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EFICIENCIA AGRONOMICA DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS NA CULTURA
DA CANA-DE-AGUCAR (Saccharum spp.)

RESUMO - A crescente demanda mundial por combustiveis menos poluentes
tem dado destaque ao Brasil. O governo brasileiro langou programas que estimulam
uma agricultura sustentavel, os quais contemplam a fixagéo biolégica de nitrogénio,
que pode substituir total ou parcialmente a adubac&o nitrogenada. Além disso,
visando maior eficiéncia, tém surgido pesquisas sugerindo novos sistemas de
plantio, como o de mudas pré-brotadas (MPB). Nesse sentido, o estudo teve como
objetivo avaliar: (i) os efeitos da inoculagdo de bactérias diazotréficas sobre a
formacdo de MPB de cana-de-agucar, oriundas de gemas individualizadas; e (ii) o
crescimento inicial destas mudas, associadas a aplicacdo de nitrogénio, cultivadas
em solo de baixa fertilidade. Foram conduzidos dois experimentos, um em casa de
vegetacado, com duracao de 50 dias e outro em vasos a campo, com duragao de 180
dias. Em ambos os experimentos, o delineamento foi em blocos casualizados, sendo
o primeiro com tratamentos arranjados em esquema fatorial 2 x 3 (com e sem
inoculante e trés quantidades de reserva das gemas) e o segundo em fatorial 2 x 2 x
4 (com e sem inoculante, com e sem nitrogénio, avaliados em quatro épocas: aos
45, 90, 135 e 180 dias). O inoculante teve efeito sobre a fase inicial e pode reduzir o
tempo de viveiro para produgdo de mudas pré-brotadas. Em solo de baixa
fertilidade, o inoculante promoveu ganhos na parte aérea quando associado a doses
de N. No sistema radicular ndo trouxe ganhos na produ¢ao de matéria seca, mas
promoveu alteragdes na arquitetura radicular, proporcionando maior comprimento
das raizes. A inoculagao favoreceu incrementos na eficiéncia da utilizacdo do
fertilizante nitrogenado na parte aérea da planta, possivelmente pelas alteracées na
arquitetura radicular. O inoculante apresentou efeito promotor de crescimento em
plantas.

Palavras-chave: adubagao nitrogenada, bactérias promotoras de crescimento em
plantas (BPCP), fixagéo bioldgica de nitrogénio (FBN), mudas pré-brotadas (MPB)
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AGRONOMIC EFFICIENCY OF DIAZOTROPHIC BACTERIA ON SUGARCANE

(Saccharum spp.)

ABSTRACT - The growing global demand for cleaner fuels has given
prominence to Brazil. The Brazilian government has launched programs that
encourage sustainable agriculture, which include biological nitrogen fixation, which
may totally or partially replace nitrogen fertilization. Moreover, aiming at greater
efficiency, have emerged suggesting new research tillage systems, such as pre-
sprouted seedlings (MPB). This study is aimed at evaluating: i) the effects of
diazotrophic bacteria inoculation on the formation of sugarcane pre-sprouted
seedlings (MPB), originating from individual buds; and (ii) the association of nitrogen
application with the initial growth of these seedlings in low fertility soils. The first
experiment was conducted in a greenhouse for a duration of 50 days. The second
included pots in the field for a duration of 180 days. In both experiments, the design
utilized randomized blocks; the first with treatments arranged in a 2 x 3 factorial
design (with and without inoculation and three quantities of bud reserve) and the
second in 2 x 2 x 4 factorial (with and without inoculation, with and without nitrogen
evaluated in four seasons: at 45, 90, 135 and 180 days). The inoculant had an effect
on the initial phase and reduced the time to produce pre-sprouted seedlings in the
greenhouse. In low fertility soil, the inoculant promoted gains in shoot when
associated with N doses. There were no gains in root dry matter production in
inoculated soils, however, changes were noted in root architecture, with greater
growth in root length. The inoculant revealed a positive effect on plant growth.

Keywords: nitrogen fertilizer, plant growth promoting bacteria (PGPB), biological
nitrogen fixation (BNF), pré-sprouted seedlings (MPB)



1. INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar (FAO, 2014) com uma
area cultivada estimada em 9,1 milhdes de hectares para safra 2014/2015, sendo o
estado de Sdo Paulo o maior produtor, com area correspondente a 51,7% desse
total (CONAB, 2014).

A crescente demanda global por combustiveis menos poluentes tem
proporcionado ao etanol brasileiro destaque mundial nos ultimos anos. Planos que
incentivam uma agricultura de baixo impacto foram langados no Brasil, como o da
Agricultura de Baixo Carbono (ABC), que inclui a fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN) nesse plano estratégico (BRASIL, 2012).

Ha evidéncias de que uso de biofertilizante a base de bactérias diazotroficas
possa substituir, total ou parcialmente, o uso de fertilizante nitrogenado. Estudos
indicam que a inoculagdo de bactérias diazotroficas n&do substitui a adubagao
nitrogenada, mas favorece a absorc¢ao e utilizagao do N disponivel no solo na cultura
do trigo (SAUBIDET et al., 2002). Aumentar a eficiéncia do uso de N ainda é um
desafio, e o inoculante a base de bactérias diazotroficas pode ser uma alternativa
eficaz (SCHULTZ et al., 2012)

Assim, como na adubacéao nitrogenada, as respostas a inoculagdo dependem
da variedade adotada (SCHULTZ et al. 2012; URQUIAGA et al., 2012; PEREIRA et
al., 2013) e costumam ser mais frequentes em solos de média e baixa fertilidade
(GOSAL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006).

Segundo Pedraza (2008), além da contribuicdo da FBN em cana-de-agucar, a
associagao com bactérias diazotroficas possivelmente reduza o uso de fertilizantes
por beneficiar as plantas de diversas formas, tais como: solubilizacdo de fosfatos e
zinco (SARAVANAN et al., 2007; ESTRADA et al., 2013), produgao de sideroforos e
de reguladores de crescimento como auxinas, giberilinas e citocininas (LIN et al.,
2012; SANTI et al.. 2013).



Recentemente foi desenvolvida uma tecnologia promissora que sugere um
novo e mais eficiente conceito em plantio de cana-de-agucar no Brasil, substituindo
o plantio de colmos pela planta ja formada, chamado de mudas pré-brotadas
(LANDELI et al., 2012). Por ter ser criado ha pouco tempo, ainda é escasso qualquer
tipo de trabalho com esta nova tecnologia e pouco se sabe sobre o comportamento

destas mudas quando submetidas a inoculagdo com bactérias diazotroficas.

Para quantificar modificacbes no crescimento de plantas, um método
pertinente, muito utilizado em cana-de-agucar para verificar o efeito de adubagdes e
tratos culturais, € o da analise de crescimento (GAVA et al., 2001). Este método
descreve as condicbes morfofisiolégicas da planta em intervalos de tempo entre
duas amostragens consecutivas (MAGALHAES, 1979), permitindo o
acompanhamento da dindmica do acumulo de fitomassa e do crescimento através
de medidas lineares (altura, didmetro, comprimento de raiz), de superficie (area

foliar) e indices fisioldgicos.

Este estudo teve como objetivo avaliar: (i) os efeitos da inoculagao de
bactérias diazotroficas sobre a formagao de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-
agucar, oriundas de gemas individualizadas; e (ii) o crescimento, acumulo total de
nutrientes e utilizacdo do nitrogénio por estas mudas, adubadas com fertilizante

marcado com "°N, cultivadas em solo de baixa fertilidade.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultivo da Cana-de-agucar no Brasil e Novos Sistemas de Plantio

As primeiras mudas de cana-de-agucar chegaram ao Brasil por volta de 1502.
Porém somente em 1532 é que o cultivo comercial teve inicio de fato com a
introdugcédo de variedades trazidas da llha da Madeira por Martim Afonso de Souza
(FIGUEIREDO, 2008). Desde entdo a cultura foi difundida pelo Brasil e tem

aumentado sua producgao consideravelmente até os dias atuais, por razées que vao



desde o aumento das areas plantadas até a introducao de tecnologias como: adogéo
de variedades melhoradas; alocagdao das variedades em solos adequados; uso de
fertilizantes e defensivos; uso de agricultura de preciséo, entre outros. Porém, tem-

se visto pouca evolugao quando se diz respeito ao plantio.

Desde a chegada das primeiras mudas ao Brasil, a forma como a cana-de-
acgucar é plantada quase ndo mudou. Chamado de sistema convencional, o sulco é
aberto e os colmos sdo plantados (GOMES, 2014). Apenas nos ultimos anos houve
o surgimento de estudos especificos a fim de desenvolver novas formas de plantio,

etapa primordial para estabelecimento da cultura.

Em busca de maior rendimento, algumas usinas sucroalcooleiras tém adotado
o plantio mecanizado como operagao padrao, porém, como desvantagem, ocorre um
maior consumo de mudas por hectare devido, principalmente, aos danos mecanicos
causados nas gemas (RIPOLI et al, 2006). No plantio convencional
(semimecanizado), para se implantar um hectare sao utilizados em torno de 12 t de
mudas, enquanto no sistema mecanizado, em torno de 16-20 t (PROENCA et al.
2009; LANDELL et al., 2012). Nesse sentido, empresas e instituicbes de pesquisa
tém sugerido novas tecnologias para o plantio, de forma que sejam mais
sustentaveis como: minirrebolos, visando um maior rendimento e distribuigao
uniforme das unidades propagativas; a Inovacado Sustentavel de Produgao de Mudas
de Cana-de-agucar (ISPM), visando a retirada apenas das gemas em forma de
lascas, através de um alicate extrator, permitindo que a cana continue no campo
vegetando (GALAZZINI, 2013); e o sistema de multiplicagdo de mudas pré-brotadas
(MPB), visando levar a muda pronta para o campo (LANDELL et al., 2012).

A ISPM é baseada na “Sustainable Sugarcane Initiative (SSI)”, técnica indiana
a qual retira apenas as gemas ou “bud chips” com um equipamento extrator para
producado de mudas (LOGANANDHAN et al., 2013) e tem se mostrado uma técnica
viavel e econdmica para material vegetativo, podendo reduzir custos de produgao
(JAIN et al., 2010).

O MPB foi desenvolvido pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC)

recentemente e este sistema pode reduzir para 2 t a massa de mudas necessarias



para implantacdo de um hectare. Este sistema também permite maior taxa de
multiplicagédo, sanidade de mudas, uniformidade no plantio e a possibilidade de levar
para o campo um menor volume de material permitindo que maquinas de menor
porte fagam o plantio (LANDELL et al.,2012).

2.2. Importancia do N em Cana-de-agucar e as Contradigoes

O nitrogénio € um dos elementos minerais mais exigido pelas plantas e que
mais limita seu crescimento. Além disso, o N constitui, em média, 1% da matéria
seca da cana-de-agucar (CARNEIRO; TRIVELIN; VICTORIA, 1995) e tem papel
importante na sua nutricdo e fisiologia, pois € constituinte dos aminoacidos,
proteinas, clorofila, enzimas, acidos nucléicos, membranas, fitormbnios e
metabdlitos secundarios (HAWKESFORD et al., 2012; SOUZA; FERNANDES, 2006;
MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997).

Segundo Korndorfer e Martins (1992), o fertilizante nitrogenado costuma
trazer ganhos na produgédo de colmos, porém com maior teor de umidade e menor
acumulo de sacarose. Isto ocorre porque a assimilacdo de nitrogénio € estritamente
relacionada ao metabolismo de carboidratos, provocando acentuada diminuigao nos
teores de agucares do colmo (SILVEIRA, 1985). O N também pode favorecer a
brotacdo e perfilhamento (CASAGRANDE, 1991), maior acumulo de biomassa tanto
na parte aérea, quanto no sistema radicular (OTTO et al., 2009) e costuma ser o
maior responsavel pelo crescimento radicular (LYNCH; MARSCHNER; RANGEL,
2012) .

