que a inoculacdo associada ao fornecimento de N
favorece o crescimento inicial da parte aérea, ao aumentar o perfilhamento, a altura, o didmetro
e a producdo das matérias secas de colmos, palha e total das plantas. J4 Marques Junior et al.
(2008), avaliando o efeito do uso combinado de acidos humicos e bactérias diazotréficas
endofiticas sobre a promog¢do de desenvolvimento de mudas. Pereira et al. (2013), aplicaram
uma mistura de cinco estirpes em variedades comerciais de cana-de-agicar e observaram que
inoculagdo promoveu ganhos de biomassa dependendo da variedade utilizada e estirpes
inoculada, sugerindo uma interagdo entre estes fatores. Schultz et al. (2014), avaliaram a
eficiéncia do inoculante contendo cinco estirpes no desempenho agrondmico e na nutricao
nitrogenada da cana-de-agucar, com aumento na produtividade de colmos nas colheitas de cana-
planta e primeira soqueira.

Dentre os diazotréficos em cana-de-agucar, se destaca o género Nitrospirillum por ser
hoje a estirpe utilizada na forma de inoculante recomendada pelo MAPA para a cana de actcar
(REIS et al., 2020). Este € o primeiro produto nacional desenvolvido pela pesquisa que utiliza
uma estirpe isolada da prépria planta e com eficiéncia agrondmica comprovada.

2.4 Fixacao Biologica de Nitrogénio (FBN)

As atividades humanas t€ém aumentado a disponibilidade de nitrogénio no ambiente
através da aplicagdo de fertilizantes altamente soliveis e de baixa eficiéncia na agricultura. Esta
aplicacdo intensiva de fertilizantes na agricultura tem levado a perturbacdes sem precedentes
no ciclo do nitrogénio, demonstrado pela acumulagdo de nitratos nos corpos d’agua, além dos
oxidos nitrosos na atmosfera (HERRIDGE et al., 2008). A fixacdo do nitrogénio pode se dar de
forma bioldgica e industrial, sendo que no processo industrial usada na produgao de fertilizantes
nitrogenados, apresenta alto custo energético e uso de combustiveis fosseis o que, por sua vez,
ocasiona liberacao de gases promotores de efeito estufa. Os fertilizantes quimicos nitrogenados
por serem dependentes de combustiveis fosseis apresentam alto custo de produgdo. J& o
processo de fixac@o bioldgica de N> consiste em transformag@o do N> abundante na atmosfera
e indisponivel para absorcdo direta por organismos eucariotos para formas assimildveis por
estes. Estes organismos fixadores de nitrogénio sdao capazes de quebrar a ligacdo tripla das
moléculas de N> através da enzima nitrogenase, uma reacdo com alto custo energético e que €
inibida pela presenga de O, gds capaz de inativar a enzima (OLIVARES et al., 2013). Os
microrganismos fixadores de nitrogénio capazes de se associar com plantas sdo denominados
diazotréficos e podem ser de interesse agrondmico. Microrganismos de vida livre também sao
capazes de realizar FBN, porém sua significincia na agricultura € muito baixa devido a alta
demanda energética da fixacao de No.
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Muitas bactérias associativas e consideradas endofiticas foram isoladas e identificadas
a partir de amostras de tecidos de cana de acucar. Por exemplo, Gluconacetobacter
diazotrophicus (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1989), Herbaspirillum rubrisubalbicans,
Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 1986, 1996), Nitrospirillum amazonense (LIN
et al., 2013). Pseudomonas (LI et al., 2017) e Paraburkholderia tropica (REIS et al., 2004) e
muitas outras. O de comum e a utilizacdo de métodos tradicionais de cultivo. Mas também
estudos utilizando sequenciamento, especialmente da 16S rRNA também mostraram grande
diversidade de espécies (SOUZA et al., 2016; YEOH et al., 2016).

Estudos de quantificacdo da FBN sio realizados com cana a mais de 35 anos e para tal
0 is6topo mais pesado do N & usado. O >N possui uma grande vantagem, ndo é radioativo e
facilmente discriminado do N por uso de espectrometria de massa. A aplicacio de métodos
com o is6topo estdvel SN permitem monitorar as transformacdes individuais do N no solo,
mesmo quando multiplas transformacgdes ocorrem simultaneamente no meio. Esses métodos
tracam o movimento dos dois is6topos de N ('°N e !“N) simultaneamente fornecendo
informacdes acerca do sistema e estimando as taxas de transformagdes do N (FRANCO et al.,
2011). O uso do 'SN-fertilizante possibilita 0 acompanhamento e quantificacio do N na planta
nos diferentes compartimentos de um sistema em estudo. A principal vantagem é a
possibilidade de distincio do N na planta, do proveniente do solo e o N do fertilizante
(TRIVELIN et al., 1994) e por diferenca a entrada do N atmosférico via FBN (URQUIAGA et
al., 1992; 2012).

Um dos primeiros estudos que mostrou a contribuicdo da FBN na cultura da cana foi
conduzido em potes contendo solo enriquecido com 5N (LIMA et al., 1987). Neste ensaio
foram testadas quatro variedades e apenas duas apresentaram resultados positivos, sendo
observada a contribuicao de 60% na variedade CB47-89. Usando tanque preenchido com solo
marcado com N, 10 outras variedades de cana-de-agticar foram avaliadas por trés anos e a
contribuicdo comparada com Brachiaria arrecta, a planta usada como controle ndo fixador
(URQUIAGA et al., 1992). A resposta foi variada novamente, e a variedade SP70-1143 foi a
mais promissora, recebendo via FBN, 60% do nitrogénio presente em seus tecidos. Em estudos
posteriores, j4 com a selecdo de bactérias fixadoras de nitrogénio observou-se um incremento
na nutri¢do da planta via FBN de cerca de 30% (OLIVEIRA et al., 2006). Este estudo comparou
cinco estirpes aplicadas em mistura e duas variedades e o experimento foi plantado em trés
locais diferentes. No solo mais restritivo a contribuicdo da mistura de cinco estirpes observou-
se que 31% do N foi oriundo do processo biolégico e neste caso, plantas inoculadas. Estes
estudos mostraram a importancia de se conhecer a contribui¢do da FBN na nutri¢ao de cana e
buscar por alternativas de selecdo de estirpes que pudessem ser usadas na forma de inoculante
na agricultura brasileira. A partir de 2009 o primeiro inoculante para milho foi langado e em
2019 o mesmo aconteceu para a cana. A bactéria Nitrospirillum amazonense, antiga
Azospirillum, foi testada em diferentes locais por trés anos consecutivos e comparada a mistura
selecionada por Oliveira et al., (2006). Esta estirpe, a CBAMC (=BR11145), fez parte da
mistura de cinco estirpes avaliada por estes autores, mas por se tratar de um produto comercial
a escolha de produtos simples foi vidvel. Hoje N. amazonense BR11145 € a estirpe utilizada na
forma de inoculante recomendada pelo MAPA para a cana de actcar (REIS et al., 2020). Este
€ o primeiro produto nacional desenvolvido pela pesquisa que utiliza uma estirpe isolada da
propria planta e com eficiéncia agrondmica comprovada.

Sabe-se que variedades de cana respondem a contribui¢do da FBN de forma distinta. Os
trabalhos pioneiros de Lima et al. (1987) e Urquiaga et al. (1992, 2012) mostram que esta
variabilidade € esperada. Mas ndo se conhece a resposta de espécies de cana ndo melhoradas.
A oportunidade de se utilizar o germoplasma de cana disponibilizado para a pesquisa por ajudar
a entender que ancestral usado no cruzamento varietal traz esta resposta a aplicagdo do



inoculante e se a cana nao melhorada se comporta de forma similar a aplicagdo de BDPCV que
variedades comerciais.

2.4.1 Nitrospirillum amazonernse

A espécie Nitrospirillum amazonense foi originalmente isolada em gramineas da regido
amazonica e Rio de Janeiro (MAGALHAES et al., 1983), sendo descrita como Azospirillum
amazonense € posteriormente reclassificada como Nitrospirillum amazonense (LIN et al.,
2014). Segundo Magalhaes et al. (1983), Baldani & Bandani (2005) e Hayashi & Anna (2011),
as principais caracteristicas da espécie que a diferencia de Azospirillum brasilense sdo: menor
tamanho celular; multiplicacdo preferencial em teores de pH entre 5,8 e 6,8 sendo sensivel a
teores de pH alcalinos; uso de sacarose e malato (THAKURIA et al., 2004) como fonte de
carbono; auséncia de flagelos laterais.

A estirpe BR11145 mostrou efeitos positivos no crescimento das plantas quando
inoculada em cana-de-agticar no campo (REIS et al. 2020; de SANTIS SICA et al. 2020). Esta
estirpe foi inicialmente isolada de colmos esterilizados superficialmente de cana de agucar, o
que sugere sua capacidade de estabelecimento endofitico naquele 6rgao (SCHWAB et al. 2018).
Usando diferentes métodos para visualizar a colonizagao de cana apds a aplicagdo do inoculante
contendo BR11145, duas técnicas complementares foram usadas para testar trés métodos de
inoculagdo e obter conhecimento sobre o padrdo de colonizagdo da estirpe BR11145 em cana-
de-aguicar: primeira a metodologia de hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) associada a
microscopia confocal de varredura a laser (CSLM), e a segunda, reacdo quantitativa em cadeia
da polimerase (QPCR) (SCHWAB et al., 2023). Os resultados da qPCR indicaram que a
inoculag@o nos mini-toletes (uma gema) foi mais eficiente quando comparada com a inoculacgio
no substrato ou na folha. Além disso, a bactéria ndo apresenta quantidades significativas de
sobrevivéncia no substrato, demonstrando que prefere a associagdo com a planta, ao invés de
permanecer no solo. Estes resultados mostram que a bactéria ¢ dependente das fontes de
carbono provenientes da planta para se manter no ambiente, diferente de estirpes de
Azospirillum e Rhizobium, que sdo bactérias que mantem populagdes no solo longe da planta,
embora se beneficiem este contato.

Dentre seus mecanismos de atuacdo como promotora de crescimento vegetal se destaca
a fixacao bioldgica de N». Hayashi & Anna (2011) também afirmam que N. amazonense é capaz
de secretar acido indol-3-acético (AIA), produzir biofilme e fitocromos bacterianos. A andlise
genOmica realizada na bactéria CBAmC revelou a presenga de genes possivelmente envolvidos
em mecanismos de interagdo com a planta hospedeira e estimulacido do crescimento vegetal,
como genes para uso de sacarose e N-glicanos, biossintese de moléculas autoindutoras,
producdo e aquisi¢ao de sider6foros, biossintese de auxinas e poliaminas, flagelos, o-fimbrias,
sistemas de secrecdo e um sistema de desnitrificacdo completo (SCHWAB et al. 2018). Todas
essas funcdes e estruturas celulares sdo candidatas a estarem envolvidas com os efeitos
positivos da inoculacio bacteriana observados em condi¢des de campo.

Estas observacdes mostram que em variedades comerciais, a estirpe BR11145 se
mostrou capaz de colonizar tecidos e posteriormente promover o crescimento € aumentar a
produtividade de plantas inoculadas. Mas a resposta desta estirpe em materiais nao melhorados
€ o objetivo deste trabalho.



3 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos com duracdo de 109 dias avaliando respostas de
gendtipos de cana-de-agicar a inoculacdo de bactéria diazotréfica N. amazonense estirpe
BR11145; em casa de vegetagdo com temperatura controlada da Embrapa Agrobiologia,
municipio de Seropédica, Rio de janeiro, Brasil (22°44” S e 43°42’W e 26 m de altitude.). O
primeiro experimento ocorreu no verdo de 2020/2021 entre novembro de 2020 e fevereiro de
2021, enquanto o segundo ocorreu entre fevereiro e junho de 2021. O material vegetal usado
nos experimentos foi originalmente obtido de plantas do National Center for Genetic Resources
Preservation/ARS/USDA, Fort Collins, CO, USA. Este material vegetal foi micropropagado
ap6s quarentena e plantado no Banco Ativo de Germoplasma do Complexo Saccharum da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no Campo Experimental Jorge Prado Sobral,
localizado em Nossa Senhora das Dores, Sergipe, Brasil, (10°29°27°’S; 37°11°34°W).

3.1 Genétipos de Cana-de-Acucar e Estirpe Bacteriana

Os gendtipos de cana avaliados no primeiro experimento foram: 1J76-470 (Sacharum
officinarum), US72-1319 (Sacharum spontaneum), US76-414 (Sacharum robustum),
SP791011 (hibrido comercial) e Figi 10 (Mischantus sp.). No segundo foram: CP Dau 849678
(Sacharum spontaneum), NG77-042 (Sacharum spontaneum), NG77-122 (Sacharum
spontaneum), Hinahina (Sacharum officinarum), 1J76-364 (Sacharum arundinaceus), Q 45416
(Sacharum sp.) e Arundinoid B (Sacharum spontaneum). Siglas de origem: 1J — Purari, Nova
Guiné; US — USA; CP — Canal Point, Flérica-USA; NG — Papua, Nova Guiné; RB — Ridesa,
SP — Copersucar, Brasil atualmente CTC (Centro de Tecnologia Canavieira); Q — Queensland,
Austrélia. As siglas representam os paises de origem deste germoplasma.

