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RESUMO

SILVA, Marinete Flores. Uso de Inoculante Polimérico contendo Bactérias Diazotroficos na
Cultura da Cana-de-Acucar 2009 8f Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo).
Instituto e Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federa Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica-RJ, 2009.

O objetivo foi avaliar a eficiéncia de inocul antes polimeéricos a base de carboximetilcelulose
(CMC) e amido como veiculo de inoculacdo das bactérias diazotrdéficas endofiticas na cana-
de-agUcar. Para isso foram redizados dois testes de sobrevivéncia das bactérias em
laboratério e cinco experimentos, sendo dois na casa-de-vegetacdo e trés no campo
experimental da Embrapa-Agrobiologia, SeropédicaRJ. Foram testadas as variedades
RB72454 e RB867515, sendo a primeira selecionada com potencial para fixagdo biologica
de nitrogénio e a segunda, variedade recém lancada. As bactérias utilizadas foram BR11281,
BR11335, BR11504, BR11145, BR11366. Como veiculos poliméricos foram testadas uma
proporcdo 60:40 de CMC e amido em concentragdes |IPC 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 gL*
compatibilizadas e ndo compatibilizadas com MgO 2% e IPC 2,2 n&o compatibilizada. Nos
ensaios de laboratorio foi avaliada a sobrevivéncia das bactérias nos veiculos polimeéricos;
nos experimentos na casade-vegetacdo foi avaliado os inoculantes poliméricos contendo
bactérias aplicadas em mini toletes da variedade RB72454 de cana; nos experimentos a
campo foram avaliados os inoculantes poliméricos contendo as bactérias aplicadas nos
toletes das variedades de cana-de-aclcar. Os resultados mostraram, no primeiro ensaio de
laboratério, que o veiculo polimérico IPC 0,8 compatibilizado ou n&o, apresentou
sobrevivéncia das estirpes RB11281 e BR11145 ao redor de 10° cdulas mL™* até 120 dias de
armazenamento. No segundo ensaio de laboratorio o veiculo polimérico IPC 0,8 ndo
compatibilizado apresentou sobrevivéncia das estirpes individualizadas ao redor de 10°
células até 15 dias e no polimero IPC 2,2 a sobrevivéncia das células foi a0 redor de 108 aé
60 dias de armazenamento. NoOs experimentos na casa-de-vegetacdo as plantulas da
variedade RB72454 apresentaram resposta quando inoculadas com os polimeros, onde
foram observados aumentos médios de até 181% na producdo de fitomassa seca e aumentos
médios no nitrogénio total de 122% em relacdo ao controle ndo inoculado. Nos
experimentos de campo foram observados efeitos positivos do uso dos polimeros contendo
as bactérias sobre a produtividade na cana-planta, das variedades RB72454 e RB867515 de
50 Mg ha' e 30 Mg ha'* respectivamente, em relacdo ao controle absoluto e na produco de
fitomassa seca da variedade RB867515 um aumento de 18 Mg ha’ em relacso ao controle.
Na cana-soca a inoculagdo proporcionou um aumento sobre a produtividade de 24 Mg ha'™
para a RB72454 em relagcdo ao controle absoluto sendo estatisticamente igual ao tratamento
adubado com 120 kg N ha'* indicando a existéncia da interacdo entre os fatores testados.

Palavras-chave: Poacea. Inoculante polimérico. Bactérias endofiticas.



ABSTRACT

SILVA, Marinete Flores da. Use of Polymeric Inoculant with Diazotrophic Bacteria to
Sugarcane Crop. 2009 80f Tese (Doctor in Agronomy, Soil Science). Institute of
Agronome, Departament of Soil, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica
- RJ, 2009.