A cana-planta pode acumular, na parte aérea, de 180 a 250 kg ha'de N e, em
alguns casos, como de cana irrigada, pode variar de 90 a 260 kg ha' de N
(ORLANDO FILHO ZAMBELLO JUNIOR, 1980; OLIVEIRA et al., 2011). Para
producdo de 100 t colmos ha™ sdo exportados de 70 a 110 kg ha™ de N variando de
acordo com o tipo de solo, variedade, condigcdes edafoclimaticas, entre outros. Isso

mostra que as necessidades de N pela cultura sédo altas, superadas apenas pelas



exigéncias de K entre os elementos minerais (CANTARELLA; TRIVELIN; VITTI,
2007).

Cada variedade pode apresentar respostas diferentes quanto a eficiéncia do
nitrogénio proveniente do fertilizante (N-fertilizante). A participagcdo do N-fertilizante
raramente supera 40% (TRIVELIN; RODRIGUES; VICTORIA,1996), mas, em alguns
casos, em condigdes muito favoraveis (distribuicio homogénea do fertilizante e
chuva na quantidade ideal logo apds aplicagdo) pode chegar 60% (OLIVEIRA et al.,
2000). O restante do N extraido pode ser proveniente de matéria organica, absorgéo
de amoénia da atmosfera, fixacado biolégica de N atmosférico, entre outros (TRIVELIN,
2000; AMBROSANO et al., 2005).

O uso de fertilizantes para a produgéao de cana-de-agucar com a finalidade de
producao de etanol (energia) € uma questao polémica e contraditoria. Isto porque os
fertilizantes s&o insumos caros, considerados valiosos e devem ter seu uso
priorizado para produgao de alimentos (ROSSETTO et al., 2010). Além disso, 0 uso
de fertilizantes nitrogenados tem alto consumo energético para sua producgéo, geram
emissdes de gases de efeito estufa (ROSSETTO et al. 2010) e costumam ter baixa
contribuigdo em relacao ao nitrogénio total absorvido na planta (VITTI et al., 2008), o

que diminui as vantagens ambientais dos biocombustiveis.

A falta de resposta da cana-planta a adubacgao nitrogenada pode ser atribuida
a possivel fixagcao biolégica do nitrogénio atmosférico; ao vigor do sistema radicular
da cana-planta comparada ao da cana-soca; ao estoque de nitrogénio no colmo-
semente; as condigdes climaticas; a melhoria da fertilidade do solo, apds a reforma
dos canaviais, associada a calagem, ao preparo mecanico e a incorporagado de
restos da cultura antecessora (CAMPBELL, 2007; SARTORI, 2010). A auséncia de
resposta também pode ser atribuida ao fato de que nem todo nitrogénio aplicado
como fertilizante é utilizado pelas culturas, podendo permanecer no solo, ser perdido
por lixiviagdo para aguas subterraneas ou por volatilizagdo para a atmosfera
(FRANCO et. al., 2008, MUCHOVEJ; NEWMAN, 2004).



2.3. Fixagao Bioldgica de Nitrogénio em Cana-de-agucar

Apesar de 78% da atmosfera da Terra ser composta por nitrogénio, muitas
vezes este elemento pode ser o fator limitante no crescimento das plantas (LEE;
BRESSAN, 2005). Isto ocorre porque o nitrogénio ocorre na forma de Ny, inacessivel
para as plantas, mas acessivel aos organismos procariotos especialmente
adaptados (DALTON; KRAMER, 2006). Para o nitrogénio ser incorporado por
organismos vivos, deve primeiro ser convertido em nitrato ou aménia, processos que
nao podem ser realizados pelas plantas na auséncia de bactérias endossimbidticas
(DALTON; KRAMER, 2006; BHATTACHARJEE; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2008).
A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) € o processo pela qual o N, € reduzido por
um grupo especializado de organismos procariotos chamados diaozotréficos
(CHANWAY; ANAND; YANG, 2014).

As primeiras pesquisas realizadas com bactérias fixadoras de nitrogénio em
gramineas aconteceram na década de 50, pelos pesquisadores Johanna Ddbereiner
e Alaide Ruschel, com o isolamento da bactéria Beijerinckia fluminensis da rizosfera
de cana-de-agtcar (DOBEREINER; RUSCHEL, 1958). Desde entdo, foram
realizadas importantes descobertas com fixacdo biolégica em néo leguminosas, o
que tornou o Brasil referéncia mundial neste assunto (BODDEY, URQUIAGA;
DOBEREINER, 1991). Em consequéncia dos anos de pesquisas e conhecimento
acumulado, a Embrapa Agrobiologia desenvolveu um inoculante que possibilita
promover o crescimento de plantas de cana-de-agucar. Este € composto por um
coquetel de cinco bacterianas diazotréficas: Herbaspirillum seropedicae (BR11335),
Herbaspirillum  rubrisubalbicans (BR11504), Gluconacetobacter diazotrophicus
(BR11281T), Burkholderia tropica (BR11366T) e Azospirilum amazonense
(BR11145) (REIS; PEREIRA; HIPOLITO, 2009; REIS; BALDANI; URQUIAGA, 2009)

Apesar de ainda ser um assunto controverso, acredita-se que a FBN em
cana-de-acgucar ocorra no Brasil pela producédo de colmos ser elevada e a adubacao
nitrogenada ser relativamente baixa (BODDEY, URQUIAGA; DOBEREINER, 1991;
VITTI et al., 2008; ROSSETTO et al.; 2010). A cana acumula entre 100 e 200 kg ha™

de N por ano, enquanto pela fertilizacdo nitrogenada geralmente ha um acumulo de



60 e 120 kg ha' de N para cana-planta e cana-soca, respectivamente (OHYAMA et
al, 2014; BODDEY, URQUIAGA; DOBEREINER, 1991). De acordo com Azeredo et
al. (1986), que analisou 135 estudos realizados nas principais areas canavieiras do

Brasil, apenas 19% dos experimentos apresentaram respostas a adubagao com N.

Outra evidéncia de que ocorra a FBN no Brasil se deve a possibilidade de
areas com longo periodo de cultivo, com pouca ou nenhuma aplicagao de fertilizante
nitrogenado, sem que haja diminuigdo tanto da produtividade, quanto das reservas
de N do solo (BODDEY, URQUIAGA; DOBEREINER, 1991; BODDEY et al., 2003).

Fora do Brasil, evidéncias da ocorréncia de FBN em cana também foram
observadas por pesquisadores no México e na india. No México, em condigbes de
casa de vegetacdo (MUNOZ-ROJAS; CABALLERO-MELLADO, 2003) e na india, em
condi¢gbes tanto de casa de vegetagado, quanto de campo (MUTHUKUMARASAMY
et al., 2005; GOSAL et al. 2012).

Em paises como Africa do Sul e Australia, diversos estudos tém demonstrado
que a fixagao biolégica de nitrogénio parece nao ocorrer ou ser pouco evidente
(BIGGS et al.,2000; HOEFSLOOT et., 2005; BIGGS et al., 2002), mais uma vez
levantando a questdo de que ha muito a ser esclarecido no que diz respeito a FBN

em cana-de-agucar.

2.4. Efeito Promotor de Crescimento em Plantas

As bactérias diazotréficas podem promover o crescimento em plantas de
cana-de-agucar por sintetizar fitormdnios e sideréforos; solubilizar fosfatos e Zn e até
por inibir o progresso de doengas (PEDRAZA et al., 2008 BEVIVINO et al., 1998)

As auxinas estdo envolvidas na iniciacdo radicular e elongagao celular e séo
comumente produzidos por bactérias promotoras de crescimento (VESSEY, 2003;
MIRZA et al., 2001). Com menor frequéncia, também foram identificadas algumas

espécies capazes de produzir citocininas e giberilinas,responsaveis pela divisédo e



extensdo celular, respectivamente (VESSEY, 2003; GUITIERREZ-MANERO et al.,
2001; LIN et al., 2012) .

A solubilizacado de fosfatos € uma interessante contribuicédo, pois o fésforo €,
depois do N, um dos nutrientes que mais limitam o crescimento das plantas. Apesar
de possuir grandes reservas no solo, ele esta na forma indisponivel as plantas,
sendo que e a solubilizacdo pode melhorar esta condigdo. O mesmo pode acontecer
com o Zn (SARAVANAN et al., 2007; ESTRADA; 2013).

O Fe é um nutriente essencial as plantas e costuma ser encontrado no solo
em forma na Fe**, porém as raizes das plantas preferem absorver a forma reduzida
(Fe?*). Algumas bactérias rizosféricas tém a capacidade de sintetizar sideroforos,
que transformam o Fe®" para a forma assimilavel pela planta (VESSEY, 2003;
SANTI, 2013).

Além do mencionado, outra forma que as bactérias podem promover ganhos
no crescimento das plantas €, de maneira indireta, através da supressao de doencas
(BEVIVINO et al.; 1998) podendo ser através da produgdo de enzimas ou indugao
de resisténcia sistémica (GLICK; PENROSE; MA, 2001).

2.5. Interferentes na Relagao Planta-Bactéria

O sucesso da inoculagao, que permite as bactérias diazotréficas promover a
fixacdo de nitrogénio e/ou crescimento de plantas, depende de diversos fatores,
desde caracteristicas inerentes a planta até o ambiente em si. A agua €, certamente,
o fator mais importante, pois € fundamental para ocorréncia de todos os processos
biol6gicos (BODEY et al., 2003).

Diversos autores relataram que a resposta a inoculacdo esta intimamente
relacionada a variedade utilizada ((SCHULTZ et al. 2012; URQUIAGA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2013; MUNOZ-ROJAS; CABALLERO-MELLADO, 2003; OLIVEIRA
et al.,, 2003). Pereira et al. (2013). Estudando diversas variedades de cana-de-

acucar a campo e estirpes bacterianas, observaram que as respostas promovidas



sdo variaveis para as estirpes e variedades, sugerindo que ha uma interagcao entre
eles. Ja Mufioz-Rojas e Caballero-Mellado (2003) estudaram o efeito de estirpes
bacterianas em diversas variedades em vasos e também observaram que a resposta

a inoculacéo depende da interagao entre a variedade e a estirpe.

Assim como a adubacgao nitrogenada, respostas a inoculagao parecem ser
mais frequentes em solos de média e baixa fertilidade (OLIVEIRA et al., 2005;
GOSAL et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2006). Oliveira et al. (2003) estudaram o
comportamento de duas variedades sob inoculagdo de um coquetel de bactérias em
trés tipos de solo. Os autores verificaram que a variedade SP701143 apresentou
ligeiro aumento de produtividade para solos de média e baixa fertilidade, enquanto a

variedade SP813250 apresentou decréscimos nos trés tipos de solo estudados.

Alguns estudos apontam que a fertilizagdo nitrogenada pode interferir na FBN
por reduzir a populacado das bactérias diazotroficas encontradas nas variedades de
cana-de-agucar (FUENTES-RAMIREZ et al.,, 1999; MUTHUKUMARASAMY et al.,
1999; REIS JUNIOR et al., 2000). A hipotese foi levantada por Caballero-Mellado
(1995) ao constatar que a diversidade genética destas bactérias € menor no México
em relagdo ao Brasil devido as doses aplicadas naquela regido serem maiores do

que aqui, porém, este ainda € um assunto pouco esclarecido.

2.6. Analise de Crescimento em Cana-de-agucar

O crescimento vegetal refere-se ao aumento do volume de célula ou
expansao celular, ou seja, mudancas quantitativas que sao irreversiveis (TAIZ;
ZEIGER, 2010), tais como: massa, tamanho ou volume. Ja a andlise de crescimento
consiste na medida sequencial do acumulo de matéria organica na planta, levando-
se em consideragcao a producao de matéria seca e as condicdes morfoldgicas da
planta em diferentes intervalos de tempo, permitindo avaliar o crescimento final da
planta como um todo e a contribuigdo dos diversos 6érgaos no crescimento total.
(MAGALHAES, 1985). O método é fundamentado, principalmente, na constatacio

de que a maior parte da matéria seca acumulada pelas plantas durante seu
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crescimento (cerca de 90%) é resultado da atividade fotossintética (BENINCASA,
2003).