Todo o material foi recebido dentro da parceria do projeto Pluricana, financiado pela
Finep e cépia da colecdo do National Center for Genetic Resources Preservation/ARS/USDA,
Fort Collins, CO, USA. Com excecao dos gendtipos de S. spontaneum, os restantes fazem parte
do Banco ativo de Germoplasma de Cana-de-acticar da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju,
SE. Os S. spontaneum vieram da cole¢ao da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS. Todos os
gendtipos acima foram coletados do Banco de Germoplasma da Embrapa Agrobiologia,
Seropédica-R1J.

3.2 Analise de Viabilidade de Inoculante

O inoculante aplicado foi da estirpe BR11145 de Nitrospirillum amazonense. A
verificacdo da viabilidade do inoculante ocorreu utilizando inoculante sélido imobilizado em
turfa para a estirpe BR11145 selecionada para aplicacio em cana de agucar. Para tal foi
realizada anédlise de crescimento pelo método de contagem em fracos contendo meio de cultura
semi-sélido LGI, realizando diluicdes sucessivas de 107" a 10, de modo que a cada diluicdo na
proporcdo de 1:10 (v:v). Um volume de 0,1 mL da solug@o anterior era nesta inoculada, cada
frasco contendo SmL de meio de cultura. Apds sete dias de incubacao foi observada formacao
de pelicula na ordem de 10 e, através da tabela McCrady para trés repeti¢des por diluicdo, foi
realizada a técnica de nimero mais provavel (NMP) (BALDANI et al., 2014), sendo observado
em torno de 4,5 x 10% unidades formadoras de colénias (UFC) no primeiro experimento e 110
x 10'° UFC no segundo experimento.



3.3 Preparo do Substrato

O substrato consistiu de 3 Kg de solo: areia na propor¢ao 2:1 (v/v) peneirado. Foi
utilizada betoneira para homogeneizacao do substrato, que foi pesado e acondicionado em vaso
plastico de 5 L em bancada de casa de vegetacdo com temperatura controlada e ventilagao
forcada. A dgua utilizada para irrigacdo foi filtrada e livre de cloro. O substrato foi submetido
a andlise quimica de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg, %C,) cujos procedimentos foram
baseados em Nogueira & Souza (2005) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Resultado de anélise de solo utilizado nos dois experimentos de casa de vegetacao.

Experimento Al Ca Mg H + Al K P N pH (H20)
% cmol/dm? mg L! % unidade
1 0,23 0,0 1,73 0,53 1,25 21,10 8,02 0,02 6,34
2 0,53 0,0 1,47 0,58 0,99 16,71 8,47 0,02 6,09
Média 0,38 0,0 1,60 0,55 1,12 18,91 8,25 0,02 6,21

3.4 Tratamentos

Os tratamentos consistiram no controle (sem inocula¢io) e no tratamento inoculado com
a estirpe BR11145 de Nitrospirillum amazonense. O procedimento de inoculagao foi realizado
nos toletes de aproximadamente 5 cm contendo uma gema vidvel imersos por 30 min em
solucdo de inoculante diluido em dgua destilada na proporcao 1:100 (p:v). Durante 0 mesmo
periodo o tratamento controle foi imerso em 4gua destilada. Apds a imersdao as gemas foram
inseridas nos vasos contendo o substrato, tomando-se o cuidado de primeiro transplantar o
tratamento controle e em seguida o inoculado a fim de evitar contaminacdo. Cada vaso (unidade
experimental) recebeu duas gemas, uma delas destinada a ser coletada aos 45 dias de
experimento e a outra ao final do experimento (Figura 1).
De cada gendtipo foram pesadas trés gemas individualizadas conforme descrito no item
3.6.2. avaliando massa fresca e seca e andlises quimicas de macronutrientes e dilui¢do isotopica
de N, necessdrio para os célculos de balanco.

3.5 Delineamento Experimental
Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente ao acaso. No primeiro
experimento foram avaliados cinco genétipos e no segundo sete. O tratamento aplicado foi com

e sem inoculagc@o com seis repeticdes. Nao foi realizada nenhuma correcio do solo ou adi¢cdo
de fertilizantes durante o crescimento das plantas.
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Figura 1. Crescimento das plantas no vaso (a) e diferenca de germinagdo entre os materiais
testados (b) aos 30 DAP.

3.6 Variaveis Analisadas

3.6.1 Variaveis nao destrutivas

Estas varidveis consistiram em avaliacdes semanais de altura do colmo, diametro e
nimero de folhas verdes e o nimero de brotagcdes. Para aferir altura do colmo foi utilizado
escalimetro e para didmetro um paquimetro universal, ambos com gradua¢do em centimetros.
Foram consideradas folhas verdes aquelas completamente abertas desde a bainha.

3.6.2 Variaveis destrutivas

Aos 45 dias e 109 dias ap6s o plantio (DAP) foram feitas as coletas dos vasos de uma
planta inteira e dividida em partes: raiz, parte aérea (para medi¢do das massas) e do colmo usado
para o plantio (usado nos estudos de 15N e balanco de N). Em ambas as coletas foram aferidas
a drea foliar através de scanner 6ptico.

As plantas foram divididas em parte aérea, raiz e tolete. Destas amostras foram
determinadas a massa fresca e seca, andlises quimicas de teores de macronutrientes (N, P, K,
Ca, Mg, S) (SILVA et al., 2009) e dilui¢do isotépica N (815N). A determinacio da massa
fresca consistiu na pesagem imediata apds sua coleta. A massa seca foi obtida apds a secagem
em estufa de circulagdo de ar for¢ada, regulada na temperatura de 65°C, permanecendo até
atingir massa constante. Para efetuar andlises quimicas as amostras secas foram submetidas a
moagem em moinho de facas tipo Willye, moinho analitico de bancada e moinho de rolos. Nas
amostras pulverizadas, foram realizadas as determinagdes de N total (NOGUEIRA e SOUZA,
2005).

As andlises de abundancia natural de 15N (315N) foram realizadas em espectrOmetro
de massas (Finnigan MAT, Bremen, Germany) no Laboratério de Is6topos Estaveis John M
Day na Embrapa Agrobiologia usando a metodologia descrita por Ramos et al., (2001). Os
calculos da contribuicdo percentual da FBN foram realizados seguindo-se a férmula (Equagado

1):

& >N planta testemunha - & '°N planta teste x 100

9oNdfa =
5 1N planta testemunha - B

ey
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Onde:

9%Ndfa = Contribuicdo da FBN para a nutri¢ao nitrogenada da planta teste (neste caso a
cana de acgucar);

& >N da planta testemunha = neste caso serd a planta controle ndo inoculada;

B - valor da discriminacdo isotépica de >N pelas plantas durante o processo de FBN
(neste estudo, foi considerado igual a zero (0) (BODDEY et al., 2001).

O valor de & '°N do N disponivel do solo foi obtido através da moagem do solo usado
nos vasos antes do plantio. Para determinar o N disponivel foi usado painso, plantado em copos
com 100 g do mesmo solo. As plantas ap6ds extrair todo o N disponivel também foram moidas
e analisadas quanto ao N obtido através de plantas que ndo recebem significativa contribuicao
da FBN.

Os cdlculos da contribui¢ao da FBN para as plantas de cana-de-aguicar foram realizados
somente quando o valor médio de § '’N observado na planta de cana-de-acticar inoculadas
foram significativamente menores que os observados nas plantas controle, através da aplicacao
do teste “t-student” para dados ndo pareados, como proposto por Shearer e Khol (1986) e
Boddey et al. (2001).

3.7 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica para verificar a normalidade e
homogeneidade das variancias pelos testes de Lilliefors e Cochran e Bartlett, respectivamente.
Os resultados obtidos foram submetidos a anédlise de variancia, por meio do teste de F ao nivel
de 95% de confianca. O contraste foi realizado somente para o tratamento inoculag¢do, e ndo
para comparar genotipos entre si por se tratar de espécies e géneros diferentes e o objetivo foi
a resposta a aplicacdo do inoculante. Para execucao da andlise estatistica foram utilizados os
softwares estatisticos SISVAR® e R-Sttidio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 12 gendtipos avaliados aos 109 dias apds o plantio, o nimero de folhas verdes
foi mais sensivel para distinguir as plantas inoculadas, destacando-se os gendtipos 1J76-364,
Hinahina e US76-414. Neste periodo as plantas produziram em medias cinco folhas verdes,
sem grande variabilidade entre os materiais testados.

Para a altura das plantas o crescimento foi diferente, saindo de 7,50 cm até 67,07 cm no
S. robustum US72-1319. A inoculagcdo foi responsdvel pelo maior crescimento das trés
variaveis no S. arundinaceus 1J76-384, em duas variaveis no US72-1319 sendo a altura a
varidvel mais sensivel e desta forma a que mais representou a resposta a aplicacio da bactéria
(Tabela 2). Detalhe do crescimento das plantas e a diferenca entre os genétipos (Figura 2), com
destaque para a US72-1319 (Figura 1b).

Tabela 2. Biometria de 12 gendtipos de cana de agucar pertencente ao Complexo Saccharum
inoculadas com a estirpe BR11145 aos 109 dias apds o plantio.

L. L. - Numero de Folhas Altura Diametro
Espécie Genoétipo Inoculaciao .

unidade cm cm
. .. Controle 5,80 8,30 6,90
Miscanthus sp Figi 10 Inoculado 5,60 8,30 6,00
. Controle 5,18 8,13 4,31

S. arundinaceus 1J76-364 Inoculado 5,75+ 9.30* 5.00%
Controle 4,67 9,58 7,00
176 470 Inoculado 5,00 8,50 6,90
. . Controle 5,00 7,50 6,43
S. officinarum SP791011 Inoculado 5.29 7.79 6.36
Hinahi Controle 5,00 13,25% 5,00
fnahina Tnoculado 6,00% 10,38 5,29
Controle 4,50 10,50 6,33
8. robustum Us76-414 Inoculado 5,00% 10,50 6,67
Controle 5,20 33,83 5,00

US76-1319 Inoculado 5,00 67,07 6,60%
L. Controle 5,33 11,61 7,28
Arundinoid B Inoculado 544 13,11% 7 44
Controle 4,33 12,61 6,50
S. spontaneum CPDau 849678 Inoculado 411 14.13 6.67
Controle 5,63 11,81 5,00
NG77-042 Inoculado 5,13 13,83* 5,00
Controle 5,00 8,13 5,44
NG77-122 Inoculado 5,00 13,40% 5,28
Controle 4,25 9,25 4,81
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 4,13 9,25 4,56

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).
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Figura 1. Crescimento de diferentes gendtipos de cana de actcar pertencentes ao complexo
Saccharum 80 dias ap6s o plantio. (a) Vista lateral, (b) destaque do maior crescimento de
S. spontaneum US72-1319.

A érea foliar das plantas coletadas ao final dos 109 dias de crescimento também ndo
diferiu na maioria dos gendétipos testados com excecao de 1J76-364 e US72-1319.

Nas varidveis de biometria e area foliar nenhum material testado apresentou redugao de
crescimento, mostrando que o crescimento inicial da parte aérea, que normalmente acontece
depois do crescimento radicular, se apresenta muito lento nao permitindo uma boa avaliagao do
tratamento de inoculagdo.

Nesta avaliagdo inicial de estande de plantas e de arranquio vemos que alguns materiais
de S. spontaneum se sobressaem como o Arundinoid B, CPDau 849678 e NG77-122. Dos
primeiros materiais, apenas o S. officinarum SP791011 manteve bom crescimento com resposta
a inoculagdo. No primeiro experimento Hinahina produziu seis perfilhos no controle e apenas
2 no inoculado, mostrando ser um material que limitou seu crescimento quando inoculado e um
dos poucos a perfilhar. No segundo experimento, com um maior nimero de materiais de S.
spontaneum, o perfilhamento dos materiais testados foi superior. Por exemplo CPDau 849678
apresentou cinco perfilhos no controle e trés no inoculado e US72-1319 apresentou oito
perfilhos no controle e dois no inoculado. O inverso ocorreu com NG77-042 que apresentou
um no controle e dois no inoculado. NG77-122 3 no controle e 10 no inoculado.

O valor médio de brotagao dos materiais utilizados no experimento 2 estao listados na
Tabela 3. 1J76-364 reduziu 60% a média de plantas brotadas no tratamento inoculado em
relac@o ao controle. A inoculagdo também reduziu em 30% a germinac@o no genétipo Q45416,
refletindo negativamente nas coletas posteriores. Nestes materiais hd uma clara evidencia do
efeito deletério do inoculante, o que pode ser explicado, pelo menos em parte, pela acdo
hormonal. Podemos especular que nestes materiais mais sensiveis a dose resposta seja diferente
da utilizada nos hibridos comerciais. Arundinoid B por outro lado manteve em 100% seu
estande de plantas no tratamento inoculado (2 plantas) seguido de CPDau 849678. Esta fase
inicial de brotacdo, em experimentos de curta duracdo, reflete diretamente no ganho de massa
e nutrientes e ja sdo um indicio da resposta a aplicacao da estirpe inoculante.
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Tabela 3. Valores médios de germina¢do dos materiais utilizados no experimento 2.