The am of this work was to evaluate the efficiency of polymer-based inoculants on
carboximetilcelulose (CMC) and starch as a vehicle for inoculation of endophytic
diazotrophic bacteria in sugar cane. For that, two tests were performed to assess bacteria
survival under laboratory conditions, and five inoculation trials, two in greenhouse and three
in the field localized at Embrapa-Agobiologia, SeropédicaRJ. The varieties used were
RB72454 and RB867515, the former was selected with the potential to BNF and the latter, a
newly released variety. The bacteria used were BR11281, BR11335, BR11504, BR11145,
BR11366. As polymeric vehicles, one tested different proportions IPC 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8
gL (CMC/starch ratio) compatibilised or not with 2% MgO and IPC 2.2 without
compatibilisation. In the laboratory tests, the survival of bacteria in polymeric vehicles was
evauated. In the greenhouse conditions, the effect of the polymeric inoculant containing
bacteria applied in the settsof RB72454 was evaluated. In the field experiments the effect of
inoculants polymer containing the bacteria applied in the setts of two varieties of sugarcane
were evaluated. The results of the first laboratory tests showed that the treatments with
polymeric vehicle IPC 0.8 with or without compatibilisation maintained the survival of
mixed strains BR11281 and BR11145 around 10° cells mL™? per 120 days of storage.
However, in the second laboratory tests the treastment with the polymeric vehicle IPC 0.8
maintained survivals of individua strains to around 10° cells per 15 days and the polymer
IPC 2.2 to survival of the cells was around 10® per 60 days of storage. Under greenhouse
conditions, the treatments inoculated with polymers vehicles increased the dry matter and
total nitrogen of the plantlets by 181% and 122%, respectively, in comparison with the
treatment without inoculation for RB72454 variety. In the field experiments, the treatment of
inoculation with polymers increased productivity in plant-cane to 50 Mg hal and 30 Mg ha'
! respectively for RB72454 and RB867515 varieties in comparison with absolute control.
The treatment of inoculation with polymeric vehicles increased the dry matter in the cane-
plant of 18 Mg hal in comparison with absolute control. In the ratoon crop inoculation with
polymers increased productivity in 24 Mg ha* for RB72454.These increments observed
were statistically equal to the treatment fertilized with 120 kg N ha'* indicating existence of
interaction between factors tested.

K ey wor ds. Poacea. Polymer inoculant. Endophytic bacteria.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o Brasil apresenta-se como 0 maior produtor mundial de cana-de-agUcar,
seguido por paises de grande expressido como a india, China, Paquistdio e México. No Brasil
esta cultura proporciona a geracdo de cerca de 4 milhdes de empregos diretos e indiretos,
movimentando em torno de 41 bilhdes de reais e recolhendo cerca de 12 bilhGes de reais em
impostos e taxas (Jornalcana, 2008).

Esta cultura apresenta grande importancia no cenario econdmico mundial, pois da sua
industrializacéo séo obtidos o aclcar e o dcool, aém de ser referéncia para 0s demais paises
produtores destes produtos. Possui multipla aplicabilidade podendo ser empregada sob a
forma de forragem, para aimentagdo animal, ou como matéria-prima para a fabricacdo de
rapadura, melado, aguardente e como derivados do aclcar, existem os produtos da
sucroquimica, de onde se pode produzir glicose, frutose, acidos, sorbitol e sucralose, entre
outros. De processos fermentativos, podemse obter acetonas, antibidticos (peniciling,
tetraciclinas), enzimas industriais (amilases, proteases), vitaminas (C, B2, B12), aminoacidos
(lisina, fenilalanina) e insumos bioldgicos para a agricultura como o0s bioinseticidas e
fertilizantes (Brasil, 2008). O etanol tem impulsionado o aumento da producéo da cultura,
com consegqlente aumento de area produzida, um biocumbustivel sustentavel e
reconhecidamente 0 mais benéfico na reducdo da emissdo de gases causadores do efeito
estufa, responsavel pelo aguecimento global. A cultura apresenta melhor balango energético e
menor custo de producdo, fazendo com que se torne uma matriz de energia renovavel e que
vem se consolidando cada vez mais como a cultura que pode proporcionar uma alternativa
energética em substituicdo ao petroleo.

Os adubos minerais tiveram seu uso intensificado a partir da segunda guerra mundial e
desencadeou elevada aplicagdo no setor agricola com o advento da revolucéo verde, gerando
0s pacotes tecnol 6gicos que impulsionaram o uso em larga escala de nitrogénio mineral, sem
preocupacao com os custos ambientais e tornando o agricultor dependente destes pacotes.