O crescimento vegetal pode ser estimado por meio de férmulas matematicas
(calculo de indices fisiolégicos), sendo necessario, inicialmente, quantificar a
producao vegetal para que seja possivel verificar a contribuicdo de cada 6rgao no
crescimento final das plantas. Como principal vantagem, a analise de crescimento
permite que sejam obtidas informagdes regulares sem a necessidade de
equipamentos caros e sofisticados, ja que para estas analises utiliza-se apenas a
massa da matéria seca (fitomassa) da planta e a area das folhas que sdo quem
realizam a fotossintese (LUCCHESI, 1984; MARAFON, 2012; PEIXOTO; PEIXOTO
2011). Segundo Marafon (2012), estes dois parametros s&o utilizados por

representarem, basicamente, a “fabrica” (folha) e o “produto final” (matéria seca).

O crescimento de uma planta também pode ser quantificado através de
medidas lineares, de superficie, volumétricas e numero de unidades estruturais
(BENINCASA, 2003).

Diferentes trabalhos tém trazido a analise de crescimento como método para
verificar a influéncia de diversas variaveis sobre o crescimento da cana-de-acucar,
como: irrigagdo e adubagdo (DANTAS NETO et al.,, 2006), palhada de cana-de-
agucar (GAVA et al.,, 2001),variedades (OLIVEIRA et al., 2007) e reguladores
vegetais (LEITE; CRUSCIOL, 2008).

Sendo assim, a analise quantitativa do crescimento vegetal € uma ferramenta
acessivel e muito precisa para avaliar todo o crescimento de plantas e a contribuigdo
de diferentes processos fisioldgicos sobre seu desempenho nas mais diversas
condigdes ambientais (PEIXOTO e PEIXOTO, 2011) e de tratos culturais. De forma
generalista, pode ser estudada a produtividade de culturas sob diversos sistemas de
producgao (GAVA et al., 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi executada em &area experimental pertencente a Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdécios, APTA Pdélo Centro Sul, em Piracicaba-SP
(22°42°30”S e 47°38°00"W e 560 m de altitude). O clima predominante € do tipo Cwa
de acordo com classificacdo Koppen. Foram realizados dois experimentos para o
presente estudo, um em casa de vegetacado, em tubetes distribuidos em bandejas,
com duragao de 50 dias (Experimento 1) e outro em vasos de 130 L a campo com
duragdo de 180 dias (Experimento 2). Em ambos os experimentos a variedade
selecionada foi a RB867515, por responder a inoculacdo com bactérias diazotroficas
(SCHULTZ et al. 2012; PEREIRA et al., 2013) e por ser a mais cultivada no estado
de Sao Paulo e no Brasil (CHAPOLA et al., 2013).

3.1. Experimento 1: formagao de mudas pré-brotadas submetidas a inoculagao

3.1.1. Producao de mudas e inoculagao

A producao de mudas teve inicio no dia 22 de fevereiro de 2013 e foi baseada
no Sistema de Producédo de Mudas Pré-brotadas (MPB) sugerido por Landell et al.
(2012) tendo duracdo de 50 dias. Primeiramente, foram retirados colmos de cana-
planta com cerca de sete meses de idade e destes colmos foram extraidas as
gemas mais vigorosas do terco superior da planta. A composicdo quimica dos
colmos esta apresentada na Tabela 1. A fim de testar a influéncia da superficie de
contato na inoculacdo e na quantidade de reserva do minirrebolo sobre a brotacao,
as gemas foram retiradas com trés quantidades de reservas: lasca (L), retirada por
um extrator manual; gema de extrator (GE), retirada por um extrator mecanico em
forma de cilindro desenvolvido pela Coopersucar; minirrebolo (MR) com 2,5 cm de

reservas abaixo e acima do nd, cortado com serra circular. As gemas extraidas
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apresentavam massa de matéria seca de 1,5 (£0,51), 3,0 (£0,45) e 4,5 (x0,69) g,

respectivamente.

Logo apOs a extragdo, parte das gemas foi imersa em agua e parte em
suspensao composta por agua e inoculante. O tempo de imersao foi de 60 minutos

e, posteriormente, as gemas foram plantadas em tubetes.

O inoculante desenvolvido pela Embrapa Agrobiologia era composto por cinco
estirpes  bacterianas: BR11335  (Herbaspirillum  seropedicae), BR11504
(Herbaspirillum rubrisubalbicans), BR11281T (Gluconacetobacter diazotrophicus),
BR11366T (Burkholderia tropica) e BR11145 (Azospirillum amazonense); selecionas
pela equipe de Joahna Doberéiner. O inoculante teve suas colbnias puras
misturadas a um meio turfoso estéril pesando 250 g e embaladas em sacos de
polietileno (REIS; PEREIRA; HIPOLITO, 2009). Cada grama de turfa possuia em

torno de 10 unidades formadoras de colénia (UFC) de cada estirpe.

A suspensao para inoculacao foi feita de acordo com Reis, Pereira e Hipdlito
(2009) e Schultz et al. (2012). Seguindo a dose de 1250 g do inoculante em um
volume de 100 L de agua, foram utilizados 10 L de agua e 25 g do incoulante ( 5 g
de cada estirpe). A suspensao continha aproximadamente 6,0 x 10° células por ml .
As gemas ficaram imersas por 60 minutos e, posteriormente, foram plantadas em

tubetes.

Foram utilizados 240 tubetes de 180 cm® (cada parcela ou unidade amostral
foi composta por dez tubetes), preenchidos com substrato da marca Basaplant®’ ,

cujas caracteristicas quimicas estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos colmos utilizados para produzir as mudas e

do substrato.

Parametros Colmos para mudas Substrato
pH (CaCl,) - 5,8
Nitrogénio (g kg™ N) 5,2 5,9
Fésforo (g kg™ P2Os) 0,5 26
Potassio (g kg™ K20) 1,2 2,1
Calcio (g kg™ Ca0) 39,1 11,6
Magnésio (g kg™' MgO) 1,4 8,1
Enxofre (g kg™ SO) 2,8 2
Boro (mg kg™") 39,0 292
Cobre (mg kg™) 15,0 114
Ferro (g kg™) 6456,0 11,3
Manganés (mg kg™') 75,0 353
Zinco (mg kg™) 26,0 86
Umidade (g kg™) 270,0 31,9
Matéria Organica (g kg™ C) 854,0 610,2
Carbono Organico (g kg™ 495,4 353,9
Relagéo C/N 95:1 59:1

* Valor informado pelo fabricante.

Os tubetes com as gemas foram levados a casa de vegetagao e submetidos a
irrigacdes diarias ativadas a cada 6 horas por um sistema automatizado. Cada um
dos seis turnos de rega aplicou uma lamina de 2,5 mm, totalizando 15 mm dia™. Tal
manejo de irrigacdo foi necessario devido as temperaturas elevadas e baixa

umidade relativa do ar ocorridas no periodo do experimento.

Para utilizacdo das mudas foi preciso comprovar eficiéncia da inoculacdo das
gemas. Para tanto, amostras das gemas foram enviadas ao Laboratério de
Gramineas da Embrapa Agrobiologia em Seropédica-RJ, onde foram realizadas as
contagens quatro dias apds a inoculagao (26 de fevereiro de 2013). A contagem de
microrganismos ocorreu conforme descrito por Dobereiner et al. (1995), utilizando os
meios de cultura semi-sélidos e semi-seletivos “JNFB”, “LGI” (DOBEREINER et al.,
1995), “LGI-P caldo” (REIS et al.,, 1994) e “JMV” (BALDANI, 1996), no qual a

presenca ou auséncia da pelicula caracteristica de bactéria diazotréfica em meio



14

semi-solido foi o método utilizado para determinar o numero mais provavel (NMP) de

células em um grama do material macerado.

A infecgdo foi considerada eficiente, pois elevou o numero de células das

bactérias nas gemas em relagdo as gemas nao inoculadas (Tabela 2).

Tabela 2. Numero populacional de bactérias diazotroficas em meios de cultura semi-
solidos e semi-seletivos: JNFB, LGIl, LGI-P caldo e JMV. Contagem
realizada através da técnica do numero mais provavel (NMP) de células.

Meios de Cultura

Amostras*’ LGI JMV LGI-Pcaldo JNFB

------ (n° células g de material fresco x 10°) -------
Gema com 5,0 g sem inoculante 3,0 4.0 0,7 45
Gema com 5,0 g com inoculante 450 110 140 110
Gema com 9,0 g sem inoculante 2,0 4,5 6,5 15
Gema com 9,0 g com inoculante 140 140 140 140
Gema com 16,0 g sem inoculante 0,7 0,9 4.0 0,9
Gema com 16,0 g com inoculante 140 110 30 110

*I Gemas com 5,0, 9,0 e 16,0 g de matéria fresca correspondem a gemas com 1,5, 3,0 e 4,5 g de
matéria seca, respectivamente.

3.1.2. Delineamento experimental

O delineamento foi em blocos casualizados com quatro repeticbes e seis
tratamentos (Tabela 3), arranjados em esquema fatorial 2 x 3, em que o primeiro
fator, inoculante, apresentou dois niveis (I - sem inoculante e |, = com inoculante); e
o segundo fator, quantidade de reserva nas gemas, trés niveis (G = 1,5, G,-3,0 e

G3 = 4,5 g de matéria seca).
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Tabela 3. Tratamentos do experimento 1, com combinacdo da aplicacdo do
inoculante com quantidade de reserva nas gemas.

Tratamentos Inoculante Reserva nas gemas (g de MS)
1 Sem 1,5
2 Sem 3,0
3 Sem 4.5
4 Com 1,5
5 Com 3,0
6 Com 45

3.1.3. Avaliagoes

3.1.3.1. indice de velocidade de brotagio (IVB)

A brotacao foi avaliada diariamente e considerada quando o broto se
sobressaia a superficie do substrato. A partir da contagem diaria das brotagdes, foi
calculado o indice de velocidade de germinagéo de Maguire (1962), aqui chamado

de indice de velocidade de brotacdo (IVB), obtido pela seguinte equagao:

IVB = (B4/N1+B2/N2+B3/N3+...+B,/N,),

[ })

em que: B, é o numero de brotagées computadas nas “n” contagens e N, € o

numero de dias do plantio das gemas as “n” contagens.

3.1.3.2. Biometria das plantas

Dados biométricos de altura (cm) e massas de matéria seca (g) do sistema
radicular (MSR), parte aérea (MSPA) e total (MST) foram determinados ao final dos
50 dias do experimento. A altura foi determinada medindo-se da base da planta até
a ligula da folha +1 (sistema de numeracdo de Kuijper) utilizando uma régua
graduada; ja a matéria seca foi determinada desmembrando-se a planta em parte
aérea (colmo, folhas verdes e folhas secas/palha) e raizes. O material foi lavado
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para retirada de impurezas e, posteriormente, seco em estufa a 65 °C. Apds a
secagem, o material foi pesado em uma balanga semi-analitica, determinando a
MSR e MSPA. A MST foi obtida pela soma da MSR com a MSPA.

3.2. Experimento 2: mudas pré-brotadas em vasos a campo submetidas a

inoculacao e adubagao nitrogenada

3.2.1. Coleta e caracteristicas quimicas e fisicas do solo

O solo utilizado foi coletado na regido de Aguas de Sao Pedro — SP, em uma
area sem qualquer cultivo, cujos resultados das analises quimica e granulométrica

sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Atributos quimicos e fisicos do solo utilizado coletado na regido de Aguas
de Sao Pedro — SP.