Espécie Genotipo Inoculacio Média de brotacio unidade
Miscanthus sp. Fiji 10 IES:EZEIZ Eg
S. arundinaceus 1J76-364 IES:EZ;Z 8:22

1 ND

176470 IE;):EZdZ ND

S. officinarum SP791011 IES:SZ;Z Eg
s e k-

S. robustum US76-414 IES:SZLZ Eg
Control ND

UST2-1319 Inc(:?u;;)dz ND

Arndinoid B 200

S. spontaneum CPDau 849678 IES:SZLZ 1:(9)8
Control 1,88

NG77-042 In;):u;;)dz 1:75

Control 1,78

NG77-122 In;):u;;)dz 1:27

Sacharum sp. Q45416 IES:SZLZ i:i:

ND = Nao determinado. Valor = nimero de plantas germinadas / total de vasos plantados.

A comparacdo entre massas foi avaliada pela relagcdo raiz/parte aérea (RA/PA) dos 12
genotipos avaliado (Figura 3). Dois genétipos, ambos S. spontaneum, aumentaram a relagao
RA/PA das plantas inoculadas em relagdo ao controle, CPDAU 849678 e NG77-122. Mesmo
materiais de crescimento vigoroso, a relacio de massa seca da raiz foi maior nas plantas
inoculadas, uma caracteristica que os distinguiu dos outros 11 gendétipos testados. De uma
forma geral, relacdes maiores de 0,5 mostram que o gendtipo investiu seu crescimento em mais
raiz neste periodo e desta forma explorou mais o substrato, como o Arundinoid B, e o CPDau
849678, ambos S. spontaneum. A inoculagao alterou esta relacao em quatro destes, sendo mais
expressiva nos genotipos CPDau 849678 e NG77-122. Houve reducao no Hinahina e no US72-
1319.
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Figura 2. Relacdo Raiz/Parte aérea de 12 gendtipos de cana de agucar inoculados com N.
amazonense BR11145 e avaliados aos 109 dias apds o plantio (n = 6). * F teste (p < 0,05).

Os dados de massa fresca e seca e de drea foliar da coleta final aos 109 DAP estio
apresentados na Tabela 4. Em média os tratamentos de inocula¢do ndo diferiram na massa seca
de raiz e parte aérea, sendo os maiores incrementos observados na massa fresca de raiz de 21
% na massa fresca de raiz das plantas inoculadas e de 155 na massa fresca da parte aérea.
Ganhos timidos quando se compara materiais tao discrepantes no crescimento (Figuras 4 e 5).

Dos doze genétipos avaliados, somente dois responderam a inoculagdo aumentando a
massa fresca de raiz, o US72-1319 e o NG77-122, ambos S. spontaneum. Ja a massa seca foi
maior em quatro genétipos sendo trés S. spontaneum e um Miscanthus, o Fiji 10.
Comparativamente a maior resposta radicular em magnitude foi observada no US76-1319, com
aumento de 3 vezes nas plantas inoculadas em relacdo ao controle (Tabela 4). Neste gendtipo
a inoculac@o aumentou nao s6 a raiz, mas também a massa fresca e seca da parte aérea e a drea
foliar, diferindo de todos os outros onze materiais testados.

Por outro lado, o genétipo Q 45416 de Saccharum sp. reduziu seu crescimento da parte
aérea quando inoculado, sendo o tnico a apresentar este comportamento. Estudos posteriores
podem ajudar a explicar a inibi¢do de crescimento que pode estar vinculada a menor germinagao
das plantas, da mesma forma que o NG77-122 (Tabela 3). Este dltimo apresentou maior
estimulo radicular, mas reduziu a massa seca da parte aérea quando inoculado (Tabela 4).

Entre os 12 materiais avaliados temos a variedade SP791011 que até 10 anos atrés era
uma das mais plantadas na regido de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2015). E considerada
uma variedade rustica, bem produtiva com maturacdo média tardia. Se compararmos com 0s
outros materiais ndo melhorados a SP791011 acumulou quantidades semelhantes de massa seca
total que os outros materiais de S. officinarum e ndo respondeu a inoculagdao aos 109 DAP
(Tabela 4).

Nos genétipos de menor crescimento radicular como o NG77-122 a inoculagdo dobrou
a massa fresca e seca das raizes em detrimento da parte aérea (Tabela 4, Figura 3). Ja o US76-
414 foi um gendtipo insensivel a inoculacdo e apresentou uma relacdo equilibrada de
crescimento entre as duas partes.

Os dados de massa fresca e seca e de drea foliar da coleta final aos 109 DAP estio
apresentados na Tabela 4. Em média os tratamentos de inocula¢do ndo diferiram na massa seca
de raiz e parte aérea, sendo os maiores incrementos observados na massa fresca de raiz de 21
% na massa fresca de raiz das plantas inoculadas e de 155 na massa fresca da parte aérea.
Ganhos timidos quando se compara materiais tao discrepantes no crescimento (Figuras 4 e 5).
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Dos doze genétipos avaliados, somente dois responderam a inoculagdo aumentando a
massa fresca de raiz, o US72-1319 e o NG77-122, ambos S. spontaneum. Ja a massa seca foi
maior em quatro genétipos sendo trés S. spontaneum e um Miscanthus, o Fiji 10.
Comparativamente a maior resposta radicular em magnitude foi observada no US76-1319, com
aumento de 3 vezes nas plantas inoculadas em relacdo ao controle (Tabela 4). Neste gendtipo
a inoculag@o aumentou nao s6 a raiz, mas também a massa fresca e seca da parte aérea e a drea
foliar, diferindo de todos os outros onze materiais testados.

Por outro lado, o genétipo Q 45416 de Saccharum sp. reduziu seu crescimento da parte
aérea quando inoculado, sendo o tnico a apresentar este comportamento. Estudos posteriores
podem ajudar a explicar a inibi¢do de crescimento que pode estar vinculada a menor germinagao
das plantas, da mesma forma que o NG77-122 (Tabela 3). Este dltimo apresentou maior
estimulo radicular, mas reduziu a massa seca da parte aérea quando inoculado (Tabela 4).

Entre os 12 materiais avaliados temos a variedade SP791011 que até 10 anos atrds era
uma das mais plantadas na regido de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2015). E considerada
uma variedade rustica, bem produtiva com maturacdo média tardia. Se compararmos com 0s
outros materiais ndo melhorados a SP791011 acumulou quantidades semelhantes de massa seca
total que os outros materiais de S. officinarum e ndo respondeu a inoculacido aos 109 DAP
(Tabela 4).

Nos gendtipos de menor crescimento radicular como o NG77-122 a inoculacao dobrou
a massa fresca e seca das raizes em detrimento da parte aérea (Tabela 4, Figura 3). J4 o US76-
414 foi um gendtipo insensivel a inoculacdo e apresentou uma relacdo equilibrada de
crescimento entre as duas partes.

Uma grande fonte de variabilidade dos materiais testados foi atribuida a massa inicial
usada no plantio. Como se trata de seis espécies diferentes e 12 gendtipos, ndo s6 o acimulo
final variou, mas também a quantidade de massa seca plantada, que representa uma fonte de
nutrientes e outros componentes como agucares, fibras e microorganismos nativos oriundos da
planta de origem.

Dentre as diferentes caracteristicas morfolégicas observadas no crescimento inicial de
genoétipos de Erianthus, S. spontaneum e hibridos de S. officinarum, Suzuki et al. (2015)
observaram que aos seis meses de crescimento S. spontaneum apresentou um didmetro de colmo
de 7,3 mm enquanto S. officinarum atingiu 23,2 mm. De crescimento mais rapido, Erianthus
spp. atingiu o diametro de colmo de 14,8 mm aos 180 dias de plantio.
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Tabela 2. Massa fresca e seca da parte aerea e area foliar de 12 genotipos de cana de aguicar pertencentes ao Complexo Saccharum inoculados ou
nao com N. amazonense BR11145, avaliados aos 109 dias ap6s o plantio.

Massa fresca  Massa seca

Massa fresca Massa seca de Massa Massa . .
.. Lo = ] p de parte de parte Area foliar
Espécie Genétipo Inoculacgao de raiz raiz p p fresca total  seca total
aerea aerea
g g g g g g cm’

Miscanth Fiei 10 Controle 522 0,93 8,78 223 14,00 3,16 94,28
iscantius sp 1! Inoculado 6,17 1,10% 9,78 2,50 15,95 3,60 87,85
. Controle 3.20 0,70 7.00 1,93 10,20 2.62 64,59

S. arundinaceus 176-364 Inoculado 2.30 0.52 7.62 2,01 9.92 2.52 71 44%
1176 470 Controle 2.18 0,98 6,97 224 9.14 322 66,94
Inoculado 2,57 1,02 6,84 1,91 9,41 2,92 89,59
. Controle 5,49 1,19 8,28 1,98 13,77 3,18 83,58
S. officinarum SP791011 Inoculado 6.51 1.32 8.95 2.06 15.46 338 89,37
Hinahin Controle 6,31 1,41 8,35% 2,01 14,67 343 95,10
1naht Inoculado 4,84 1,30 8,90 2,06 11,74 3,36 107,28
Controle 526 1,30 9,77 2.62 15,02 3.92 107,58
S. robustum US76-414 Inoculado 485 1.19 10.23 2.92 15.08 411 110.63
UST6.1319 Controle 737 1.42 9,72 2,87 17,09 429 63,89

Inoculado 18,54 4,26% 25,99% 10,15% 44,52+ 14.41% 124.22%

Arundinoid B Controle 12,68 3,10 12,60 347 25,28 6,58 118,84
Inoculado 14,16 325 13,31 3,54 27,47 6,79 128,53
Controle 9.23 1,85 12,28 3,93 21,51 5,78 131,39
S. spontaneum CPDau 849678 Inoculado 11,81 2.25% 10,65 3.13 22.46 5,38 122,07
Controle 5,09 1,31 8,24 2,41 13,33 372 97,98
NG77-042 Inoculado 412 1.30 7.04 232 12,06 3.62 97.62
NG7T7-122 Controle 3,68 0,97 8,27 2.26% 11,95 3,23 102,19
- Inoculado 4,71% 1,46% 7,46 1,65 12,18 3,10 85,66

Controle 4,99 1,00 6,497 1,03+ 11,48 2.94 103,04
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 5.13 1,00 5.81 1.67 10.94 2.67 84.88

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).
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De uma forma geral, hibridos comerciais de cana de agtcar respondem positivamente a
aplicacdo de bactérias diazotroficas. Chaves et al., (2015) avaliaram o desenvolvimento inicial
de duas variedades de cana-de-agucar inoculadas com bactérias diazotréficas e concluiram que
N. amazonense BR11145 aumentou indice de velocidade de germinacdo e nimero de brotacdo
nas duas variedades. Estes autores concluiram também que a diferenca entre gendtipos
influenciava a resposta da cana a inoculacao.

No ranking dos 12 gendtipos inoculados e 12 ndo inoculados podemos observar
claramente a ordem de magnitude de massa seca da parte aérea do S. spontaneum US76-1319
inoculado em comparacdo com todos os outros tratamentos (Figura 4). Este ganho de massa
advindo da diferenca unica da aplicag¢do da bactéria no plantio ndo € uma caracteristica comum
no universo de plantas avaliada, visto que mesmo outros S. spontaneum estudados nao se
comportaram desta forma. Este ganho de massa refletiu em todos os outros parametros, sejam
eles biométricos ou nutricionais. Os outros materiais inoculados foram distribuidos ao longo do
eixo de andlise, ndo formando grupamentos de resposta a inoculagdo.

Massa seca da parte aérea (g)

UST76-1319 INOC

Arundinoid B INOC

Arundinoid B 1
CPDau 849678 1

CPDau 849678 INOC —
I 1
|

US76-1319
US76-414 INOC
US76-414
NG77-042 1
NG77-042 INOC
Fiji 10 inoculado =
Hinahina 1
SP791011 INOC
Hinahina INOC
NG77-122
1776-470
SP791011
Fiji 10
NG77-122 INOC
Q45416
1176-470 INOC
Q45416 INOC
1776-364
1176-364 INOC

il

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00

Figura 3. Ranking de ganho de massa seca da parte aérea (g) de 12 gendtipos de cana
inoculados ou nao com Na-BR 11145, aos 109 dias ap6s o plantio (n = 6).

Quanto ao ganho de massa radicular os padrdes mudaram e um grupamento de plantas
nao inoculadas foi formado com valores superiores a 1 e 1,5 g, onde as plantas nao inoculadas
formaram um grupamento (Figura 5). Nas raizes o genotipo US76-414 inoculado apresentou o
maior valor, sendo 1,31 vezes maior que seu controle nio inoculado e 1,38 vezes superior ao
US76-1319, veio em seguida. Neste dltimo gendtipo, o maior estimulo foi observado na parte
aérea (Figura 4).
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Massa seca de raizes (g)
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Figura 4. Ranking de ganho de massa seca de raiz (g) de 12 gendtipos de cana inoculados ou
nao com Na-BR11145, 109 dias ap6s o plantio (n = 6).

Quanto aos teores de macro elementos dos 12 gendtipos os dados estdo apresentados
por cada elemento. Os teores de N foram descritos para todas as partes de planta crescida por
109 dias, incluindo os teores no mini-tolete remanescente que foi separado da raiz (Tabela 5).
Esta forma de avaliacao € diferente de se apresentar os dados apenas na raiz e na parte aérea
das plantas, partes novas formadas a partir do N disponivel no solo e do N presente na gema
usada para a brotacdo em cada vaso.