A aplicacdo de fertilizantes nitrogenados geralmente implica em perdas por lixiviagao,
volatilizacdo e contaminacdo dos lencdis fredticos devido a liberagdo de nitrato e por fim na
elevacdo do custo final da produgdo. E com o uso indiscriminado, estes fertilizantes
provocaram elevado custo ambiental, principalmente no caso do nitrogénio, que é obtido do
petréleo, recurso natural ndo renovavel. A adubacdo nitrogenada tem destague como uma das
préticas culturais de maior demanda para a cana-de-acucar, e os estudos sobre nitrogénio
apresentam resultados variaveis para a cana-planta e mais constantes na cana-soca.

O uso de insumos biolégicos visando reduzir a aplicagdo de adubos quimicos
agressores do ambiente esta intimamente relacionado com a crescente demanda da sociedade
pela producéo de alimentos, associada a manutencdo da qualidade ambiental que traz para
este seculo um grande desafio que é a integracdo dos fatores biologicos nos sistemas de
producdo. Estudos de inoculacéo de bactérias diazotroficas em diferentes gramineas entre elas
a cana-de-agUcar, tém mostrado potencia para a producdo de inoculantes com base nestes
microrganismos, apesar de o0 efeito positivo estar mais relacionado a producdo de
fitohorménios do que a fixacdo biolégica de nitrogénio propriamente dita O género
Azospirillum & um exemplo da possibilidade de aplicacéo destes microrganismos em culturas
de interesse agricola, sendo o mais estudado. Vé&ios trabalhos foram conduzidos em
diferentes paises do mundo por mais de 20 anos com experimentos de inoculacdo de
Azospirillum em campo e demonstram claramente o aumento da producdo de culturas de
importancia agrondmica em diferentes solos e climas, com sucesso da ordem 60-70% e
incrementos estatisticamente significantes em torno de 5-30% na producéo (Okon &



LabanderaGonzalez,1994), de modo que inoculantes a base de Azospirillum séo
comercializados.

As associacoes entre bactérias diazotroficas e as gramineas, como cana-de-acucar,
arroz, milho, trigo, rgo, entre outras, podem ser utilizadas como alternativa sustentével e
economicamente viavel no sentido da substituicdo parcial das adubages nitrogenadas. Estas
associagdes ndo promovem formacdo de estruturas diferenciadas visiveis, como na simbiose
entre Rhizobium leguminosas.

Estudos redlizados em cana-de-aglcar tém mostrado que a utilizagdo destes
microrganismos pode fornecer quantidades significativas de nitrogénio, chegando a suprir
cerca de 60 a 70% da demanda do nutriente pela planta, através da fxac&o bioldgica de
nitrogénio. Entretanto a contribuicio da FBN € bastante variavel entre as variedades
(Yoneyamaet al., 1997, Biggs et a 2002).

Esta Tese estd baseada na seguinte hipotese: o uso de veiculo inoculante com
diferentes propriedades fisicas e quimicas pode proporcionar respostas diferenciadas quanto a
manutencdo da populacdo dos microrganismos diazotroficos de interesse, e estes poderdo
contribuir de forma diferenciada para a nutricdo de plantas de cana-de-aclcar, reduzindo a
necessidade de aplicacdo de fertilizantes nitrogenados o que consequentemente contribuira
para a adocao desta tecnologia simples para uso agricola. Os objetivos foram:

a - Testar veiculos poliméricos liquidos para verificar qual ou quais podem
proporcionar maior viabilidade, no periodo de armazenamento de 120 dias, das estirpes
BR11281 de Gluconacetobacter diazotrophicus, BR11335 de Herbaspirillim seropedicae,
BR11504 de Herbaspirillim rubrisubalbicans, BR11145 de Azospirillum amazonense e
BR11366 de Burkholderia tropica em mistura, responsaveis também pela fixacdo biologica
de nitrogénio, associadas a cana-de-agUcar;

b - Testar o veiculo polimérico selecionado, no objetivo 1, o polimero gel e o in6eculo
misto para verificar qual ou quais podem proporcionar maior viabilidade, no periodo de
armazenamento de 90 dias das estirpes individualizadas nos veiculos;

c - Inocular e monitorar a populagdo dos microrganismos inoculados nas plantulas de
cana-de-acUcar;

d - Avdiar a aplicacdo dos inoculantes poliméricos contendo microrganismos
endofiticos, em experimentos de curto prazo, sobre o acimulo de fitomassa, brotagdes, altura
e nitrogénio total nas plantulas cana-de-aglcar;