Analise Quimica do Solo

pH M.O. P(resina) K Ca Mg H+Al Al SB CTC V% m% S
(CaCly) (@dm®)  (mgdm?®) e (mmolc dm™®) ~---ereemmeeeev (mg dm™)
50 2,0 3,0 01 40 10 120 00 5,0 170 30,0 0,0 11,0
Andlise Textural do Solo

Areia Fina Areia Grossa Areia Total Silte Argila
Textura
(%)
46,7 448 91,5 1,6 6,9 Arenosa

Pelas composi¢cbes quimicas e granulométricas (Tabela 4), o solo foi
caracterizado de baixa fertilidade e arenoso. De acordo com Gosal et al. (2012) e
Oliveira et al. (2006) este tipo de solo € mais responsivo a adubagéao nitrogenada e a

inoculacao.
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3.2.2. Calagem e fosfatagem

Baseando-se na analise quimica do solo e nas recomendacdes de Raij et al.
(1997), foram calculadas e aplicadas as quantidades de calcario para 96 kg de solo.
Pretendeu-se elevar a saturagcéo por bases do solo para 60%. Para cada 96 kg de
solo, correspondente a massa de solo destinado a cada vaso, foi aplicado o
equivalente a 418 kg ha™' de calcario (20 g por vaso) com 45% de CaO e 18% MgO
e PRNT de 122%. O calcario foi incorporado ao solo utilizando uma betoneira. Apos
trés meses, foi feito processo semelhante ao do calcario com o superfosfato simples.
Foi aplicado o equivalente a 100 kg ha™ de P,Os (25 g de superfosfato simples por
vaso) ao solo e homogeneizado com betoneira para posteriormente transferi-lo para

OS vasos.

3.2.3. Area experimental e montagem dos vasos

Foi selecionada uma area nivelada, de aproximadamente 80 m? e sem
qualquer vegetagdo arbdérea nas proximidades, a fim de evitar interferéncias da
exposi¢ao dos vasos a radiagcdo solar. Foi aplicado na area em pds-emergéncia
glifosato para controle de plantas daninhas e, posteriormente, a area foi coberta por
uma lona plastica e, em seguida, despejada uma camada de brita zero sobre a lona.
Para apoio de cada vaso, foram utilizadas quatro lajotas de oito furos, distribuidas de

forma que o espagamento entre os vasos fosse de 0,5 m.

Os vasos de 130 L com didmetros superior e inferior a 0, 60 m e altura de
0,45 m foram obtidos a partir de bombonas plasticas de 260 L cortadas ao meio com
serra circular. No fundo de cada vaso foram feitos 16 furos com broca de 10 mm
para drenagem. Os vasos foram preenchidos com uma camada de 10 cm de brita
zero, coberta por uma manta acrilica 100 (100 g m™) em poliéster com a finalidade
drenar a agua e evitar a perda de solo. Sobre a manta, foi colocado 96 kg (ou 80 L)
de solo corrigido tanto pela calagem, quanto pela fosfatagem.
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Foram montados, no total, 64 vasos, considerando cada vaso como unidade

experimental (parcela).

3.2.4. Adubacao do solo e transplantio de mudas

As adubacdes foram realizadas seguindo as indicagdes de Raij et al. (1997).
A adubacdo em cada vaso foi feita através da abertura de uma cova, aplicando o
equivalente 100 kg ha™' de P,Os (25 g de superfosfato simples por vaso). Apos essa
aplicacao, foram transplantadas as mudas com 50 dias de idade, aproveitadas do
Experimento 1. Foram selecionadas plantas provenientes de gemas com valores
intermediarios de reserva (gemas com 3,0 g de MS). Para fornecimento de potassio,
foi aplicado equivalente a 150 kg ha™' de K,O (22,5 g de cloreto de potassio por
vaso) parcelado em duas aplicagcbes de 11,25 g KCI, sendo uma no momento do
plantio e outra em cobertura (30 DAT). O potassio foi diluido em agua e aplicado em
cada vaso 73,3 ml de solugcédo contendo 11,25 g de KCI. Na mesma solugao, foi
diluido 2 g de Cana Micros Plus® (10% S, 5% B, 4,5% Cu, 4,4 % Mn, 1% de Mo e
11% Zn) como fonte de micronutrientes. Para adubagdo nitrogenada, nos
tratamentos em que foram utilizadas, foi utilizado sulfato de amoénio (20 % de N)
diluido em agua (312,5 mg ml” de sulfato de aménio ou 62,5 mg ml" de N),
contendo 1,04% em atomos de "°N e aplicado 80 ml da solugao (equivalente a 50
kg ha™ de N) com pipeta em um sulco circular, aberto ao redor da planta e coberto

apods a aplicacéo.

3.2.6. Controle de pragas e doencgas

Nao houve o aparecimento de doencas, porém houve o aparecimento de
pulgdes (Melanaphis sacchari) e lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda). O
controle foi feito através de catacdo manual, evitando o risco de afetar os

tratamentos com inoculante.
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3.2.7. Dados meteoroldgicos e irrigagao

Os dados meteorologicos foram coletados na estagdo meteorologica
automatica pertencente a APTA Polo Centro Sul, localizada a 25 m de distancia do

experimento.

O fornecimento de agua para o experimento ocorreu por meio de chuvas e
irrigacédo. A irrigacao foi realizada para manter capacidade de campo, utilizando

agua deionizada aplicada com baldes de 5 L graduados.

3.2.8. Delineamento experimental

O delineamento foi em blocos casualizados com quatro repeticbes e 16
tratamentos (Tabela 5), arranjados em esquema fatorial (2 x 2 x 4). Os fatores
componentes dos tratamentos foram: (1) Com e sem inoculagao; (2) Doses de N de
0 e 50 kg ha™; (3) Epocas de avaliagdes, aos 45, 90, 135 e 180 dias apds o
transplantio (DAT).
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Tabela 5. Tratamentos constituidos da combinagao da aplicagao do inoculante com
nitrogénio em quatro épocas de avaliagao .

Tratamentos Inoculante Dose de N Epocas de Avaliagdo
(kg ha™) (DAT)
1 Sem 0 45
2 Sem 0 90
3 Sem 0 135
4 Sem 0 180
5 Sem 50 45
6 Sem 50 90
7 Sem 50 135
8 Sem 50 180
9 Com 0 45
10 Com 0 90
11 Com 0 135
12 Com 0 180
13 Com 50 45
14 Com 50 90
15 Com 50 135
16 Com 50 180

3.2.9. Avaliagoes

3.2.9.1. indice SPAD

O indice foi determinado na folha +1 utilizando o medidor de clorofila SPAD-
502 da marca Konica Minolta. Nos vasos que apresentaram perfilhamento, foram

aferidos, em todas as folhas +1, os valores do indice SPAD e feitas as médias.
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3.2.9.2. Analise de crescimento

a. Perfilhamento, somatéria das alturas (£ ALT) e dos diametros (X DIAM)

Antes de cada avaliagao destrutiva, foi feita a contagem do numero de
perfilhos por vaso e a medi¢gao das alturas somadas (X ALT) dos perfilhos, feita da
base da planta até a folha +1. No caso de haver mais que um perfilho por vaso,
estas alturas foram somadas. Realizou-se também a somatoéria dos diametros (X
DIAM), medidos na base de cada perfilho e somados quando existiam mais

perfilhos.

b. Area foliar (AF), matéria seca de colmos (MSC), matéria seca de folhas
(MSF), matéria seca de palha (MSP) e matéria seca total (MST)

Nas avaliagdes destrutivas, foram, primeiramente, retiradas as partes aéreas
de cada vaso, separados em colmos, folhas verdes e palha. Nas folhas verdes, foi
medida a area foliar (cm?) com um medidor portatil de area foliar da marca CID Bio-
Science modelo CI-203. A seguir, os materiais vegetais das partes da planta foram
colocados em sacos de papel e levados a estufa a 65°C até que atingissem massa
constante. Cada parte da planta foi pesada em uma balanca semi-analitica (preciséo
0,01 g) e determinou-se a matéria seca de colmos (MSC), folhas (MSF) e palha
(MSP). A matéria seca total (MST) foi obtida pela soma da matéria seca (g) de todas
as partes da planta (MSC, MSF, MSP e MSR).

c. Determinagao do comprimento radicular (CR) e matéria seca de raizes (MSR)

O sistema radicular foi separado do solo ainda no campo com auxilio de duas
peneiras sobrepostas, uma de malha de 2,0 mm e outra de 1,0 mm, e de agua
corrente. Os vasos foram cortados ao meio e colocados sobre as peneiras. A maior
parte do solo foi retirada com o auxilio de jatos de agua. As raizes foram levadas ao
laboratdrio, colocadas sobre as peneiras sobrepostas e lavadas minuciosamente.

Apés a lavagem, as raizes foram armazenas em sacos plasticos contendo uma
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solugédo de etanol 10% e colocadas em geladeira a 5°C, para melhor conservagéo,
até o momento das avaliacées (NAVROSKI et al., 2010).

As raizes foram tiradas da solugdo dispostas em bandejas acrilicas
transparentes, com dimensdes de 21 x 30 cm, preenchidas com agua. As bandejas
foram colocadas em um scanner de alta resolugdo modelo HP Scanjet G4050 e as
imagens das raizes foram digitalizadas com uma definigdo de 300 dpi. As imagens
geradas foram processadas pelo software Safira (JORGE; SILVA; RODRIGUES,
2010) e, através das imagens, obtiveram-se os valores das somatorias de todos os

eixos radiculares, o comprimento radicular (m).

Depois de escaneadas, as raizes foram acondicionadas em sacos de papel e
levadas a estufa a 65°C, até obter massa constante. Apds secas, as amostras foram
pesadas em balanca semi-analitica e obtiveram-se as massas de matéria seca de
raizes (MSR).

d. Calculo de indices fisiolégicos

A partir dos valores obtidos nos itens anteriores foi possivel calcular os
seguintes indices (LUCHESI, 1984; MARAFON, 2012):

e indice de area foliar (IAF):
IAF = AF/S,

em que: AF & a area foliar (cm?) e S é a area do solo do vaso disponivel para o

crescimento da planta (cm?);

o Taxa de crescimento relativo (TCR):

TCR = (INMST, — InMST4)/(t>-t1) = , em g g™ dia”
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em que: In é o logaritimo neperiano e MST4 e MST, sdo as massas de matéria seca,

em gramas, nos tempos ti e ty;
e Taxa de producao de matéria seca (TPMS):
TPMS = (MST,-MST;)/S/(to-t1) , em g m? dia”

em que: MST1 e MST, sdo as massas de matéria seca, em gramas, nos tempos t; e

t, (em dias), S é a area do solo do vaso (m™);

¢ Relagao da parte aérea pelo sistema radicular (RPASR):
RPASR = MSPA/MSR,

em que: MSPA é a massa de matéria seca da parte aérea (g) e MSR é a matéria

seca de raizes (g).

3.2.9.3. Acumulo de nutrientes e calculo da eficiéncia de recuperagcao do N-
fertilizante ("°N)

Todo o material vegetal da parte aérea (colmos, folhas e palha) foi agrupado e
moido em moinho de facas tipo Willey. O material moido foi acondicionado em sacos
plasticos. Para o sistema radicular, o procedimento foi semelhante. Depois de
identificados, todo o material vegetal foi encaminhado para determinacao dos teores
dos nutrientes de acordo com metodologia descrita por Malavolta; Vitti e Oliveira,
(1997). Para analise de abundancia de atomos de N, parte do material moido foi
separado, encaminhado ao Laboratorio de Is6topos Estaveis da Embrapa
Agrobiologia, localizado em Seropédica-RJ, onde as amostras foram moidas
finamente, em um sistema semelhante ao de Arnold e Schepers (2004), para
posteriormente serem analisadas. O acumulo de nutrientes (A) no sistema radicular

e na parte aérea das plantas por vaso foi calculado pela seguinte expressao:
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A=MSxT,emg

em que: MS é a massa de matéria seca da parte aérea ou de raizes (g) e T € o teor

do nutriente (g kg™).

O acumulo de nutrientes na planta toda foi obtido pela soma do total de

nutrientes acumulados na parte aérea com os nutrientes acumulados nas raizes.

Com os resultados da abundancia de atomos de '°N em % das amostras da
parte aérea e das raizes das plantas de cana-de-agucar, foram calculados o N na
planta proveniente do fertilizante (Nppf) e a eficiéncia da utilizacdo do fertilizante

nitrogenado (Eufn) por meio das seguintes expressodes:
Nppf (%) = [(a-c)/(b-c)] x 100,
Nppf (g vaso™) = [Nppf (%)/100] x NA ,
Eufn (%) = [Nppf (g vaso™)/ QNA (g vaso™)] x 100,

onde a e b sdo as abundancia de "N (% em atomos) na parta da planta (parte
aérea ou raizes) e no fertilizante (sulfato de amoénio); ¢ € a abundancia natural de
®N (0,366% em atomos), NA é o nitrogénio acumulado na planta (em g vaso™) e
QNA ¢ a quantidade de N aplicado como fertilizante marcado (g vaso™). Assim como
Vitti (1998), o parametro Nppf foi utilizado para se quantificar o aproveitamento pela
planta do N do fertilizante em comparagao ao N extraido de outras fontes, neste

caso, o solo e fixagao biolégica de N atmosférico.