Os dados descritos mostram que alguns materiais remobilizam grande parte da reserva
oriunda do explante usado no plantio, como o caso da 1J76-364, que remanejou 59% do
percentual de N disponivel no inicio. Em sua grande maioria os teores ndo mudaram, mostrando
que a planta explorou o solo e/ou outras fontes de N, como a FBN. Este mesmo genoétipo de S.
arundinaceus, o 1J76-364, respondeu a inoculacdo aumentando em 21% o teor de N na parte
aérea das plantas inoculadas (Tabela 5). Da mesma forma o S. robustum Arundinoid B, em 25%
e o S. spontaneum CPDau 849678, 67% mais N na parte aérea e 22 % nas raizes das plantas
inoculadas em relagdo ao controle. O gen6tipo Saccharum sp. Q 45416, também aumento o teor
de N radicular de 17% em relacdo ao controle. O genétipo Fiji 10 foi o Gnico a aumentar o teor
de N na parte aérea das plantas ndo inoculadas usadas como controle.
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Tabela 3. Teor de N na raiz, parte aérea e nos toletes usados para o plantio de 12 genotipos de
cana de acucar pertencentes ao Complexo Saccharum inoculados ou ndao com N.
amazonense BR11145, e avaliados aos 109 dias ap6s o plantio.

Tolete Tolete Raiz Parte
Espécie Genoétipo Inoculacao inicial final aérea
%

. . . Controle 0,38 0,37 0,38 0,59*
Miscanthus sp Figi 10 Inoculado 0.38 0.32 0.43 0.49
Controle 0,22 0,13 0,47 0,51

S di 1J76-364 Inoculado 0,22 0,14 0,53 0,62%
- arundnaceus 1176 470 Controle 0,36 0,38 0,41 0,63
Inoculado 0,36 0,40 0,45 0,62
Controle 0,29 0,36 0,47 0,57
S offei SP791011 Inoculado 0.29 0.39 0.44 0.56
- officinarum — Controle 0.17 0.14 0.39 0.66
1naft Tnoculado 0,17 0,17 0,37 0,80
Controle 0,34 0.29 0,46 0,59
US76-414 y oculado 0.34 029 041 0.56
Controle 0,41 0,31 0,44 0,52
S. robustum UST6-1319 1 eulado 041 031 0.36 0.52
Arundinoid B Controle 0,33 0,28 0,31 0,49
Inoculado 0,33 0,28 0,31 0,44

Controle 0,17 0,16 0,35 0,55%
CPDau 849678 | culado 0.17 0.15 031 0.46

Controle 0,17 0,13 0,38* 0,77*
S. spontaneum NGT77-042 | culado 0.17 0.18 0.30 0.64
Controle 0,16 0,14 0,37 0,51
NG77-122 ) oculado 0.16 0.16 0.34 0.61
Controle 4.14 0.11 0.45 0,77
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 4,14 0,15 0,45 0,72
Médi Controle 0,26 0,23 0,41 0,60
edia Inoculado 0,26 0,25 0,39 0,59

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).

Em geral as plantas que cresceram em substrato nao adubado, usando solo diluido em
areia com apenas 0,2 g kg'! de N total, ficaram com teores muito baixos. Plantas saudaveis de
cana, crescidas em solo com 10 vezes mais matéria orginica (20 g dm™) por exemplo,
apresentam valores de 19 a 20 g kg'' de N na folha indice (folha +1) (FARONI et al., 2009),
mostrando que as plantas foram nutricionalmente limitadas no crescimento nas condicdes deste
ensaio.

Em variedades comerciais de cana de agtcar, a média de teores foliares de N de 17 a 18
g kg! na cana-planta fica abaixo da recomendagio de Malavolta et al. (1997) que
recomendaram valores de 20 a 22 g kg™ para produtividades medias a altas. Espironelo et al.
(1986) e Reis Junior & Monnerat (2002) obtiveram valores de 12,4 a 159 e 13 a 15 g kg'l,
respectivamente, sendo estes teores classificado como adequado ao bom crescimento. Os teores
de N encontrados nestes gen6tipos selvagens estd no limite ou abaixo dos esperados para cana
comercial.

Os teores de K variaram de 3,6 a3,0 g kg'1 entre o inicio e o término do ensaio em média
nos toletes usados para o plantio.
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Tabela 4. Teor de potdssio na raiz, parte aérea e nos toletes usados para o plantio de 12
genotipos de cana de acucar pertencentes a0 Complexo Saccharum inoculados ou ndo com
N. amazonense BR11145, e avaliados aos 109 dias ap6s o plantio.

Tolete Tolete Raiz Parte
Espécie Genoétipo Inoculacao inicial final aérea
%
. . Controle 027 0.25 0.77 1,20
Miscanthus sp Figi 10 Inoculado 027 023 0.84 133+
Controle 0,20 0,31 0,86 1,41
S di 1J76-364 Inoculado 0,20 0,36 0,30 1,44
- arundnaceus 1176 470 Controle 0,17 0,29 0,86 1,09
Inoculado 0,17 0,35 0,82 1,18
Controle 0,11 0,19 0,63 1,21
S offei SP791011 Inoculado 0.11 0.19 0.58 1.32
- officinarum — Controle 0.28 0.37% 0.66 1.88%
1naft Tnoculado 0,28 0,25 0,59 1,20
Controle 0,18 0,40 0,52 1,27
US76-414 y oculado 0.18 0.34 0.53 1.33
Controle 0,34 0,28 0,55 1,47
S. robustum UST6-1319 1 eulado 0.34 033 026 0.87
Arundinoid B Controle 1,30 0,40 0,52 1,28
Inoculado 1,30 0,40 0,53 1,41
Controle 0.26 0.24 0,38 1,14
CPDau 849678 | culado 0.26 0.26 0.38 1.23
Controle 0,70 0,24 0,48 1,23*
S. spontaneum NGT77-042 | culado 0.70 0.34 0.50 1.35
Controle 0,35 0,24 0,52 1,18
NG77-122 ) oculado 0.35 0.50 0.65% 1.76*
Controle 0,13 0,14 0,51 1,32
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 0.13 023 0.67* 1.54
Médi Controle 0,36 0,28 0,61 1,31
cdia Inoculado 0,36 0,32 0,60 1,33

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).

Desta forma o crescimento foi favorecido pelos teores de K no solo, que forneceram
13,7 g de K por vaso para o crescimento. O valor encontrado de K neste trabalho é adequado
para Moura Filho et al. (2010). O potdssio desempenha diversas fun¢des na cana-de-agucar,
como a translocac¢do de solutos, sintese de proteinas e fotossintese, afetando todas as células da
planta (ROSETTO, 2008).

Normalmente plantas crescidas em solo adubado com K apresentam teores na folha +1
de 13 g kg'!, considerando uma planta bem nutrida. Podemos dizer que K néo foi limitante ao
desenvolvimento inicial dos 12 gendétipos, ficando na média de solos com teores médios de
matéria organica e adubados com doses crescentes de N fertilizante (Faroni et al., 2009). Nestes
ensaios de curta duracao o experimento apresentou limitacdao de N, que pode ter influenciado o
ganho de massa das plantas e, portanto, apresentando teores mais altos. Para se ter uma melhor
ideia do crescimento normal uma testemunha nitrogenada teria que estar acompanhando o
experimento para cada material testado.

Os 12 gendétipos avaliados apresentados variabilidade inicial nos teores de K nos mini-
toletes usados no plantio, por exemplo SP791011 iniciou com 1,1 g kg'!' e terminou com 1,9 g
kg!. Estes valores, embora corretos quanto a avaliacio de K nos tecidos, sofreu com a utilizacio
do tolete de outra planta ou parte que ndo a mesma usada no ensaio. Tirando este erro, que s
foi observado ao final do experimento, pouco K foi remobilizado do explante inicial para o
crescimento. Isto seria esperado pois o K estd associado a valores mais altos nas folhas e menor
nos colmos e estes materiais fibrosos de uma forma geral mantem os elementos nos tecidos que
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estdo foram sofrendo lenta decomposic¢do ao longo dos 109 dias Tabela 6). A concentracio de
K na parte aérea destas plantas jovens foi 2 vezes maior na parte aérea que nas raizes, € em
alguns materiais superior a isso como o NG77-122, que apresentou teor de K 2,7 vezes maior
nas folhas que nas raizes das plantas inoculadas, uma diferenca significativa advinda da
aplicacdo de Na-BR11145 comparado com aumento de 1,8 nas plantas controle. Hinahina
também aumentou o K na parte aérea das plantas inoculadas em 2,8 vezes maior que nas raizes,
e diferente do controle que alocou 2,1 vezes mais na parte aérea. Apenas um genétipo diferiu
no K radicular, o Q45416.

Diferente do K, P foi mobilizado para o crescimento das plantas oriundo do P nos mini-
toletes (Tabela 7). As plantas remobilizaram 61% do teor de P no periodo, atingindo valores de
1,85 gkg! ap6s 109 dias de crescimento em média na parte aérea e trés vezes menos nas raizes.
A inoculacdo aumentou o teor em apenas um genoétipo, o S. officinarum 1J76-470 em 50%
(Tabela 7). Entretanto este gendétipo quando inoculado reduziu a massa seca da parte aérea, o
que explica o maior teor de p nos tecidos, embora a redu¢cdo de massa ndo tenha sido
significativa (Tabela 4).

Tabela S. Teor de fésforo na raiz, parte aérea e nos toletes usados para o plantio de 12 genotipos
de cana de agucar pertencentes ao Complexo Saccharum inoculados ou nio com N.
amazonense BR11145, e avaliados aos 109 dias ap6s o plantio.

Tolete Tolete Raiz Parte
Espécie Genétipo Inoculaciao inicial final aérea
%
. .. Controle 1,3 04 0,6 1,7
Miscanthus sp Figi 10 Inoculado 13 0,4 0,6 17
. Controle 0,5 0,2 1,1 1,3
S. arundinaceus 1J76-364 Inoculado 0.5 03 11 16
Controle 1 0,5 0,7 1,8
176 470 Inoculado 1 0,5 0,7 2, 7%
. . Controle 0,8 0,3 0,6 2,4
S. officinarum SP791011 Inoculado 0.8 0.4 0.6 24
Hinahina Controle 0,9 0,4 0,6 1,8
nan Inoculado 0,9 0,3 0,6 2.2
Controle 0,6 0,4 0,5 2,1
S. robustum US76-414 Inoculado 0.6 0.5 0.5 23
Controle 0,5 0,3 0,6 1,5
UST6-1319 1 culado 0.5 0.3 0.5 0.7
.. Controle 1,2 0,5 0,5 1,4
Arundinoid B 0 ado 12 0.4 0.4 17
Controle 0,7 0,2 0,5 1,5
S. spontaneum CPDau 849678 Inoculado 0.7 03 0.6 15
Controle 1,8 0,5 0,5 1,9
NG77-042 Inoculado 1,8 0,5 0,5 1,7
Controle 0,9 0,2 0,5 2,1
NG77-122 Inoculado 0,9 0,5 0,5 1,8
Controle 0,4 0,1 0,6 2,2
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 0,4 0,3 0,6 2,3
Médi Controle 0,9 0,3 0,61 1,8
cdia Inoculado 0,9 0,4 0,6 1,9

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).

Nao se esperava que a aplicacdo de Na=BR11145 tivesse algum efeito solubilizador de
P, mas como promotor de enraizamento. Mas nas condicdes deste ensaio, em vaso € sem
nenhuma adubacgdo adicional, um ganho advindo da maior exploracdo radicular ndo seria
observado. Os menores teores de P foram observados no US72-1319 (Tabela 7) e em
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contrapartida foi o de maior massa (Tabela 4), mostrando a eficiéncia de uso de nutrientes neste
material ristico. Faroni et al., (2009) observaram teores de P na folha indice de 1,7 a 2,0 g kg™!
em ensaios de campo plantados em trés locais diferentes. No ensaio as plantas apresentaram
teores inferiores a este valor em 8 das 24 médias de p na parte aérea, mostrando que as plantas
acumularam P em quantidades satisfatorias para o periodo inicial onde o crescimento € lento
nestes materiais rasticos.

Teores esperados de célcio nos tecidos aéreas de cana ficam em torno de 2,8 a 3,0 g kg’
! em plantas adultas e plantadas em solo adubado com N (FARONI et al., 2009). O teor de Ca
variou mais que os de outros macros elementos avaliados, da mesma forma que os dados deste
estudo, que iniciaram com valores de 0,9 chegando a 3,1 g kg'! nos mini-toletes e de 0,9 a 2,2
g kgt apés 109 dias (Tabela 8). Apenas 0,3 g kg'! foram utilizadas no crescimento no periodo,
visto ser calcio um componente estrutural sua remobilizacdo € pequena nas plantas em geral.

Tabela 6. Teor de célcio na raiz, parte aérea e nos toletes usados para o plantio de 12 genotipos
de cana de agucar pertencentes ao Complexo Saccharum inoculados ou nao com N.
amazonense BR11145, e avaliados aos 109 dias ap6s o plantio.