3.2.9.4. Analise quimica do solo

Ao final do experimento, foram coletadas amostras compostas de solo de

cada vaso, utilizando trado tipo sonda e o material submetido a analise.
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3.3. Analise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, aplicando-se o
teste F. Quando houve significancia, foi feita comparacdo de médias pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Realizou-se, ainda, estudo de regresséo
polinomial para verificar o efeito da inoculacdo de bactérias diazotroficas e do
nitrogénio sobre algumas variaveis com relagdo ao tempo de avaliagdo. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas empregando-se o programa AgroEstat
(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento 1: brotagao, altura e matéria seca de mudas pré-brotadas

Na fase de formacao de mudas, a variedade RB867515 mostrou-se altamente
responsiva a inoculacdo com bactérias diazotréficas e influenciada pela quantidade
de reserva das gemas, sendo constatado efeito significativo destes fatores para
todas as variaveis analisadas e ocorrendo interacdo entre eles apenas para altura de

plantas (Tabela 6).

O IVB representa a brotacdo média diaria, ou seja, quanto maior o indice
calculado, mais rapida a brotagdo. Todos os tratamentos apresentaram 100% de
gemas brotadas, diferindo quanto a velocidade da brotacdo. A média dos
tratamentos com inoculacdo foi superior a dos tratamentos sem inoculacao,
demonstrando que as bactérias diazotréficas aceleraram a brotagéo (Tabela 6).
Possivelmente isto ocorreu porque, em condigdes propicias (umidade, por exemplo),
as gemas sao ativadas e dao inicio ao processo de crescimento e desenvolvimento
devido a presencga de reservas nutricionais, atividade enzimatica e fitorreguladores

de crescimento (DILLEWIJN, 1952). As bactérias diazotroficas, através de sua
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capacidade de sintese de diferentes fitorreguladores (SANTI et al., 2013), podem

favorecer a brotagdo ao aumentar a concentragao destes nas gemas.

Em relagédo as reservas das gemas, foi possivel verificar que as gemas com
4,5 g de massa de matéria seca tiveram IVB superior as demais (gemas com 1,5e 3

g de massa seca), as quais nao diferiram entre si (Tabela 6).

De acordo com Carneiro et al. (1995), a reserva organica e de N dos
minirrebolos tém influéncia direta sobre a brotagcdo e desenvolvimento inicial da
planta. No estudo realizado, Carneiro et al. (1995) observaram, através da técnica
de diluicdo isotdpica, que minirrebolos com maiores reservas de nitrogénio no plantio
foram os maiores liberadores, em quantidade, deste nutriente e, por
consequéncia, tiveram resposta positiva na brotagdo, assim como nos resultados
obtidos no presente estudo ao realizar-se o tratamento com maior quantidade de

reserva (Tabela 6).

As massas de matéria seca de raizes (MSR), parte aérea (MSPA) e total
(MST), apresentaram ganhos com a inoculacdo de bactérias (Tabela 6).
Muthukumarasamy et al. (2006). Em um experimento semelhante realizado na india
com duas espécies bacterianas Gluconacetobacter diazotrophicus
e Herbaspirillum sp. (estirpes T8 e H22, respectivamente), também estudadas aqui,
observaram ganhos proporcionados pela inoculagdo. Dos tratamentos testados
pelos autores, a combinagao de duas bactérias diazotroficas proporcionou melhores
resultados, tanto para biomassa de raizes, quanto para a parte aérea quando
comparados a inoculacdo individual das estirpes e ao controle. Da mesma forma,
Munoz-Rojas e Caballero-Mellado (2003), também em um experimento de curta
duracao, constataram que a inoculagdo de estirpes bacterianas proporcionou
maiores ganhos na parte aérea e sistema radicular de mudas micropropagadas,
porém estes ganhos dependeram da variedade e das estirpes utilizadas. Resultados
positivos também foram obtidos por Marques Junior et al. (2008). Os autores
testaram o efeito de bactérias diazotroficas e acidos humicos sobre minirrebolos
tratados termicamente ou ndo. Eles constataram o efeito positivo da inoculagao

sobre os minirrebolos tratados termicamente, assim como constataram o fato de
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a inoculagdo, combinada com acidos humicos, também proporcionar ganhos, mas

apenas em biomassa da parte aérea, comprimento e area radicular.

A quantidade de reserva das gemas tambeém influenciou a produ¢do de MSR,
MSPA e MST (Tabela 6). Gemas com reserva de 1,5 g apresentaram resultados
inferiores aos demais tratamentos (gemas com 3,0 e 4,5 g de reserva). Apenas para
MSR, as gemas com 3,0 g tiveram resultados que nao diferiram tanto de gemas com
1,5 quanto com 4,5 g.

Segundo Carneiro et al. (1995), 50-60 dias apos o plantio € o periodo em que
as maiores taxas de exportagdo de N ocorrem e de 60-70 dias € quando ocorre
maior degradacdo da reserva organica do minirrebolo. Essas informagdes da
literatura  associadas aos  resultados deste estudo revelam  que
as reservas organicas e de N do colmo devem ser consideradas, junto com outros
fatores, responsaveis por influenciar a produtividade da cana-planta, ou seja, na fase
inicial. A maior parte do que é utilizado pela planta é proveniente das reservas do
minirrebolo, explicando as maiores producdes de massa de matéria seca para

gemas com maiores reservas.

Tabela 6. indice de velocidade de brotagéo (IVB) e producdo de matéria seca de
raizes (MSR), parte aérea (MSPA) e total (MST) de mudas de cana-de-
acucar com 50 dias de idade.

VB Altura MSR MSPA MST
Fatores i
(L) I — (g planta™)---------------
Sem inoculante 0,92b 5,98 b 0,15b 0,50 b 0,65b
Com inoculante 1,42 a 7,97 a 0,31a 1,21 a 1,52 a
Gema1,5¢g 1,07 b 5,46 b 0,19b 0,60b 0,80 b
Gema 3,09 1,12 b 7,23 a 0,24 ab 0,90 a 1,14 a
Gema 4,59 1,32 a 7,63 a 0,26 a 1,05 a 1,31 a
Teste F
Inoculante (1) 20417 *  114,95*  8341*  7158* 100,44 **
Gemas(G) 19,12 ** 35,74** 4,60 * 9,71 ** 11,85 **
IxG 3,52 ns 10,92 ** 0,22 ns 2,19 ns 1,79 ns
CV(%) 7,32 8,08 18,92 24,14 19,71

Médias seguidas pela mesma letra, em colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade; * e ** significativo a 5 e 1%, respectivamente; ns: ndo significativo. CV: coeficiente de
variagao.
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A altura foi o unico parametro influenciado pela interagdo entre inoculante e
reserva nas gemas (Tabela 6). Para os tratamentos sem inoculante, a maior
quantidade de reserva (4,5 g) promoveu incremento nas alturas em relagao a menor
quantidade (1,5 g). A intermediaria (3,0 g) nao diferiu das demais (Tabela 7). Em
relacdo aos tratamentos inoculados, verificou-se que as reservas de 3,0 e 4,5 g nédo
diferiram entre si e apresentaram ganhos na altura de aproximadamente 50% em
relagcdo ao tratamento com menor reserva (1,5 g) (Tabela 7). De modo geral, foi
possivel observar que quanto maiores as reservas, maiores as alturas (Tabela 7). Os
resultados concordam com estudo realizado por Simbes Neto e Marcos (1987), com
diferentes quantidades de reserva nos minirrebolos, no qual maiores reservas

também refletiram maiores alturas de plantas.

Tabela 7. Desdobramento da interagao entre inoculante e quantidade de reserva nas
gemas referente a altura das plantas (cm).

Quantidade de reserva nas gemas (g)

Inoculante

1,5 3,0 4,5
Sem 4,98 Bb 5,52 Bab 6,24 Ba
Com 5,94 Ab 8,95 Aa 9,02 Aa
DMS colunas (5%) 0,82 cm
DMS linhas (5%) 1,00 cm

Letras diferentes, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, indicam diferenca significativa
pelo teste de Tukey a 5%. DMS: diferenga minima significativa.

4.2. Experimento 2: acumulo de material vegetal, nutrientes e estimativa da

recuperacgido do N-sulfato de aménio (*°N) na cana-de-agticar até os 180 DAT

Durante a conducéo do experimento a campo, de 22 de abril a 29 de outubro
de 2013, a temperatura média foi de 20,4 °C e a precipitagdo pluvial acumulada foi
de 620,2 mm. Também foram necessarias irrigagdes suplementares (volume total de

196,2 mm) para que o crescimento da cultura ndo fosse prejudicado (Figura 1).
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Figura 1. Volume de agua recebida pela cultura e temperaturas médias, maximas e
minimas, ocorridas no periodo de 22 de abril a 29 de outubro de 2013,
durante a condugao do experimento 2.

Na Tabela 8 estdo expostos os resultados das caracteristicas quimicas finais
dos solos dos vasos. O pH do tratamentos que utilizaram sulfato de aménio ficaram
reduzidos em relagédo aos tratamentos sem N. De acordo com Costa et al., (2008), a
maior acidificagdo do solo pelo sulfato de aménio se deve a nitrificacdo do NH;" ,pois
ha liberacdo de H* e NO3™ ,acidificando o solo. Além disso, o SOf',presente na sua
estrutura, e o NO3 podem promover a lixiviacdo de bases, também contribuindo para
maior acidez do solo e redugédo da V%. Para K, Ca e Mg foram verificadas menores
quantidades para os tratamentos com N, pelo maior desenvolvimento das plantas
destes tratamentos e consequentemente maior extracdo do solo. O enxofre
presente em maiores quantidades no solo dos tratamentos T8 e T16 é devido a fonte

de N utilizada (sulfato de aménio), que fornece cerca de 24% de S.
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Tabela 8. Média das analises quimicas dos solos dos tratamentos sem inoculante e
sem nitrogénio (T4), sem inoculante e com nitrogénio (T8), com inoculante
e sem nitrogénio (T12) e com inoculante e com nitrogénio (T16), aos 180
dias apos o transplantio.

pH M.O. P (resina) K Ca Mg H+Al Al SB CTC V% m% S

Tratamentos' (cacl) (g dm®) (Mg dm™®) —eeceeeeee (LTS SR [t — (mg dm®)
4 6,4 <50 175 22 42 15 70 03 7,9 149 528 37 725
8 59 <50 155 12 2,8 08 80 05 48 128 37,5 87 975
12 65 <50 158 23 43 16 70 05 82 152 535 55 6,25
16 59 <50 178 13 25 07 85 03 45 130 345 61 10,25

"Tratamentos correspondem aos da Ultima avaliagdo aos 180 DAT, em que: T4: sem inoculante + 0
N; T8: sem inoculante + 50 N; T12: com inoculante + 0 N e T16: com inoculante + 50 N.

Avaliando isoladamente os efeitos de cada um dos fatores sobre numero de
perfilhos, somatéria das alturas (£ ALT) e didmetros (X DIAM), comprimento de
raizes (CR) e matéria seca de raizes (MSR), colmos (MSC), folha (MSF), palha
(MSP) e total (MST), foi possivel verificar que o inoculante (I) ndo favoreceu o
numero de perfilhos por vaso, MSR e MSF (Tabela 9). Ja o nitrogénio (N)
proporcionou ganhos altamente significativos para todas as variaveis mencionadas
(Tabela 9).

Apesar da massa do sistema radicular ndo ter sido favorecida pela
inoculagao, é possivel inferir que as bactérias diazotréficas modificaram a arquitetura
do sistema radicular, como observado por Hari e Srinivasan (2005) e Gosal et al.
(2012). Isto porque, mesmo apresentando massas iguais, o comprimento radicular
dos tratamentos inoculados foi maior que os nao inoculados (Tabela 9) e, portanto,
composto por um sistema radicular mais fino, que propicia maior superficie de
contato, permitindo captar mais agua e nutrientes (VESSEY, 2003;
BHATTACHARJEE et al., 2008). Esta alteragao € atribuida a sintese de horménios
que alteram a morfologia das raizes, favorecendo o aumento das raizes laterais e
pélos radiculares (OKUMURA et al., 2013; SANTI et al., 2013) . Tal fato péde ser

constatado a partir da segunda avaliagao (Figura 2).



31

Tabela 9. Numero de perfilhos, somatéria de altura (X ALT) e didametro (£ DIAM), comprimento de raizes (CR) e massas de
matéria seca de raizes (MSR), colmos (MSC), folhas (MSF), palha (MSP) e total (MST) de plantas de cana-de-
acgucar cultivadas em vasos até os 180 DAT.

Perfilhos X ALT X DIAM CR MSR MSC MSF MSP MST

Fat
atores por vaso (cm) (mm) (m) (g vaso™)

Sem inoculante 4,40 61,77b 48,31b 90,88 b 30,35 2417 b 13,60 12,03 b 80,15b
Com inoculante 4 56 72,70 a 54,34 a 114,96 a 31,96 27,95 a 14,69 15,17 a 89,78 a

0 kg ha' de N 1,41b 16,67b 14,88b 25,82 b 7,68b 3,92b 3,38b 2,82b 17,81 b
50 kg ha' de N 7,56 a 117,81a 87,78a 180,02 a 54,63 a 48,20 a 24,90 a 24,38 a 152,12 a
45 DAT 2,94 b 2246d 20,50d 10,10 d 3,04d 3,47d 2,80 c 0,66d 9,96 d
90 DAT 3,63b 60,36 ¢ 43,56 ¢ 55,19 ¢ 16,63 ¢ 21,76 c 8,21b 5,96 c 52,56 c
135 DAT 5,81 a 85,36 b 64,44b 134,50b 40,71 b 30,42 b 21,22 a 15,27 b 107,62 b
180 DAT 5,56 a 100,77a 76,81a 211,89a 64,25 a 48,59 a 24,36 a 32,51 a 169,72 a
Teste F

Inoculante (1) 0,26 ns 8,46 ** 5,27~ 31,69 ** 1,38 ns 545~ 1,48 ns 8,81 ** 5,90 *
Nitrogénio (N) 406,05 ** 724,12 ** 769,41 ** 1298,90 ** 1171,29** 745,50 ** 569,47 ** 41554 * 1147,31**
Epoca (E) 21,63* 82,71* 88,40* 432,76* 387,50* 133,83 ** 130,52** 174,70* 304,70 **

IXN 5563* 12,22 ** 5,94 * 28,68 ** 1,74 ns 4,87 * 1,80 ns 8,75 ** 6,02 *

IXE 1,57 ns 3,21* 1,24 ns 4 58 ** 0,19 ns 2,16 ns 0,52 ns 1,79 ns 1,00 ns

NxE 24,84 ** 63,43* 72,66*™ 297,54* 268,23** 100,84 ** 101,03** 129,11 ** 219,55*
IXNXE 0,21 ns 1,79ns 0,41 ns 5,64 ** 0,30 ns 1,81 ns 0,90 ns 1,87 ns 1,33 ns
CV(%) 27,25 22,36 20,48 16,63 17,61 24,89 25,50 31,10 18,67

* *%*

Médias seguidas pela mesma letra, em colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade;
respectivamente; ns: ndo significativo. DAT: dias apds o transplantio. CV: coeficiente de variagao.

e ** significativo a 5 e 1%,
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Figura 2. Produgdo de massa de matéria seca total, relacdo entre produgédo de
matéria seca na parte aérea pelo sistema radicular e comprimento
radicular, com e sem inoculagdo, em fun¢ao do tempo.

Tanto para tratamentos inoculados, quanto nao inoculados, a MST teve
comportamento linear, mas €& possivel verificar que o coeficiente angular dos
tratamentos inoculados foi maior do que os n&o inoculados, refletindo no aumento da
diferenca entre eles ao longo do tempo (Figura 2).

O efeito do N, ao longo do tempo, promoveu ganhos crescentes até os 180
dias para somatodria das alturas e diametros, MSR, MSC, MSP e MST (Figura 3). Por
outro lado, quando a cana-de-agucar nado foi adubada com a dose de 50 kg de N,
verificou-se que as plantas apresentaram baixo desenvolvimento e a diferenca entre
as adubadas foi visualizada ja a partir da segunda amostragem (Figuras 3).

O numero de perfilhos teve um comportamento similar ao da MSF, houve
crescimento até os 135 DAT, estabilizando-se apds este periodo e, segundo Orlando
Filho e Rodella (1995) e Simdes et al. (2005), devera diminuir apds este periodo por
coincidir com os efeitos de competicdo e auto-sombreamento ou fechamento da

cultura.

Em relacdo a parte aérea, apenas colmos e palha responderam a inoculagao
e a interacdo com N. A maior producao de palha pode ser efeito da deficiéncia de N,
pois houve o crescimento da planta e, possivelmente, diluicdo do N do fertilizante
absorvido. Segundo Hawkesford et al. (2012), quando ocorre a caréncia de N, a
planta passa a mobiliza-lo de folhas mais velhas para as mais jovens, promovendo

uma clorose generalizada e senescéncia de folhas (formagao de palha) (Figura 3).
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Figura 3. Numero de pefilhos, somatéria das alturas e didmetros e massas de matéria seca de raizes, colmos, folhas,
palha e total por vaso, com e sem nitrogénio, na dose de 50 kg ha™', em fungdo do tempo.
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O aumento da produgao de palha também pode explicar o comportamento da
MSF que, apdés os 135 DAT, demonstrou uma reducdo no acréscimo de matéria
seca, mesmo nos tratamentos com N, enquanto a MSP (folhas secas) apresentou
um crescimento linear sem N e exponencial com N (Figura 3).

Ao observar as interagdes, verificou-se que as respostas a inoculagdo sao
causadas pela interacdo | x N, inclusive para o numero de perfilhos que nao

apresentou resposta ao fator inoculagao isoladamente (Tabela 9).

Nos desdobramentos das interagdes significativas de | x N (Figura 4) foi
constatado que, quando o inoculante foi associado ao fertilizante nitrogenado, houve
acréscimos significativos em todas as variaveis em relagado ao uso apenas do N. Os
ganhos para numero de perfilhos, somatéria das alturas e didmetros, comprimento
de raizes, MSC, MSP e MST foram de 12, 23, 15, 30, 17, 30 e 14%,
respectivamente. Similarmente aos resultados obtidos por Muthukumarasamy et al.
(2006), verificou-se que bactérias diazotroficas influenciam positivamente a

producao de massa de matéria seca total.

Estudos de diversos autores (HARI; SRINIVASAN, 2005;
MUTHUKUMARASAMY et al.,, 2006; GOSAL et al.,, 2012) constataram que
bactérias promotoras de crescimento possibilitam a redu¢do no uso de fertilizantes.
No Brasil, sdo observadas baixas respostas de cana-planta ao uso de nitrogénio,
possivelmente pela matéria organica (M.O.) presente no solo suprir boa parte da
necessidade da cultura e pela provavel ocorréncia da fixagao biolégica (ROSSETTO
et al., 2010; URQUIAGA et al., 2012). Ja Oliveira et al. (2006), observaram que as
maiores respostas ao uso de bactérias diazotréficas ocorriam em solos de média e
baixa fertilidade. Como no presente estudo, foi utilizado um solo de baixa fertilidade
e com baixo teor de M.O. (2,0 g dm™), verificou-se respostas altamente significativas
ao uso de nitrogénio e o incremento ocasionado pelo inoculante foi devido a

interagdo com nitrogénio.
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Figura 4. Desdobramento da interagdo entre Inoculagdo e Doses de N para: a)
nuamero de perfilhos, b) somatdria das alturas, c) somatéria dos didmetros,
d) comprimento radicular, €) matéria seca de colmos, f) matéria seca de
palha e g) matéria seca total. Letras diferentes indicam diferenca
significativa pelo teste Tukey a 5%, sendo que maiusculas comparam
inoculagdo dentro de doses de N e minusculas comparam doses de N
dentro de inoculagao.
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Na Tabela 9 é possivel observar que o indice SPAD, relacdo da parte aérea
pelo sistema radicular (RPASR), taxa de crescimento relativo (TCR), taxa de
producdo de matéria seca (TPMS) e indice de area foliar (IAF) ndo foram
influenciados pela inoculagdo, mesmo quando combinados a adubagao nitrogenada.
Para RPASR, tanto tratamentos inoculados, quanto n&o inoculados, verificou-se uma
redug&o nos valores ao longo do tempo, indicando uma caréncia de N (Figura 5).

Por outro lado, todos os fatores foram influenciados pela aplicagdo de N
(Tabela 9).

Ao se observar o comportamento do indice SPAD, a RPASR e o IAF no
tempo em funcdo da aplicacdo de N, verificaram-se indicios de que, mesmo nos
tratamentos adubados, houve deficiéncia de N, indicando que as bactérias nao

conseguiram suprir a necessidade das plantas (Figura 6).

O indice SPAD reflete teores relativos de clorofila, ou seja, indica a
intensidade da coloracao verde na folha. Como a clorose ficou mais evidente ao
longo do tempo, os valores deste indice também foram reduzidos, tanto para 0

quanto para 50 kg ha™'de N, demonstrando a diluigdo e deficiéncia de N (Figura 6).

De acordo com Hawkesford et al. (2012), quando ha deficiéncia de N, além
dos sintomas mencionados anteriormente, podem haver redugdes no alongamento
foliar e na RPASR, ja que o sistema radicular pode continuar a se desenvolver em
relacdo a parte aérea por necessitar explorar um maior volume de solo,
compensando a caréncia . O IAF aumentou até os 135 DAT, periodo no qual,
possivelmente, o suprimento de N foi suficiente. Ao reduzir o suprimento abaixo da
necessidade da planta (apos os 135 DAT), o IAF teve seus valores reduzidos (Figura
6). Além disso, a reducao no IAF também pode ocorrer porque. apds o periodo de
intenso crescimento (por volta de 180 dias), a cana passa a evitar gastos de energia
para producéao folhas verdes por iniciar o processo de maturagao e também porque,
devido a redugao do numero de perfilhos (Figura 3), ha consequente redugédo da
area foliar (AQUINO; MEDINA, 2014).

Tanto para RPASR, quanto IAF, os valores dos tratamentos ndo adubados se

mantiveram estaveis (Figura 6).



37

Tabela 10. indice SPAD, relacdo da parte aérea pelo sistema radicular (RPASR),
taxa de crescimento relativo (TCR), taxa de produgdo de matéria seca
(TPMS) e indice de area foliar (IAF) de plantas de cana-de-agucar
cultivadas em vasos até os 180 DAT em fungéo da aplicagdo de inoculante
e doses de nitrogénio.