Tolete Tolete Raiz Parte
Espécie Genoétipo Inoculacao inicial final aérea
%
] .. Controle 3,1 2,7 1,5 2,1
Miscanthus sp Figi 10 Tnoculado 3.1 ) 13 2.0
. Controle 1,6 0,9 1,4 2,0
S. arundinaceus 1J76-364 Inoculado 16 11 2.4 16
Controle 1,7 1,8 1,7 2,3
176470 Tnoculado 1.7 22 1.7 2.5
. . Controle 2,0 1,4 1,5% 3,3
S. officinarum SP791011 Inoculado 2.0 17 13 32
Hinahina Controle 1,5 1,0 1,2 1,7
Inoculado 1,5 1,3 1,3 2,3
Controle 1,8 1,5 1,2% 2,8
S. robustum US76-414 Inoculado 18 1.4 1.0 2.9
Controle 2,8 2,0 1,7 1,9
US76-1319 Inoculado 2,8 1,3 1,4 1,6
L. Controle 1,1 0,9 1,1 3,0
Arundinoid By ado 1,1 0.8 1,1 2,5
Controle 0,9 1,1 1,4 3,5%
S. spontaneum CPDau 849678 Inoculado 0.9 11 16 25
Controle 1,0 0,8 1,2 2,8
NGT7:042 4 oculado 1.0 11 12 22
Controle 1,2 1,4 1,1 2,2
NGTT-122 y culado 12 1.0 1.0 2.6
Controle 2,0 0,9 1,4 3,3
Sacharum sp. Q45416 Tnoculado 2.0 1.0 13 2.5
Médi Controle 1,7 1,4 1,4 2,6
cdia Inoculado 1,7 1.4 1.4 2.4

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).

Das 3,9 g kg'!' usadas no crescimento na média dos 12 genétipos, 39% foram alocados
nas raizes. Os teores de Ca nas plantas de cana, apds 109 dias, foram superior ao de P,
especialmente nas raizes (Tabela 8). Nao houve nenhum efeito inoculante observado, pelo
contrério, o Ca foi menor em trés genétipos inoculados comparado ao controle, o que pode
significar maior ganho de massa, diluindo o teor deste elemento como no US76-414 que
apresentou 1,30 mg planta™ de massa seca de raiz no controle e 1,19 mg planta! na média das
plantas inoculadas, mas sem diferenca estatistica.
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Em relagdo ao calcio, o magnesio (Mg) é acumulado nos tecidos em menor quantidade,
variando de 1,3 a 1,5 g kg'! na folha + 1 de plantas adultas e sem restricio de N (FARONI et
al., 2009). Neste estudo as plantas acumularam valores superiores, mostrando que este elemento
nao foi restritivo ao crescimento (Tabela 9). As plantas utilizaram apenas 25% do Mg no
crescimento, o que seria esperado pela fase que foram avaliadas. Das 3,5 g kg! acumuladas
apos 109 dias, 37% foral alocadas nas raizes e o restante na parte aérea. Um genétipo acumulou
mais nas plantas inoculadas, o Hinahina e o inverso no NG77-122 (Tabela 9).

O actimulo de macro elementos nas raizes das plantas ao final dos 109 DAP manteve a
ordem de grandeza esperada para cana de agucar, isto é: K >> N > Ca = Mg > P (Tabela 10). O
genétipo de S. spontaneum US72-1319 foi o que acumulou todos os nutrientes em maiores
quantidades, especialmente na planta inoculada, diferindo do controle. Os outros 11 materiais
nao responderam a inoculagcdo. Como as plantas foram limitadas pela baixa disponibilidade de
N no solo, e sendo este um macro elemento requerido em quantidades elevadas, a resposta a
inoculag¢do também foi limitada. A tnica excec¢do foi este gendtipo, que tudo indica obteve N
via FBN para suplantar a limitag¢ao do solo.

Muito pouco se conhece sofre a inoculacido destes materiais rusticos ou mesmo de
cruzamentos utilizando genétipos do Complexo Saccharum. Por exemplo, o cruzamento de
Miscanthus x giganteus , que é uma graminea C4, rizomatosa e origindria da China apresenta
excelente crescimento em solos pobres em nutrientes podendo chegar a produzir de 15 a 25 Mg
de massa seca ha! ano! em regides temperadas (IQBAL et al., 2015). Estes materiais rusticos
sobrevivem mais de 20 anos no mesmo local sem nenhuma adi¢ao de nutrientes (CADOUX et
al.,, 2012). Liu & Ludewig (2020) estudaram a inculacdo de Herbaspirillum frisinguense
visando estimular o crescimento de gemas para a propagacdo de Miscanthus X giganteus, €
observaram que o efeito enraizador foi prolongado permitindo o crescimento das gemas além
de 100% de germinagao dos brotos. Outro trabalho apresenta os dados de resposta positiva a
inoculagdo de Miscanthus floridulus utilizando Bacillus cereus para utilizacdo em solos
contaminados com cddmio (WANG et al., 2023). Estes usos destas gramineas rusticas tem
ampla utilizacdo em solos contaminados.

Dos 12 gendtipos plantados em solo onde nenhuma adi¢@o de nutrientes suplementar foi
realizada, apenas quatro responderam a inoculacdo com Ab-BR11145 (Tabela 10). 1J76 470
aumentou o acimulo de P, no Hinahina houve maior acimulo de Mg, e no NG77-122 ocorreu
o maior acimulo de K nas plantas inoculadas em relagao ao controle e apenas um genétipo a
resposta foi observada para todos os macroelementos devido ao seu maior acumulo de massa
(Tabela 4), 0 US72-1319 (Tabela 10). Dois genétipos de S. spontaneum aumentaram o acimulo
de N nas plantas do controle, CP Dau 849678 e NG77-042 (Tabela 10).
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Tabela 7. Teor de magnésio (Mg) na raiz, parte aérea e nos toletes usados para o plantio de 12
genotipos de cana de acucar pertencentes ao Complexo Saccharum inoculados ou ndo com
N. amazonense BR11145, e avaliados aos 109 dias ap6s o plantio.

Tolete Tolete Raiz Parte
Espécie Genotipo Inoculacio inicial final aérea
%
] .. Controle 3,4 2,2 1,7 1,9
Miscanthus sp Figi 10 Tnoculado 34 1.6 1.6 17
. Controle 0,7 0,6 1,2 1,8
S. arundinaceus 1J76-364 Inoculado 0.7 0.5 12 1.9
Controle 0,8 1,3 1,7 2,7
1J76 470 Tnoculado 0.8 13 15 2.9
. . Controle 1,1 0,9 1,4 3,2
S. officinarum SP791011 Inoculado 11 1.0% 12 33
Hinahina Controle 1,0 0,6 1,3 1,9
Inoculado 1,0 1,1 1,1 2, 7%
Controle 1.4 1,1 1,5 2,6
S. robustum US76-414 Inoculado 1.4 0.9 11 2.9
Controle 1,6 1,1 1,3 1,8
US76-1319 Inoculado 1,6 0,6 1,2 1,9
.. Controle 1,3 0,6 0,8 1,9
Arundinoid B ado 13 0.5 0.7 2.0
Controle 0,5 0,7 1,1 2,0
S. spontaneum CPDau 849678 Inoculado 0.5 0.6 1.0 1.9
Controle 0,7 0,5 0,9 2,0
NG7T7-042 1 oculado 0.7 0.7 1.0 2.1
Controle 0,9 1,1 1,1 2,4%
NG77-122 Inoculado 0,9 0,7 1,0 1,7
Controle 0,7 0,3 1,1 2.4
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 0,7 0.4 0,9 24
Médi Controle 1,2 0,9 1,3 2,2
cdia Inoculado 12 0,8 1,1 2.3

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).

O acumulo de nutrientes parte aérea acompanhou os ganhos em suas diferentes partes
da planta analisadas, isto é, o S. spontaneum US72-1319 foi o genétipo que mais respondeu a
inoculagdo, destacando-se em todas as avaliacdes (Tabela 11). Podemos considerd-lo um
genotipo de grande interesse no estudo de interacdo positiva entre a planta e a bacteria testada.
CPDau 849678 e NG77-042 responderam acumulando mais N no controle e Hinahian mais K
também no controle.

Estes materiais ndo sofreram melhoramento para acelerar a germinagdo e o crescimento
como observado por Girio et al. (2015) usando variedades comerciais. Ensaios de maior
duracdo e com suplementacdo mineral poderiam explorar as diferencas entre os genotipos
testados para comparar com dados de literatura.
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Tabela 8. Aciimulo de macro nutrientes na planta (raiz e parte aérea) de 12 gendtipos de cana
de aguicar inoculados ou ndo com N. amazonense BR11145 aos 109 DAP.

Espécie Genétipo Inoculaciao N K P T Ca Mg
mg vaso’

) — Controle 1346 2727 443 1.6 135
Miscanthus sp Figi 10 Ioculado 1224 3331 477 5.00 431
. Controle 1088 3006 3.3 104 3.80

S. arundinaceus 176-364 Inoculado  12.28 2895 372 3.13 3.89
Controle  12.64 2227 4.29 172 5.53

176 470 Ioculado 1136 2038  505%  4.16 4.86

y Controle 1154  23.61 529 6.33 6.25

S. officinarum SP791011 Ioculado  10.60 2444 534 5.08 6.22
Hinahing Controle 1331 37.87%  4.60 3.53 3.80
1naft Tnoculado 16,68 24,83 528 4,84 5,63%

Controle  13.66  29.15 537 6.28 6.04

S. robustum US76-414 1 culado 1582 3817  7.10 8.30 835
Ustelslo  Commole 1414 4185  4.80 5.34 4.6

Inoculado 44,16* 75,46* 7,87* 14,51* 16,89*
Controle 21,13 55,50 7,86 13,26* 8,34

Arundinoid By 0 do 16,89 5414 813 9.33 7.38
Controle 21,53* 44,26 6,96 13,67* 8,01
S.spontaneum  CPDauB849678 | 140 1557 4156 650 8.32 6.50
Controle  17.78%  39.68 562 716% 520
NG77-042 | oculado 15.83 043 471 5.0 5.01
Controle 1199 2611  510% 476 5.20%
NG77-122 p culado 10,94 3406% 425 5.05 3.6
Controle 8.48 2515 467 637 271
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 11,74 2858 502 465 436
Médi Controle 1421 3357 523 6.6 5.49
edia Tnoculado 16,18 36,38 5,65 6,54 6,41

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).

Nos toletes utilizados no plantio (um gema), a média foi de N total foi de 11,6 mg de N
gema'!, variando de 3 a 20,8 mg gema™'. Em se tratando de espécies diferente e sem selegio era
de se esperar que a gema tivesse bastante impacto nesta fase inicial de crescimento. Destes 11,6
mg de N, 6,2 mg permaneceram e apds 109 dias, isto €, 53% do N foi remobilizado para o
crescimento da planta, em media dos 12 materias testados (Tabela 9). Por exemplo, o
Arundinoid B iniciou com 20,8 mg e terminou com 15,1 mg, mobilizando apenas 5,7 mg N
planta! no crescimento, o restante veio do solo. Figi 10 usou 8,5 mg para produzir raizes e parte
aérea e a inoculacdo aumentou em 8,7% este acumulo.

Mas outros materias testados apresentaram grande variabilidade, e na maioria das
repeti¢des o N residual foi maior que na amostragem inicial, como no 1J76-364. Estes detalhes
do procedimento de analise mostraram que o material vegetal usado para propagacao interfere
em todas as analises subsequentes, e que atencdo especial deve ser dada na amostragem,
retirando amostra inicial na mesma planta e na mesla altura do colmo para acompanhar de fato
0 uso da reserva.
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Tabela 9. Acimulo de macro nutrientes na parte aérea, de 12 genétipos de cana de aguicar
inoculados ou ndo com N. amazonense BR11145 aos 109 DAP.

Espécie Genétipo Inoculaciao N K P T Ca Mg
mg vaso’

) — Controle 1346 3459 443 6.09 6.00
Miscanthus sp Figi 10 Inoculado 1224 4237 477 6.38 6.06
. Controle 1088 3682 3.3 537 477

S. arundinaceus 176-364 Inoculado  12.28 2.9 372 4.40 4.50
Controle  12.64 3008 4.9 6.28 7.10

176 470 Inoculado  11.36 2758 5.05 5.65 6.20

y Controle 1154 3091 529 8.12 7.81

S. officinarum SP791011 Ioculado 10,60 3231 5.34 7.61 7.81
Hinahing Controle 1331 4778 4.60 531 5.64

1naft Tnoculado 16,68 32,05 528 6,46 6,99

Controle  13.66  34.15 537 7.58 7.61

S. robustum US76-414 1 culado 1582 4400  7.10 9.44 9.60
Controle 1414 4988 430 7.66 6.49

UST6-1319 | culado  44.16%  84.70%  7.87%  19.12%  21.20%

Arundinoid B Controle 21,13 73,11 7,86 16,96 10,90
Inoculado 16,89 73,26 8,13 13,49 10,19
Controle 21,53* 51,57 6,96 16,43 10,15

S.spontaneum  CPDau849678 | 140 15.57 50.71 650 1221 8.82
Controle 17,78%* 47,37 5,62 9,15 6,73

NG77-042 | oculado 15.83 3778 471 6.47 6.04

Controle 1199 3109 510 5.86 6.28

NG77-122 - oculado 1094 4272 425 6.34 455

Controle 8.48 2065 467 7.60 571

Sacharum sp. Q45416 Ioculado 1174 3656 502 6.22 5.51
Medi Controle 1421 1142 523 8.53 7.10

edia Tnoculado 16,18 44,75 5,65 8,65 8,12

Valores médios de seis repeti¢des. * F teste (p < 0,05).