SPAD RPASR TCR TPMS IAF
Fatores A 4o A 2 40 A
(gg dia”) (gm~dia’)
Sem inoculante 29,98 1,83 0,03 3,13 0,45
Com noculante 29,37 1,80 0,02 3,50 0,47
0 kg ha' de N 27,05b 1,41b 0,02b 0,59b 0,11b
50 kg ha'deN 32,30a 2,22 a 0,03 a 6,04 a 0,82 a
45 DAT 39,24 a 2,40 a 0,05a 0,72b 0,10 c
90 DAT 30,11 b 1,84 b 0,03b 3,34 0,29b
135 DAT 25,98 bc 1,51b 0,01c 4,32 a 0,78 a
180 DAT 23,36 C 1,51b 0,01c 4,88 a 0,69 a
Teste F
Inoculante (I) 0,28 ns 0,09 ns 0,84 ns 0,62 ns 0,30 ns
Nitrogénio (N) 21,05 ** 64,76 ** 53,63 ** 138,88 ** 429,13 **
Epoca (E) 37,06 ** 17,17 ** 111,51 ** 15,77 ** 86,15
IXN 0,05 ns 0,54 ns 10,00 ns 0,80 ns 0,61 ns
IXE 0,77 ns 1,18 ns 0,63 ns 0,07 ns 0,47 ns
NxE 3,90 * 8,40 ** 14,27 ** 13,94 ** 70,36 **
IXNXE 0,03 ns 0,07 ns 0,45 ns 0,14 ns 0,49 ns
CV(%) 15,41 22,26 27,17 55,89 29,75

Médias seguidas pela mesma letra, em colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5
% de probabilidade; * e ** significativo a 5 e 1%, respectivamente; ns: ndo significativo. DAT: dias

apos o transplantio. CV: coeficiente de variagao.
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Figura 5. Relagdo entre producdo de matéria seca na parte aérea pelo sistema
radicular (RPASR), com e sem inoculagao, em fungdo do tempo.
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A taxa de crescimento relativo (TCR) apresentou maiores valores na fase

inicial e foi reduzindo até estabilizar, dos 135 DAT em diante, tanto para tratamento

com ou sem aplicagédo de N (Figura 6). Este comportamento é atribuido ao aumento

da competicao intraespecifica por fatores responsaveis pelo crescimento, como:
nutrientes, luz e difusdo do CO, dentro do stand (GAVA et al, 2001; AQUINO;

MEDINA, 2014).

4
5 @) Com Nitrogéni S 0 Com Nitrogénio
© Com Nitrogenio E. 3 y = 0,0001x2 - 0,0341x + 4,528
40 A y =-0,1487x + 49,025 o R2 = 0 9905**
R? = 0,9664** s3 ’
g 35 g 8 25 -
@
© 30 1 £5
g E2 21 4 e Nitrostn
= 55 | ° c3 SET Nitrogénio
® Sem Nitrogénio '§ % 15 ] y = 16,6656
20 y = 0,001x2 - 0,2998x + 46,041 2 ' ° ®
R2=0,9233*
15 T T T T T T T 1 T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 40 60 80 100 120 140 160 180
Dias ap6s o transplantio (DAT) Dias ap6s o transplantio (DAT)
- 0 Com Nitrogénio
E 0,06 A y =-0,00000125x3 + 0,0004x?2 - 0,0296x + 0,7625
° R?=1,00** 8 4 o
+, 0,05 4
= < L
o 0,04 4 S g 0 Com Nitrogénio
2 X y = -0,0005x2 + 0,1759x - 5,7374
5 003 1 = R2=0,9883**
£ 002 2 47
5 o
§ 0,01 [ ® Sem Nitrogénio
8 ® Sem Nitrogénio 2 1 y = 16,6656
; 01 y= -0,00000006)(2: O,E%%gixz -0,003x + 0,14 . a °
= \J
< -0,01 . . —— . . . 0 ; ; ; ; ; . .
40 60 80 100 120 140 160 180 40 60 80 100 120 140 160 180

Dias ap6s o transplantio (DAT)

=
[3;]
'

o
[3;]
'

Indice de area foliar (IAF)
[

0

0 Com Nitrogénio
y =-0,00000125x3 + 0,0004x? - 0,0296x + 0,7625
R2 = 1,00%*

® Sem Nitrogénio
y =0,1065625

Dias ap6s o transplantio (DAT)

40

80 100 120 140 160 180

Dias ap6s o transplantio (DAT)

60

Figura 6. indice SPAD, relacdo da parte aérea pelo sistema radicular, taxa de
crescimento relativo, taxa de produgao de matéria seca (TPMS) e indice de
area foliar, com e sem nitrogénio, na dose de 50 kg ha™', em funcdo do

tempo.
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A taxa de producdo de matéria seca (TPMS) ndo apresentou crescimento
para tratamentos ndo adubados, mas apresentou um crescimento exponencial para
os tratamentos adubados (Figura 6). Gava et al. (2001) observaram um
comportamento semelhante na TPMS, em que o aumento dos valores foi mais
intenso até os 135 dias e, apds esse periodo, houve um decréscimo. Neste estudo,
este comportamento de decréscimo da TPMS né&o foi visivel por ter durado apenas
180 dias. Os valores médios observados no presente estudo (3,31 g m? dia™)
também foram bem menores em relagéo aos 11,0 g m~ dia” observados por Gava
et al. (2001), por se tratar de um experimento em vasos enquanto o dos autores

mencionados foi um experimento a campo com maior volume de plantas por area.

Existem indicios na literatura de que a inoculacdo com bactérias diazotroficas
pode favorecer, em alguns casos, 0 acumulo e concentragdo de nutrientes nas
plantas pela fixagao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos e Zn, efeito
sobre o crescimento radicular possibilitando captar mais nutrientes, ou até pela
sintese de sideréforos capazes reduzir o Fe** (MUNOZ-ROJAS; CABALLERO-
MELLADO, 2003; SARAVANAN et al., 2007; ESTRADA; 2013; LIN et al., 2012).
Porém, no presente estudo, o inoculante ndo promoveu qualquer efeito sobre os
teores de N, P, K, Ca e Mg, enquanto a aplicagao de N promoveu efeito sobre o N

nas raizes, na parte aérea e Ca e Mg apenas na parte aérea (Tabela 11).

Vale et al. (2011) realizaram um estudo de omissdo de nutrientes sobre os
teores de nutrientes em cana-de-acucar em solug¢ao nutritiva. Os autores verificaram
que, ao utilizarem a solugdo completa (todos nutrientes), os teores de N nas raizes e
parte aérea foram de 10,5 e 22,9 g kg™, respectivamente. Quando o N foi omitido da
solugdo, os teores constatados na raiz e parte aérea foram de 8,1 e 6,8 g kg™,
respectivamente. Tendo estes valores como parametros, verificou-se, no presente
estudo (Figura 7), que as plantas apresentaram, inicialmente, teores de N proximos
aos encontrados pelos autores nas raizes e parte aérea, além de estar na faixa de
teores adequado, de 18-25 g kg™, estabelecido por Raij et al. (1997). Entretanto,
com o crescimento da planta ao longo do tempo, provavelmente o N absorvido foi
diluido, chegando a valores de teores de N inferiores aos mencionados por Vale et al

(2011) e da faixa considerada adequada (Figura 7).
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Tabela 11. Teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg) nas raizes (R) e parte aérea (PA)
de plantas de cana-de-agucar cultivadas em vasos até os 180 DAT.

Fatores N-R N-PA P-R P-PA K-R K-PA Ca-R Ca-PA Mg-R Mg-PA
(gkg™)
Sem inoculante 4,53 9,13 0,60 2,06 1,72 16,07 2,24 3,10 0,86 1,81
Com lioculante 4,43 8,81 0,57 1,95 1,66 15,19 2,32 3,04 0,88 1,86
0 kg ha'deN 3,73b 7,00b 0,56 2,08 1,52 15,41 2,36 291b 0,85 1,71b
50 kg ha'deN 523a 10,94 a 0,62 1,94 1,86 15,85 2,20 3,24 a 0,90 1,96 a
45 DAT 7,11 a 16,32 a 0,78 a 3,42 a 0,86b 19,13 a 2,78a 3,59ab 1,24a 2,63 a
90 DAT 476 b 8,84 b 0,53b 2,18 b 1,18b 15,09b 258ab 3,11b 0,89b 1,96 b
135 DAT 3,26 c 6,40 c 0,55b 1,46 C 1,58b 16,31b 2,29b 3,75a 0,78b 1,74 b
180 DAT 2,79 c 4,33d 0,49b 0,98d 3,13a 11,99c 1,47 c 1,85¢c 0,58¢c 1,01 c
Teste F
Inoculante (I) 0,19ns 0,93ns 0,81 ns 1,97ns 0,04ns 329ns 1,13ns 0,94 ns 0,22ns 0,74 ns
Nitrogénio (N) 46,77 ** 142,12* 3,07 ns 311ns 144ns 0,81ns 364ns 454* 143ns 14,04 **
Epoca (E) 78,13 ** 250,14 ** 14,92 ** 181,69* 13,02* 37,01 * 48,66 ** 30,30 * 40,45 ** 101,18 **
IXN 0,12 ns 1,14ns 0,17 ns 0,27ns 0,95ns 0,09ns 1,57ns 1,21ns 0,06 ns 1,21 ns
IXE 0,67 ns 1,65ns 0,75ns 0,67ns 0,82ns 0,84ns 084ns 1,26ns 0,99 ns 1,45 ns
NxE 21,09 ** 64,76 ** 0,09 ns 4,60 ** 2,36 ns 5,86 ** 1,41ns 241ns 0,63 ns 1,75 ns
IXNXE 0,84 ns 1,71 ns 1,92 ns 0,59 ns 3,80 * 1,40 ns 1,53ns 0,30ns 1,79ns 2,22 ns
CV(%) 19,63 14,76 22,61 15,66 66,06 12,45 14,51 20,33 19,80 14,52

Médias seguidas pela mesma letra, em colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade; * e ** significativo a 5 e 1%,

respectivamente; ns: ndo significativo. DAT: dias apds o transplantio. CV: coeficiente de variagao.
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Assim como o indice SPAD, reducdo do IAF e a RPASR (Tabela 10), os
teores de N evidenciaram que houve caréncia de N mesmo nos tratamentos que
receberam aplicagdo do adubo nitrogenado. A quantidade aplicada parece ter sido
suficiente apenas na fase inicial. Durante o periodo de conducdo do experimento
houve um regime intenso de chuva, o que também pode ter ocasionado perdas do

fertilizante aplicado.

Além disso, os teores baixos de N em tratamentos inoculados dao evidéncias
de que o crescimento observado nas plantas se deu mais em fungao dos efeitos
fisiolégicos das bactérias do que de fixagao biolégica de nitrogénio. Caso tenha
ocorrido, a FBN parece nao ter sido suficiente para suprir as necessidades da planta
(Tabela 11).

-
o
J

0 Com Nitrogénio

)

-1

& 94 219 y =0,001x2 - 0,3591x + 35,807
rli X P b3
2 . 0 Com Nitrogénio = Re=0,9959
o y = 0,0004x2 - 0,1458x + 14,982 s 171 ® Sem Nitrogénio
8 7 - R2=0,9975** '@ 15 A y = -0,0000099x3 + 0,0036x2 - 0,4462x + 24,318
E e 13 | R? = 1,00%*
%) 6 - g
© =11
= 51 c
) = 9
T4 5
S ® Sem Nitrogénio T 7
= 34 y=-0,017x + 5,6453 E 5 |
R2 =0,9873**
2 T T T T T T T 3 T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 40 60 80 100 120 140 160 180
Dias ap6s o transplantio (DAT) Dias ap6s o transplantio (DAT)

Figura 7. Teor de nitrogénio nas raizes e na parte aérea de plantas de cana-de-
agucar, com e sem nitrogénio, na dose de 50 kg ha™’, em funcéo do tempo.

O Ca e o Mg apresentaram teores considerados adequados na parte
aérea das plantas e, possivelmente, o efeito da adubacdo com N promoveu maior
concentragdo de Ca e Mg devido ao aumento do volume das raizes, possibilitando
maior captacdo. Além disso, o Ca esta diretamente relacionado ao crescimento do

sistema radicular.
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Os teores de P e K ndo apresentaram resposta a inoculagcdo nem a
adubacdo, mas seus teores na parte aérea das plantas estavam nas faixas

consideradas adequadas (RAIJ et al., 1997).

Na Tabela 12 estdo apresentados os valores do acumulo de nutrientes no
sistema radicular e na parte aérea em funcédo da inoculagdo e da aplicacédo de N.
Nao foi observado efeito do inoculante sobre o acumulo de nutrientes na parte aérea
e no sistema radicular, no entanto a aplicacdo de N foi altamente significativa para
ambas as partes da planta, assim como observado por Franco et al. (2007) em

cana-planta (Tabela 12).