Quanto ao efeito inoculante, que seria a promog¢ao de crescimento das plantas advindo
da bacteria diazotréfica, apenas Figi 10 (8,7%) Hinahina (19,8 %), SP791011 (19,5%),
Arundinoid B (5,3%) e a grande excesdo, o US72-1319 com 407,4% de aumento (Tabela 9). O
restante dos materiais o efeito foi negativo, de -19% no 1J76-364, até -27% no 1J76-470 e -
25,6% no US76-414. Nestes materiais as plantas inoculadas acumularam menos N que o
controle. Como sdo materiais rustico, sem nenhum conhecimento prévio de dose resposta ou
mesmo do estabelecimento da estirpe inoculante, podemos dizer que ndao houve nenhuma
contribuicdo advinda da FBN ou mesmo o efeito promotor foi erratico e raro, excetuando-se
um tnico genoétipo.

O genotipo de S. spontaneum quando inoculado utilizaram mais que a reserva inicial,
acessando N de outras fontes. Quais fontes possiveis: N do solo e/ou N da FBN nativa ou
adicionada pela bacteria inoculada. Dentro desta espécie houveram diferencas quanto a resposta
a inoculacdo, sendo a US72-1319 a que obteve resposta significativa aumentando N na raiz e
na parte aérea quando inoculada.

De uma maneira geral a inoculacdo avaliada aos 109 DAP, fase inicial de crescimento
destas plantas e utilizando um substrato solo:areia (1:2 v/v) sem adicdo de fertilizantes e
corretivos mostrou a rusticidade e diferenciou materiais quanto ao rendimento de massa e
acumulo de macroelementos tempo pouca resposta a inoculagdo por estarem limitados pelo
extresse nutricional. Na media geral das plantas inoculadas observa-se que a parte aérea
comecava a apresentar maiores acumulos, mas a limitagdo do substrato pode ter nivelado a
resposta de crescimento.
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Quando ao balanco de n dos vasos cultivados por 109 dias podemos observar que o N
total do solo foi de 457,6 mg e que o tolete inicial variou de 4,7 (NG77-122 até 32,82 mg no
US76-414, mostrando a grande variabilidade nos teores iniciais. Mesmo com tanta
variabilidade a maioria dos genotipos utlizou parte deste N inicial, vindo o restante da reserva
do solo (Tabela 12). Ao final de 109 dias, o N que permanece neste rebolo, que ndo foi utilizado
no crescimento também foi muito varidvel. Por exemplo Figi 10 usou 25% do N inicial. J4 o
genotipo seguinte, [J76-364 usou 54% da reserva inicial. Houve também muita variabilidade
entre os tratamentos de inoculacdo. O uso do N inicial é uma caracteristica ligada ao genotipo
e pouco se conhece sobre a mobiliza¢do do n da reserva nestes gendtipos rusticos nesta fase
inicial de crescimento.

De uma forma geral, partindo de 7 mg foram acumulados 20 mg de N por vaso durante
estes intervalo de crescimento e ndo houve efeito inoculantes em 9 genotipos e apenas tr~es S.
spontaneum o efeito inoculante foi significativo e advindo da inoculacdo da bacte ria Na-BR
11145 (Tabela 12). Como observado previamente, o maior efeito inoculante foi observado no
genotipo Hinahina, entretanto as diferencas de acumulo nao foram significativas e o balanco se
deve pelo valor do N no tolete final e ndo pelo crescimento da planta. Esta discrepancia advem
do uso de uma amostra diferente da planta que foi crescida, caudando distor¢des na Tabela 12.
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Tabela 12. Balango de N nos vasos contendo 12 gendtipos de cana inoculados ou ndo com N. amazonense aos 109 DAP.

N do Tolete N acumulado Razao
Tolete Tolete mobiliado . Parte Efeito
L. L. - Solo e e . Raiz . em folhas e NAP/ .
Espécie Genétipo Inoculacgio inicial final para a planta aérea . inoculante
(NTM) raizes (NAP) NTP
mg / vaso
Miscanthus sp Figi 10 Controle 45756 14,65 4,50% 10,13 3,59 13,46 17,05 1,68
Tnoculado 457,56 14,65 3,15 11,50 5,08* 12,24 17,32 1,51 0,18
S arundinacens 176.364 Controle 457,56 .94 5,69 325 3,64 10,88 14,52 4,47
' Inoculado 457,56 8,94 4,04 4,90 2,24 12,28 14,52 2,96 1,50
1176 470 Controle 45756 31,14 5.17 25,97 387 12,64 16,51 0,64
Inoculado 457,56 31,14 6,25 24,89 3,92 11,36 15,28 0,61 0,02
. Controle 45756 3227 7,16 25,11 5,46 11,54 17,00 0,68
S. officinarum SP791011 noculado 45756 3227 8.02 2425 581 10.60 16.41 0.68 0,00
Hinahina Controle 457,56 724 3,49 3,75 5,59 13,31 18,90 5,04
Inoculado 457,56 7,24 521 2,03 4,55 16,68 21,23 10,46 5,42
Controle 45756 32,82 8,57 2425 5,73 13,66 19,39 0,80
S. robustum US76-414 Inoculado 457,56 32,82 9,51 23,31 4,57 15,82 20,39 0,87 0,08
US76.1319 Controle 45756 26,76 7,04 19,72 6,44 14,14 20,58 1,04
Inoculado 457,56 26,76 12,68* 14,08 12,33%  44,16% 56,49 4,01 2,97
Arundinoid B Controle 45756 20,84 16,56 428 10,44 21,13 31,57 7,38
Inoculado 457,56 20,84 17,36 348 11,23 16,89 28,12 8,08 0,70
Controle 45756 14,01 744 6,57 6,73 21,53% 28,26 4,30
S.spontaneum  CPDau849678 |\ 4o 45756 1401 9,98 4,03 7,20 15,57 22,77 5,65 1,35
NG77-042 Controle 457,56 8,94 436 4,58 5,07 17,78% 28,85 4,99
Inoculado 457,56 8,94 5,19 3,75 3,83 15,83 19,66 524 0,25
NG77-120% Controle 457,56 4,70 5,19 ND 3,96 11,99 15,95 ND
Inoculado 457,56 4,70 2,60 2,10 439 10,94 15,33 7,30 ND
Sacharum sp Q45416 Controle 457,56 948 6,63 2.85 3,95 15,14 19,09 6,70
: Tnoculado 457,56 948 7,50 1,98 4,39 11,48 15,87 8,02 1,32
Média Controle 17,65 6,82 11,86 537 14,77 20,14 343
Tnoculado 17,65 7,62 10,03 5,80 16,15 21,95 4,62

# e ND — ndo foi calculado o balango devido aos dados negativos destes materiais. (Planta inteira = tolete final + raiz + parte aérea) - tolete inicial = N extraido de outra fonte.

Valores médios de 6 repeti¢des. * F teste (p < 0,05).
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Apenas o S. spontaneum US72-1319 apresentou efeito inoculante ndo s6 para N mas
para todos os elementos de crescimento acumulados em uma massa seca superior. O restante
o controle acumulou mias n como CP Dau 849678 e o NG77-042, neste caso ndo se pode
inferir nenhum balango pois o tolete final obteve maiores valores que o inicial, outro dado
que ndo condiz com o crescimento das plantas e oriunda da forma de amostragem das plantas.

Urquiaga et al. (1992, 2012) utilizaram a metodologia de balanco para avaliar a
contribui¢do da FBN em diferentes materiais sendo varios hibridos comerciais e um Krakatau
(S. spontaneum) e Chunee (S. barberi). Neste estudo Krakatau foi a que apresentou maior
contribui¢do da FBN em plantas nio inoculadas além do maior acimulo de N total, superior
a todos os hibridos testados e ao S. barberi. Este estudo vem colaborar com estas avaliacdes
20 anos depois. Existe contribui¢do efetiva da FBN que pode ser mensurada desde os
primeiros dias de crescimento usando uma metodologia simples de balan¢o de N em sistema
aberto, isto, vasos furados. Outra observacdo importante é que materiais pertencentes a
espécie S. spontaneum, sao importantes no quesito FBN, fato observado anteriormente por
Urquiaga et al., (1992; 2012) mas quando inoculado com uma tnica estirpe de bacteria
diazotréfica, pode modificar esta contribui¢do natural e resultar em ganhos significativos de
biomassa em condi¢des de extrema probreza de nutrientes disponiveis no solo.

O balango de K das plantas apds o término do ensaio mostra a grande variabilidade
oriunda do material origindrios de onde as gemas foram retiradas (Tabela 13). Embora a
plantas utilizadas tenham sido plantadas no mesmo local, extraem K de forma diferente dos
cilindros e consequentemente apresentam valores iniciais de 8,27 mg no genétipo 1J76-364
at¢ o maior valor inicial observado no genétipo Arundinoid B, de 82,28 mg. Esta
variabilidade do K acumulado nas plantas no inicio do experimento mostra que o Complexo
Saccharum tem grande diversidade e, portanto, comparagdes sO podem ser feitas em relacdo
a inoculagdo.

Em média os toletes iniciais possuiam 21,8 mg de K e terminaram com 9,82 mg no
final de 109 dias. Desta fonte inicial foram utilizados 12,5 mg de K no crescimento sendo o
restante oriundo do solo (Tabela 1). Este balanco, embora seja possivel de ser feito, utilizou
gemas diferentes na andlise de teores iniciais de nutrientes e ndo uma fatia da gema usada
para o crescimento, trazendo dados negativos como o observado no IJ 76-364. Mesmo usando
o maior valor de K observado nas amostras iniciais € ndo a média, os dados ainda focaram
negativados. Das 43,1 mg de K retiradas do sistema solo planta na média dos 12 genétipos,
como esperado 81,2% do K foi alocado na parte aérea das plantas (Tabela 13).

Independente desta variabilidade, o efeito inoculante foi observado no NG77-122,
US72-1319, e o CPDau 849678, todos S. spontaneum e o inverso foi observado em Hinahina
e 1J76-364 nas raizes, outros géneros cuja inoculagdo reduziu o balanco de K acumulado nas
plantas no periodo (Tabela 10). De todos os gendtipos o maior efeito inoculante observado
para K ocorreu no genétipo NG77-122, chegando a acumular 16,17 mais K que o tratamento
controle. Seis gendtipos podem ser considerados insensiveis a aplica¢io da bactéria. Devido
a falta de amostras do Q 45416, o balanco nao foi finalizado (Tabela 13).

Vale ressaltar que as plantas nido foram adubadas e todo o K acumulado foi retirado
do solo ou oriundo do material propagativo. Neste caso ndo se considera nenhuma outra
entrada de K no sistema, diferente do N que pode ter adicdes advindas da contribui¢do da
FBN. O elevado valor inicial de K no Arundinoid B, muito superior a todos os outros
materiais, precisa ser visto com algo inusitado pois alterou o balango geral deste material,
mas ndo interferiu nos dados de efeito inoculante.

31



Tabela 10. Balango de K nos vasos contendo 12 gendtipos de cana inoculados ou ndo com N. amazonense aos 109 DAP.

K do Tolete K acumulado Razao
Tolete Tolete mobiliado . Parte Efeito
L. L. - Solo e .. . Raiz . em folhas e KAP/ .
Espécie Genétipo Inoculacio inicial final para a planta aérea . inoculante
(KTM) raizes (KAP) KTM
mg
Miscanthus sp Figi 10 Controle 35,17 10,15 3,07 7,08 732 2727 34,59 4,89
Tnoculado 3517 10,15 2,37 7,78 9,06 3331 42,37 545 0,56
] Controle 27,85 827 13,59 ND 6,76 30,06 36,82
S. arundinaceus 1J76-364# Inoculado 27,85 8,27 11,06 ND 3,97 28,95 32,92
1176 470 Controle 35,17 16,17 3,84 12.33 781 2227 30,08 2,44
Inoculado 3517 16,17 5,44% 10,73 7,20 20,38 27.58 2,57 0,13
. Controle 35,17 1231 3,68 8,63 7,30 23,61 30,91 3,58
S. officinarum SP791011 noculado 3517 1231 4,05 8.26 7.87 24,44 3231 3.91 033
Hinahina Controle 27,85 11,51 9,18 2,33 9,91 37,87% 47,78 20,51
Inoculado 27,85 11,51 8,02 3,49 7,2 24,83 32,05 9,18 11,32
Controle 35,17 18,30 11,59 6,71 5,00 29,15 34,15 5,09
8. robustum US76-414 Inoculado 3517 1830 10,72 7,58 5,83 38,17 44,00 5,80 0,72
US76.1319 Controle 35,17 2441 5,96 18,45 8,03 41,85 49,88 2,70
Inoculado 35,17 2441 12,92+ 11,49 9,24 75,46% 84,70 737 4,67
Arundinoid B Controle 27,85 8228 22,94 59,34 17,61 55,50 73,11 123
Inoculado 27,85 82,28 25,48 56,80 19,12 54,14 73,26 1,29 0,06
Controle 27,85 25,48 11,45 14,03 731 44,26 51,57 3,68
S.spontaneum  CPDau849678# |\ 140 2785 2548 16,93* 8,55 9,15% 41,56 50,71 593 2,26
NG77.042 Controle 27,85 31721 8,51 22,70 7,69 39,68 47,37 2,09
Inoculado 27,85 31721 8,72 22,49 535 32,43 37,78 1,68 041
NG77.120% Controle 27,85 9,34 8,15 1,19 4,98 26,11 31,09 26,13
Inoculado 27,85 9,34 8,33 1,01 8,46%  3426% 42,72 42,30 16,17
Controle 27,85 11,99 734 4,65 4,50 25,15 29,65 6,38
Sacharum sp. Q454164 Inoculado  27.85 1199 1225 ND 798 2858 36,56
Média Controle 21,79 9,11 1431 7.85 33,57 41,42
Tnoculado 21,79 10,52 13,82 8,37 36,38 44,75

# Gendtipos cujos valores de K foram considerados os maiores e ndo a media, para fechar o balanco de massa. Este procedimento foi adotado pois as amostras iniciais eram de
toletes diferentes daqueles plantados nos vasos. ND — ndo foi calculado o balango devido aos dados negativos destes materiais. (Planta inteira = tolete final + raiz + parte aérea) -
tolete inicial = N extraido de outra fonte. Valores médios de 6 repeti¢des. * F teste (p < 0,05).
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O balango de P, em menor magnitude pois este elemento € requerido cerca de 10
vezes menos que N e K em cana, reflete os mesmos dados observados anteriormente (Tabela
14). Novamente o genotipo responsivo a inoculacio, o US76-1319 seguido do 1J76-470,
sendo este segundo um S. arundinaceus. A inoculacdo reduziu o P na parte aérea no genotipo
NG77-122 e o 1J76-470. Saccharum sp. Q45416, embora nao tenha diferido do controle
apresentou o segundo maior valor de efeito inoculante (Tabela 14).

Em média os 12 materiais utilizaram 4,3 mg de P no crescimento sendo que o restante
o solo supriu a demanda das plantas. Como o K, o P também foi alocado na parte aérea das
plantas e a inoculagdo incrementou em 12 % o acumulo de P no sistema (Tabela 14). Como
N. amazonense nao € descrita como uma bactéria que tenha acdo na solubiliza¢do de P,
podemos dizer que a inoculag@o apresentou uma resposta minima no crescimento visto que
as plantas ficaram limitadas pelos outros elementos como N e K (Tabelas 12 e 13).

Interessante notas que alguns genotipos realocaram praticamente todo o P oriundo do
tolete original, como o S. arundinaceus 1J76-470 e o S. officinarum SP791011, o inverso do
S. robustum Arundinoid B (Tabela 14).

A promocgao de crescimento de plantas inoculadas com diferentes estirpes de bactérias
diazotréficas pode ser atribuido a diferentes fatores. Alguns estudos atribuem os aumentos
de produtividade aos efeitos na solubilizacdo de fésforo, zinco, entre outros nutrientes
(CRESPO et al. 2011; GLICK et al., 2012; CASSAN et al. 2014; CHAVES et al. 2015;
BERNABEU et al. 2016). O mais facilmente identificado, especialmente para espécies do
género Azospirillum e outros que se originaram deste, como o Nitrospirillum, é a producio
de auxinas (FUENTES-RAMIREZ et al., 1993; CASSAN et al. 2014).

Avaliando crescimento de raizes de cana-de-agticar pré-germinadas inoculadas com
bactérias diazotrdficas, Santos et al., (2019) observaram que inoculacdo com estirpes
selecionadas de bactérias diazotréficas beneficiou o crescimento inicial e a produgdo de
mudas. Girio et al., (2015) observaram que em mudas pré-brotadas de cana-de-agucar
inoculadas com uma mistura de cinco estirpes de bactérias diazotréficas, incluindo a
BR11145, apresentaram efeito fisioldgico positivo no crescimento inicial das plantas. Eles
também observaram que o inoculante usado ndo aumentou a massa seca nas raizes, porém,
promoveu maior comprimento radicular.

Entre os doze materiais testados apenas o S. officinarum SP791011 foi plantada para
a produc¢do de agucar em escala, sendo muito utilizada no estado de Minas gerais. Entretanto
poucos estudos de inoculacdo a utilizaram por ter sido substituida nos dltimos anos nos
canaviais brasileiros por variedades mais produtivas. Esta variedade foi utilizada no estudo
de inoculacdo usando uma estirpe do género Acinetobacter, estirpe ICB117 isolada desta
mesma planta (KLEINGESINDS, 2010). A inocula¢do aumento o niumero de folhas, massa
de raizes e a assimilagdo médxima liquida de CO,, mas ndo influenciou a altura, massa seca
da parte aérea nem a atividade da nitrato redutase apds 60 dias, prazo inferior ao avaliado
neste trabalho.

33



Tabela 11. Balango de P nos vasos contendo 12 gendtipos de cana inoculados ou ndo com N. amazonense aos 109 DAP.

P do Tolete P mulad Razi
Tolete Tolete mobiliado . Parte acumuiado 4230 Efeito
L. L. . Solo e .. . Raiz . em folhas e PAP/ .
Espécie Gendtipo Inoculacio inicial final para a planta aérea . N inoculante
(PTM) raizes (PAP) PTM
Mg / planta
Miscanth Fiei 10 Controle 13,37 492 0,50 4,42 0,54 3,89 4.43 1,00
Lscantius sp & Inoculado 13,37 4,92 0,37 455 0,60 4,17 4,77 1,05 0,05
] Controle 14,12 2,01 111 0,90 088 2,85 3,73 4,14
S. arundinaceus 1J76-364 Inoculado 14,12 2,01 0,89 1,12 0,51 321 3,72 3,32 0,82
176470 Controle 13,37 9,66 0,61 9,05 0,64 3,65 429 0,47
Inoculado 13,37 9,66 0,71 8,95 0,57 4,48% 5,05 0,56 0,09
. Controle 13,37 9,05 0,63 8,42 0,71 4,58 529 0,63
S. officinarum SP791011 Inoculado 1337 9.05 0.78 827 0.77 457 534 0.65 0,02
Hinahina Controle 14,12 3,68 0,92 2,76 0,93 3,67 4,60 1,67
Inoculado 14,12 3,68 0,87 2,81 0,69 4,59 5.8 1,88 0,21
Controle 13,37 6,32 1,28 5,04 0,54 4,83 537 1,07
8. robustum US76-414 Inoculado 13,37 6,32 1,47 4,85 0,53 6,57 7,10 1,46 0,40
US76.1319 Controle 13,37 335 0,67 2,68 0,83 3,97 4,80 1,79
Inoculado 13,37 335 1,24% 2,11 1,66 6,21% 7,87 3,73 1,94
Arundinoid B Controle 14,12 7,71 3,10 4,61 1,57 6,29 7,86 1,70
Inoculado 14,12 7,71 2,76 4,95 1,62 6,51 8,13 1,64
Controle 14,12 5,16 1,18 3,98 0,98 5,98 6,96 1,75 0,11
S.spontaneum  CPDau 849678 o 45 14,12 5,16 1,71 345 1,39 5,11 6,50 1,88
Controle 14,12 8,48 1,71 6,77 0,75 4,87 5,62 0,83
NG77-042 Inoculado 14,12 8,48 1,37 7,11 0,51 4,20 4,71 0,66 0,17
NG77-122 Controle 14,12 1,64 0,79 0,85 0,53 4,57% 5,10 6,00
Inoculado 14,12 1,64 0,89 0,75 0,69 3,56 45 5,67 0,33
Controle 14,12 315 0,60 2,55 051 4,16 4,67 1,83
Sacharum sp. Q45416 Inoculado 1412 3.5 1.62 153 0.73 429 5.02 3.8 1,45
Médi Controle 543 1,09 434 0,78 4,44 523 191
edia Inoculado 5,43 1,22 420 0,86 4,79 5,65 2,15

*(Planta inteira = tolete final + raiz + parte aérea) - tolete inicial = N extraido de outra fonte. Valores médios de 6 repeticdes. * F teste (p < 0,05).
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Continuando o balang¢o de nutrientes dos 12 genotipos, segue na Tabela 12 o balanco
de célcio (Ca) apds 109 dias de crescimento (Tabela 15). Da mesma forma que o K, o Ca
também apresentou alguns gendtipos com valores negativos onde a quantidade inicial
presente nos toletes foi menor que a remanescente nas plantas ao final dos 109 dias. O calcio
¢ um elemento estrutural e pouco movel no tecido e desta forma permanece nas estruturas
mais velhas em maior quantidade, € o caso dos toletes que s6 utilizaram cerca de 3,93 mg de
Ca durante 109 dias, restando 7,2 mg ainda no tolete remancescente. O restante do Ca foi
adquirido do solo mas em pequenas quantidades, aproximadamente 1,5 mg na media.

Dentro da diversidade de plantas avaliadas, trés genétipos de S. apontaneum
acumularam quantidades superiores a 13,5 mg de Ca na plantas, chegando a 19,12 mg no
US79-1319. Este material vegetal, um S. spontaneum diferencia-se de todos os outros 11
genotipos pelo seu vigor e capacidade extrativa, podendo ser considerada uma planta impar
e com a capacidade regenerativa de ser uma invasora de ambientes especialmente os mais
restritivos (Tabela 15).

Hinahina apresentou um efeito inoculante para Ca, acumulando mais 1,41 mg deste
elemente, isto é 2 vezes mais Ca nas plantas inoculadas em relacdo ao controle (Tabela 15).
Outro gendtipo de interesse € o NG77-122 que chegou a acumular 7,94 mg a mais nas plantas
inocladas.

O balango de magnésio (Mg) mostra que dos 4,7 mg deste elemente utilizados no
crescimento, cerca de 50% permaneceram no tolete remancescente (Tabela 16). Por ser
pouco movel assim como o calcio e utilizado em menor quantidade que este, o solo supriu a
demanda de Mg das plantas. Alguns materiais apresentaram dados menores no inicial devido
ao erro da forma de amostrar as plantas, assim como os outros elementos. O comportamtno
dos gendtipos responsivos a inoculacdo foi similar e da mesma forma Hinahia, US72-1319,
CPDau 849678 e NG77-122 apresentaram efeito inoculante em diferentes magnitudes
(Tabela 13).

De acordo com o crescimento limitado pela falta de N e a clorose desenvolvidas pelos
materiais analisados (Figura 2), o Mg, que é estrutural e essencial para a clorofila, foi
utilizado abaixo da necessidade da planta. Magnésio também € importante para a formagao
de raizes, o que explica que 27,9 % deste elemento foi alocado no sistema radicular. A
inoculacdo aumentou seu aciumulo em 26% em relacdo ao controle mas dos 12 materiais
testados, oito nao responderam a inoculacao.

De uma forma geral neste estudo exploratdrio algumas modifica¢des devem ser feitas
para melhorar a forma de andalise. A primeira € tirar do material propagativo uma amostra
antes do plantio para se medir exatamente na mesma planta o teor inicial dos nutrientes
oriundos da planta mae, o segundo fator € o tempo de crescimento que deve ser superior a
trés meses e utilizar solo adubado com todos os nutrientes sendo o N um tratamento. Assim
o potencial de crescimento serd avaliado e a resposta ao inoculante melhor dimencionada.
Neste estudo, tirando o gendtipo que produziu mais massa com a aplicacio do inoculante, o
US72-1319, o restante tiveram comportamentos similares, onde o inoculante nao
proporcionou uma resposta clara de seu efeito. Como sdo materiais rusticos, que pouco se
conhece sobre a microbiota associada ou mesmo da demanda nutricional, novos
experimentos podem ajudar a entender tanto a resposta positiva do US72-1319 como da
resposta mediana do CPDau 849678, NG77-122 e Hinahina por explo para melhor classificar
0s materiais aqui testados.

Estudos de inoculagdao em genotipos nao melhorados sdo raros ou nulos. A prioridade
sempre € de aplicar a bacteria selecionada em materiais melhorados e em uso nos ambientes
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de produgdo. Entretanto, estudos de genomica descrevem diferentes comunidades
microbianas associadas a estas epsecies do genero Saccharum. Dong et al., (2018) avaliaram
a comunidade de bactérias endofiticas em diferentes gendtipos das espécies de cana aqui
avaliadas e encontraram grande diversidade de sequencias dos genes /6 S rRNA e nifH nas
raizes. Mesmo sem grandes informacdes sobre a origem dos materiais avaliados os autores
separaram grupamentos e baseado no dendrograma de similaridades (UPGMA) que as
comunidades bacterianas do oito variedades de cana-de-agucar e duas cultivares comerciais
diferiram de um trabalho prévio usando outras maneiras de agrupar os resultados, neste caso
com marcadores RFLP (LU et al., 1994), as comunidades bacterianas de S. robustum e S.
spontaneum foram agrupados em dois grupos diferentes. Embora nenhuma avaliacio
microbioldgica tenha sido realizada, os dados de crescimento foram influenciados pela
inoculacdo de uma unica estirpe, mostrando que estes materiais rusticos se beneficiam de
forma diferenciada a aplicacdo de uma nova populacio.

Dentre as espécies do complexo Saccharum (DILLON et al., 2007), S. spontaneum é
uma espécie silvestre com a distribuicdo mais ampla (TAI & MILLER, 2002), e a que
provavelmente apresenta a maior fonte potencial de variacdo genética para lidar com a
producdo de biomassa em ambientes hostis (AITKEN & MCNEIL, 2010). Esta variabilidade
genética confere a planta grande adaptabilidade, fato este que pode explicar que a resposta
de crescimento nesta fase inicial de 109 dias foi melhor representada pelos genétipos deste
género, especialmente pelo US72-1316, CPDau 849678 e NG77-122.