Franco et al. (2007) sugeriram que o nitrogénio promove maior acumulo de
matéria seca por favorecer uma maior superficie especifica e, consequentemente,
ao explorar um maior volume de solo, as raizes absorvem mais agua e nutrientes. A
partir dos dados da Tabela 9 é possivel confirmar esta observagao, pois os valores
de matéria seca das raizes e comprimento radicular foram cerca de sete vezes
(700%) superiores as médias dos tratamentos sem N. Isto explica o maior acumulo
de todos os nutrientes analisados quando aplicado fertilizante nitrogenado (Tabela
12). Os maiores acumulos de nutrientes ocorreram na parte aérea em relagdo ao
sistema radicular, também devido ao maior acumulo de matéria seca. O nitrogénio
promoveu maior acumulo de nutrientes, independente da inoculagdo, nas seguintes
ordens decrescentes de grandeza: K> N > Ca > Mg > P na parte aéreae N > K >

Ca > Mg > P nas raizes (Tabela 12).

A adubagédo com N em relagao a testemunha promoveu ganhos no acumulo,
na parte aérea e sistema radicular, de N, P, K, Ca e Mg de aproximadamente dez e
sete vezes, respectivamente (Tabela 12). De acordo com Franco et al. (2007) o
nitrogénio apresenta efeito sinérgico no acumulo dos demais nutrientes,
principalmente nas raizes. O maior acumulo de nutrientes, principalmente o N, pode
ser explicado pelo fato de que, por volta de 170 dias de ciclo, a planta passa a
mobilizar os nutrientes da parte aérea para o sistema radicular, estimulando a

emissdo de novas raizes e aumentando o volume de solo explorado (GAVA, 1999).
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Tabela 12. Acumulo de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg) nas raizes (R) e parte aérea (PA)
de plantas de cana-de-agucar cultivadas em vasos até os 180 DAT.

Fatores NR NPA PR  PPA KR KPA CaR CaPA MgR MgPA
(g vaso™)

Sem inoculante 0,101 0,316 0,017 0,064 0,074 0,683 0,055 0,143 0,022 0,077
Com inoculante 0,111 0,378 0,017 0,069 0,088 0,774 0,065 0,168 0,023 0,086

Okgha'deN 0,025b 0,060b 0,004b 0017b 0,014b 0,149b 0,016b 0,026b 0,006b 0,015b
50kgha’deN 0,187a 0633a 0029a 01117a 0,147a 1,309a 0,104a 0,285a 0,039a 0,148a

45 DAT 0,021¢ 0,128b 0,002d 0,023b 0,002c 0,136¢c 0,009c 0,025¢c 0,004d 0,019c
90 DAT 0,087b 0,378a 0,009c 0,074a 0,023bc 0,555b 0,041b 0,122b 0,016¢c 0,078b
135 DAT 0,128b 0,438a 0,023b 0,087a 0,077b 1,058a 0,092a 0,246a 0,031b 0,122a
180 DAT 0,189a 0444a 0,033a 0085a 022a 1,167a 0,097a 0229a 0,04a 0,108 ab

Teste F
Inoculante (I) 0,66ns 3,63ns 0,29ns 1,09ns 0,74ns 29ns 298ns 175ns 0,77ns 1,03 ns
Nitrogénio (N) 178,19 ** 310,87 ** 272,64 ** 499,60 ** 68,22 ** 484,64 ** 234,28 ** 184,87 ** 274,98 ** 245,79 **
Epoca (E) 33,69 ** 20,97 ** 76,34 ** 43,32* 37,15* 81,75* 5479* 2912* 62,6* 28,82 *

IXN 0,62ns 3,46 ns 1,22 ns 1,03ns 2,01ns 3,39ns 3,50ns 2,00ns 1,30ns 0,65ns

IXE 060ns 098ns 0,03ns 240ns 0,74ns 228ns 061ns 043ns 0,08ns 1,30 ns

NxE 25,39 ** 17,34 ** 56,00* 35,09* 2595* 58,39* 4122* 23,28** 49,05* 23,99 **
IXNXE 1,14 ns 1,09ns 0,79ns 254ns 224ns 263ns 094ns 047ns 0,74ns 1,38 ns
CV (%) 45,68 37,49 37,01 26,66 79,47 28,92 38,20 48,92 36,00 41,82

Médias seguidas pela mesma letra, em colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade; * e ** significativo a 5 e 1%,
respectivamente; ns: ndo significativo. DAT: dias apds o transplantio. CV: coeficiente de variagao.
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Este comportamento seria um reflexo fisiolégico da maturagéo, pois, desta
forma, a planta passa aumentar sua reserva de nutrientes nas raizes para seu
desenvolvimento no proximo ciclo (GAVA, 1999; VITTI et al., 2011).

Apesar do acumulo de matéria seca total dos tratamentos inoculados serem
superiores a matéria seca total dos nao inoculados (Tabela 9), isto nao refletiu de
forma estatistica em maior acumulo total de nutrientes, mesmo aparentando ser

ligeiramente superior (Figura 8).
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Figura 8. Acumulo de nutrientes nas raizes, parte aérea e planta toda, em plantas de
cana-de-acucar cultivadas em vasos até os 180 dias apds o transplantio,
em relacdo a aplicagcéo de inoculante. Letras diferentes indicam diferenca
significativa do acumulo total de nutrientes pelo teste Tukey a 5%.

Ja para o acumulo total em funcdo das doses de N, é possivel observar a
grande diferenca que o N promoveu em relagdo aos tratamentos ndo adubados,
concordando novamente com a afirmacdao de Franco et al. (2007) quanto ao
sinergismo do N no acumulo de nutrientes (Figura 9).
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Figura 9. Acumulo de nutrientes nas raizes, parte aérea e planta toda, em plantas
de cana-de-agucar cultivadas em vasos até os 180 dias apds o tranplantio,
em relagdo as doses de nitrogénio. Letras diferentes indicam diferenca
significativa do acumulo total de nutrientes pelo teste Tukey a 5%.

Os acumulos de N nas raizes apresentaram um ligeiro aumento dos 135 para
os 180 DAT, enquanto a parte aérea apresentou uma reducado (Tabela 13).
Possivelmente tenha ocorrido uma mobilizagdo de N da parte aérea para as raizes
com a finalidade de aumentar suas reservas (GAVA, 1999; VITTI et al., 2011). Foi
possivel observar que as médias dos tratamentos com inoculante foram 36%
superiores as médias dos tratamentos apenas com adubo nitrogenado. Isso seria
um reflexo do maior acumulo de biomassa pelos tratamentos inoculados (Tabela 9)
e da média do teor de N na parte aérea, por ser superior ao do nao inoculado
(Tabela 13).

O NPPF (g vaso™) no sistema radicular ndo sofreu influéncia da inoculagdo e
nem da época avaliada. Na parte aérea, o inoculante promoveu aumento de 33% do
NPPF em relagdo ao nao uso do inoculante (Tabela 13). Provavelmente isto tenha
ocorrido pelas alteracbes que as bactérias podem causar no sistema radicular
(GOSAL et al,, 2012), pois, apesar da massa do sistema radicular ndo ter sido
alterada pela inoculagdo, o comprimento radicular foi (Tabela 9). Isto propicia a
planta maior capacidade de interceptacdo de agua e nutrientes.
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Tabela 13. Nitrogénio total acumulado, nitrogénio na planta proveniente do
fertilizante (NPPF) e eficiéncia da utilizacdo do fertilizante nitrogenado
(Eufn) nas raizes, parte aérea e na planta toda de cana-de-agucar cultivada
em vasos, nos tratamentos com uso de fertilizante nitrogenado ("°N), aos
135 e 180 dias apds o transplantio (DAT).

Tratamentos Raiz Parte Aérea
135 DAT 180 DAT Médias 135 DAT 180 DAT Médias
Teor de N (g kg™)
50 kg N 4,08 2,98 3,53 6,30 4,00 515b
INOC + 50 kg N 413 3,00 3,56 7,55 443 5,99 a

N Acumulado (g vaso™)
50 kg N 0,2858 0,3348 0,3103 0,7190 0,7033 0,7111b
INOC +50kgN 0,3070 0,3525 0,3298 1,0105 0,9300 0,9703 a

NPPF (g vaso™)
50 kg N 0,2264 0,2388 0,2326 0,6094 0,4781 0,5438b
INOC +50kg N 0,2385 0,2607 0,2496 0,7972 0,6532 0,7252 a

NPPF(%)
50 kg N 79,21 71,33 75,00 84,76 aA 67,98aB 76,47
INOC+50kgN 77,69 73,96 75,68 78,89bA 70,24aB 74,74
Eufn (%)
50 kg N 4,53 4,78 4,65 12,19 9,56 10,88 b
INOC + 50 kg N 4,77 5,21 4,99 15,95 13,06 14,50 a
Eufn Planta Toda (%)
135 DAT 180 DAT Médias
50 kg N 16,72 14,34 15,53
INOC + 50 kg N 20,72 18,28 19,50

Médias seguidas de letras distintas mindsculas em colunas e mailsculas nas linhas (comparando
épocas) diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. INOC: inoculante.
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Na Tabela 13 sdo observados os valores de N acumulado na planta,
nitrogénio proveniente do fertilizante (NPPF) e eficiéncia da utilizacdo do fertilizante
nitrogénio (Eufn) no sistema radicular e parte aérea para os tratamentos com

aplicagao de nitrogénio (com e sem inoculagéo) aos 135 e 180 DAT.

Em relagdo a NPPF (%), verificou-se de forma nao significativa uma reducao
dos 135 para os 180 DAT e de forma significativa a parte aérea. Esta redugéo pode
estar relacionada a perdas gasosas do N pela parte aérea da planta (FRANCO et al.
2008). O restante do N presente na planta (cerca de 25%) pode ter vindo de fontes
como a M.O. do solo (mesmo sendo baixa), chuvas, além da prépria fixagao

biolégica de N.

A parte aérea teve melhor Eufn em relagdo as raizes. O inoculante nao
aumentou a Eufn nas raizes, mas ela foi significativa na parte aérea fazendo com
que apresentasse valores 33% superiores ao tratamento ndo inoculado na parte
aérea (Tabela 13). A Eufn na planta toda evidenciou as possiveis perdas de N das

folhas devido a reducao entre o periodo de 135 a 180 DAT.

De um modo geral, verificou-se que o aumento dos valores de Eufn (Tabela
13) atribuidos a inoculacdo foram maiores devido ao maior volume de raizes
formado (Tabela 9), que permitiu uma captacdo mais eficiente do fertilizante

aplicado.
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5. CONCLUSOES

1. Na formagdo de mudas pré-brotadas (MPB) da variedade RB867515, a
inoculacdo resultou em aumento na velocidade de brotagdo e no acumulo de matéria

seca das raizes e parte aérea, independente da quantidade de reserva da gema.

2. A inoculagdo associada ao nitrogénio, em solo de baixa fertilidade, promoveu
ganhos no crescimento inicial da parte aérea (até os 180 DAT), aumentando o
perfilhamento, altura, diametro e producdo de matéria seca de colmos, palha e total

das mudas.

3. A utilizagdo do inoculante ndo resultou em incrementos na matéria seca de raizes,

porém promoveu aumento no comprimento radicular.

4. O inoculante n&do promoveu maior acumulo de nutrientes e nem aumento nos
teores de N. O nitrogénio promoveu maior acumulo de nutrientes e, inicialmente,

promoveu maiores teores de N que foram reduzidos ao longo de tempo.

5. O inoculante favoreceu a eficiéncia da utilizagdo do fertilizante nitrogenado na

parte aérea da planta.

6. Os resultados demonstraram que o inoculante apresentou efeito promotor de

crescimento em plantas.
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Figura 1. Comparativo entre quantidade de reserva nas gemas dos tratamento sem
e com inoculante(a); comparativo entre a quantidade de reserva nas gemas
dos tratamentos nao inoculados(b) e inoculados (c); comparativo entre
tratamentos sem e com inoculante em gemas com 1,5 g (d), 3,0 g (e) e 4,5
g (f).
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Figura 2. Plantas dos tratamentos sem e com inoculante combinados com as doses
de 0 e 50 kg ha™' de N, apds colheitas aos 45, 90, 135 e 180 DAT.