Notoriamente das espécies avaliadas neste estudo, o S. spontaneum tem o maior
potencial para inserir variabilidade genética entre as espécies intimamente relacionadas a
cana-de-acucar sendo normalmente utilizada nos cruzamentos varietais (da SILVA et al.
2018). A cana chamada de “brava” (S. spontaneum) é uma graminea que apresenta alta teor
de fibra e de carbonohidratos e tem uma melhor tolerancia a seca do que S. officinarum
(AMALRAIJ et al. 2008; CHANDEL et al. 2011). Portanto, a cana brava pode ser usada em
programas de melhoramento de cana-de-acucar para desenvolver tolerdncia a seca
(MUNAWARTI et al. 2014). Estes resultados da parte do vegetal, podem explicar pelo
menos em parte a resposta de crescimento da planta. Mas ndo explica a resposta da aplicagdo
da estirpe Na-BR 11145 no US72-1319. Mas pode representar uma importante descoberta no
que se refere a inoculacdo devido a magnitude da resposta observada no ganho de massa
(Tabela 4). Como sdo materiais selvagens, um estudo mais aprofundado deve ser feito para
confirmar as observagdes descritas nesta dissertagao.
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Tabela 12. Balango de Ca nos vasos contendo 12 genétipos de cana inoculados ou ndo com N. amazonense aos 109 DAP.

Ca do Tolete acunfl?lado Razao
Tolete Tolete mobiliado . Parte Efeito
L. P . Solo e .. . Raiz . em folhas e CaAP/ .
Espécie Genétipo Inoculacio inicial final para a planta aérea . inoculante
(CaTM) raizes CaTM
(CaAP)
mg
Miscanthus sp Figi 10 Controle 53440 11,74 327 8.47 1,44 4,65 6,09 0,72
Inoculado 53440 11,74 2,30 9,44 1,38 5,00 6,39 0,68 0,04
. Controle 534,40 6,78 3,78 3,00 1,13 424 537 1,79
S.arundinaceus  1176-364 Inoculado 53440 678 328 3.50 127 3.13 440 126 0,53
176 470 Controle 53440 16,07 2,44 13,63 1,56 4,72 6,28 0,46
Inoculado 534,40 16,07 3.45% 12,62 1,49 4,16 5,65 0,45 20,01
. Controle 53440 22,28 2,85 19,43 1,79% 6,33 8,12 0,42
S. officinarum SP791011 Inoculado 534,40 22,28 343 18,85 1,63 5,98 7,61 0,40 20,01
Hinahina Controle 534,40 6,36 2,53 3,83 1,78 3,53 531 1,39
Inoculado 534,40 6,36 4,05 231 1,62 4,84 6,46 2,80 1,41
Controle 53440 1838 4.47 13,91 1,30 6,28 7,58 0,54
8. robustum US76-414 Inoculado 534,40 18,38 4,58 13,80 1,14 8,30 9,44 0,68 0,14
US76.1319 Controle 53440 16,90 4,58 12,32 232 534 7,66 0,62
Inoculado 53440 16,90 5,06 11,84 4,61 14,51% 19,12 1,61 0,99
Arundinoid B Controle 534,40 6,78 529 1,49 3,70 13,26% 16,96 11,38
Inoculado 534,40 6,78 5,20 1,58 4,16 9,33 13,49 8,54 2,54
Controle 534,40 721 5,72 1,49 2,76 13,67* 16,43 11,03
S. spontaneum  CPDau849678 [/ 140 53440 721 7,08 0,13 3,89 8,32 12,21 93,92 82,90
NG77-042 Controle 534,40 432 2,52 1,80 1,99 7,16 9,15 5,08
Inoculado 534,40 432 2,65 1,67 1,27 5,20 6,47 3,87 121
NG77.122 Controle 534,40 2,71 4,75% 2,04 1,10 4,76 5,86 287
Inoculado 534,40 2,71 1,46 1,25 1,29 5,05 6,34 507 7,94
Sacharum sp. Q45416 Controle 534,40 14,50 4,69 9,81 1.23 6,37 7,60 0,77
Inoculado 53440 14,50 5,19 931 1,57 4,65 6,22 0,67 0,11
Média Controle 53440 11,17 391 726 1,84 6,69 8,53 2,61
Inoculado 53440 11,17 3,98 7,19 2,11 6,54 8,65 10,00

# Genotipos cujos valores de Ca foram considerados os maiores e ndo a media, para fechar o balango de massa. Este procedimento foi adotado pois as amostras iniciais eram de
toletes diferentes daqueles plantados nos vasos. (Planta inteira = tolete final + raiz + parte aérea) - tolete inicial = N extraido de outra fonte. Valores médios de 6 repeticdes. * F
teste (p < 0,05).
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Tabela 16. Balango de Mg nos vasos contendo 12 gen6tipos de cana inoculados ou ndo com N. amazonense aos 109 DAP.

Mg do Tolete acunl\:lliglado Razao
Tolete Tolete mobiliado . Parte Efeito
- Lo ~ Solo .. . Raiz P em folhas e MgAP/ .
Espécie Genétipo Inoculacio inicial final para a planta aérea . inoculante
(MgTM) raizes MgTM
(MgAP)
mg
Miscanthus sp Figi 10 Controle 112,44 12,55 2,77 9,78 1,65 4,35 6,00 0,61
Inoculado 112,44 12,55 1,71 10,84 1,75 4,31 6,06 0,56 -0,05
1176-3644 Controle 112,44 3,06 2,91 0,15 0,97 3,80 4,77 31,80
Inoculado 112,44 3,06 1,88 1,18 0,61 3,89 4,50 3,81 -21,99
S. arundinaceus 1176 470 Controle 112,44 7,34 1,73 5,61 1,57 5,53 7,10 1,27
: Inoculado 112,44 7,34 2,09 5,25 1,34 4,86 6,20 1,18 -0,08
SP791011 Controle 112,44 11,91 1,70 10,21 1,56 6,25 7,81 0,76
Inoculado 112,44 11,91 2,08 9,83 1,59 6,22 7,81 0,79 0,03
S. officinarum Hinahina Controle 112,44 4,47 1,56 2,91 1,84 3,80 5,64 1,94
) Inoculado 112,44 4,47 3,33 1,14 1,36 5,63* 6,99 6,13 4,19
UST76-414 Controle 112,44 13,97 3,24 10,73 1,57 6,04 7,61 0,71
Inoculado 112,44 13,97 3,05 10,92 1,25 8,35 9,60 0,88 0,17
US76-1319 Controle 112,44 9,66 2,57 7,09 1,80 4,69 6,49 0,92
Inoculado 112,44 9,66 2,49 7,17 4,33 16,89* 21,22 2,96 2,04
S. robustum Arundinoid B Controle 112,44 8,37 3,55 4,82 2,56 8,34 10,90 2,26
' Inoculado 112,44 8,37 3,41 4,96 2,51 7,68 10,19 2,05 -0,21
Controle 112,44 4,29 3,56 0,73 2,14 8,01 10,15 13,90
CPDau 849678 Inoculado 112,44 4,29 4,09 0,20 2,32 6,50 8,82 44,10 30,20
NG77-042 Controle 112,44 3,17 1,82 1,35 1,53 5,20 6,73 4,99
Inoculado 112,44 3,17 1,78 1,39 1,03 5,01 6,04 4,35 -0,64
Controle 112,44 2,01 3,74% -1,73 1,08 5,20% 6,28 -3,63
S. spontaneum NG77-122# Inoculado 112,44 2,01 0,82 1,19 1,29 3,26 4,55 3,82 7.45
Controle 112,44 5,26 1,77 3,49 1,00 4,71 5,71 1,64
Sacharum sp. Q43416 Inoculado 112,44 526 1,98 3,28 115 436 551 1,68 0,04
Média Controle 112,44 7,17 2,58 4,60 1,61 5,49 7,10 4,76
Inoculado 112,44 7,17 2,39 4,78 1,71 6,41 8,12 6,03

# Genotipos cujos valores de Mg foram considerados os maiores e ndo a media, para fechar o balango de massa. Este procedimento foi adotado pois as amostras iniciais eram de
toletes diferentes daqueles plantados nos vasos. (Planta inteira = tolete final + raiz + parte aérea) - tolete inicial = N extraido de outra fonte. Valores médios de 6 repeticdes. * F
teste (p < 0,05).
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Finalizando os estudos de crescimento dos 12 gendtipos foi usada a marcagdo natural
de 4tomos de >N em excesso nas amostras de tecido tanto no tolete inicial como nas diferentes
partes ao final do crescimento das plantas. O paing¢o (Panicum miliaceum) foi usado como valor
de referéncia do método, usado como testemunha ndo fixadora. Estes dados em teoria poderiam
estimar se a inoculacao promoveu alguma dilui¢do significativa do N acumulado nas plantas e
neste caso seria oriundo do ar. Como observamos na Tabela 17, a variabilidade de marcacdes
foi bastante alta, e ao contrario do que se esperava, alguns materiais ficaram com valores altos
de delta 1N, especialmente no experimento 2 e na parte aérea (Tabela 17).

Mesmo refazendo as anélises, o material usado para moagem foi todo passado ao mesmo
tempo no moinho de rolo, ndo havendo forma de analisar uma outra amostra. Os valores acima
de 20 deltas, nao podem ser explicados e, portanto, inviabilizaram a andlise de contribui¢do da
FBN nos 12 materiais testados. Nos gen6tipos plantados no experimento 1, com valores dentro
do esperado, nao foi observada nenhuma diluicdo advinda da entrada do N atmosférico,
portanto, podemos dizer que a aplicagdo do inoculante ndo foi eficiente para contribuir com N
advindo da FBN nestes materiais rusticos e durante os primeiros 109 dias.

Com base nestes resultados, este estudo inicial de avaliagdo da inoculac¢do dos genétipos
de cana oriundos de espécies diferentes e ndo melhoradas como as variedades de cana no
mercado, sdo fontes interessante que precisam ser testadas em ensaios de maior duragdo, usando
solo corrigido para que o potencial da contribuicdo seja do efeito promotor ou da FBN sejam
elucidados.

Tabela 13. Valores de delta SN dos 12 genétipos de cana inoculados ou nio com N.
amazonense aos 109 DAP e a marcacdo do solo usado nos dois experimentos e valor de
referéncia da planta ndo fixadora (Pain¢o).

Inoculacio Tolete Tolete Raiz Parte
Espécie Gendétipo ¢ inicial final aérea
Delta 15N

. . . Controle 9,46 8,59 10,33 7,95
Miscanthus sp Figi 10 Inoculado 9.46 9.14 10.60 7.99
) Controle 6.74 6.11 1232 21.85

S. arundinaceus 1776-364 Inoculado 6.74 7.34 12.49 16,35
Controle 9,46 5,46 10,33 7,44

1176 470 Inoculado 9.46 6.97 8.15 8.51

y Controle 15.96 9.56 10,84 9.41]

S. officinarum SP791011 Inoculado 15.96 8.28 9.30 9.53
— Controle 7.88 6.50 12.98 25.79
tnaft Tnoculado 7,88 9,00 13,93 28,94

Controle 11,44 7,68 9,07 8,00

S. robustum US76-414 Inoculado 11.44 8.89 8.87 9.19
Controle 17,58 7,77 9,40 7,58

US76-1319 Inoculado 17.58 8.80 10,81 9.22
Arundinoid B Controle 7,07 6,29 15,80 23,22

Inoculado 7.07 5.79 14.67 25.41

Controle 6.95 10,91 1474 37.85

S. spontaneum  CPDau 849678 ' . 40 6.95 11.36 1286 2861
Controle 5,93 9,74 14,29 25,86
NG77-042 Inoculado 5,93 9,18 15,32 31,44

Controle 16,05 10,12 1502 3248

NG77-122# Inoculado 16.05 11.60 1472 32.58
Controle 6.76 9.88 17.68 42,40

Sacharum sp. Q45416 Inoculado 6.76 9.93 1496 3092
Médi Controle 10,11 8,22 12,73 20,82

edia Tnoculado 10,11 8,86 12,22 19,89

Continua...
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Continuacio da Tabela 17.

Valores delta °N
Solo 10,6
Planta referéncia - Painco
Raiz 2,58
Parte aérea 3,02

Valores médios de quatro repeti¢des.
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5. CONCLUSOES

Dos 12 genétipos inoculados com Nitrospirillum amazonense estirpe BR 11145, apenas
o gendtipo US79-1316, pertencente a espécie Saccharum spontaneum, aumenta o ganho da
massa e acimulo de nutrientes nas plantas inoculadas em relacdo ao controle. Este gendtipo
quando inoculado cresceu 2,1 vezes mais que o segundo gendtipo no ranking dos materiais
avaliados em relac@o ao ganho de massa, o Arundinoid B inoculado. Este maior ganho de massa
seca da parte aérea reflete no maior acimulo de nutrientes.

O crescimento das plantas durante 109 dias em substrato pobre em nutrientes,
especialmente nitrogénio (0,02%), limitou o crescimento da maioria das plantas.

Nao hd evidéncias da contribuicio da fixacdo bioldgica de nitrogénio nos 12 materiais
avaliados.

A promocao de crescimento, que pode atuar na fase de desenvolvimento inicial destas
plantas, ndo foi evidenciada na maioria dos gendtipos testados, com resposta positiva apenas
no ganho de massa da parte aérea e raizes do S. spontaneum UD76-1319 e na massa seca de
raizes dos genétipos NG77-122 e de Miscanthus genétipo Fiji 10.
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