e- Avadiar ainoculacdo dos microrganismos endofiticos na cana-planta e utilizacéo do
inoculante polimérico gel 1PC 2,2 na reinoculagdo da cana-soca sobre a produtividade dos
colmos frescos, producdo de fitomassa seca total e acimulo total de nitrogénio na cana-de-
aclcar e

f - Avaliar a utilizacdo dos inoculantes poliméricos gel IPC 2,2 e o IPC 0,8 na forma
liquida contendo microrganismos endofiticos, sobre a produtividade de colmos, fitomassa
secatotal e acimulo total de nitrogénio na cana-de-acUcar.

O sucesso dessa tecnologia esta relacionado ao eficiente estabelecimento da
associacdo entre a planta e a bactéria, acdo esta resultante de fatores como, condic¢des edafo-
climaticas, interacdo dos microrganismos de interesse com a biota do solo, estirpes
selecionadas e por fim inoculantes de elevada qualidade.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura da Cana-de-Acucar

Origin&ria da Nova Guiné, a cana-de-acUcar foi a primeira atividade agricola no Brasil
que atualmente é seu maior produtor mundial, seguido por paises de expressdo como india,
China, Paquistéo e México. Foi trazida para o Brasil por volta de 1532 por Martim Afonso de
Sousa e passou a ter, desde entdo, significativaimportancia para o pais. (Brasil, 2008).

A cana-de-aglcar € uma graminea semiperene, membro da familia Poaceae
(anteriormente denominada Gramineag), tribo Andropogoneae e género Saccharum, sendo
este género composto principalmente por Saccharum officinarum L, S. spontaneum, S.
robustum, Ssinense e Sbarberi.

Até a década de 70 eram cultivadas entre cinco a seis espécies de cana-de-acucar,
sendo a mais difundida comercialmente no mundo a Saccharum officinarum L., ou cana nobre
(Nogueira, 2001). Entretanto o nimero de variedades de cana sofreu enorme ampliacdo, pois
atualmente existe cerca de 500 variedades produzidas através do melhoramento vegetal da
cana, 0 gque estd diretamente relacionado com o crescimento agricola da cultura sendo
considerado como uma das medidas de avanco da agricultura no pais (Nobrega e Dornelas,
2006).

A cultura apresenta cerca de 8,0 milhdes de hectares cultivados (Ibge, 2009),
representando uma extensa érea territorial, compreendida entre os paralelos 35° de latitudes
Norte e Sul, apresentando melhor rendimento em climas tropicais, com uma producdo
brasileira que supera a marca de 387 milhdes de toneladas, volume processado em 306 usinas
- das quais 236 no Centro-Sul - e que faz do pais 0 maior produtor mundial. A cultura
encontra condigdes climéticas favoréveis para se desenvolver no Brasil (Unica, 2007).

Quase todos os estados brasileiros produzem cana, muito embora 0 maior estado
produtor ainda sgja Sao Paulo, com cerca de 60% da producéo nacional.

O clima ided para a producdo da cana-de-aglcar € constituido por duas estacOes
digtintas. uma quente e Umida que visa proporcionar a germinacdo, perfilhamento e
desenvolvimento vegetativo; seguida de outra fria e seca, para proporcionar a maturagéo e
conseqliente acuUmulo de sacarose.

Atuamente, a cana-de-aglcar tem sido plantada em trés épocas distintas, fevereiro-
maio, junho-agosto e setembro-novembro denominados respectivamente, cana de ano e meio,
cana de inverno e cana de ano.

A principal destinacdo da cana-de-agUcar cultivada no Brasil € a fabricagdo de aglcar e
acool. A cana-de-aclcar é a matéria-prima que permite os menores custos de producéo de
acUcar e dlcool, devido a energia consumida no processo ser proveniente dos seus proprios
residuos e pode apresentar ciclo de cinco anos, cinco cortes, produtividade de 85 Mg ha™
(120-65), rendimento de actcar de 138 kg Mg e rendimento de &cool de 82 L Mg* (Brasil,
2008).

No Brasil, sendo a cultura bem manejada pode contribuir com a reducéo de impactos
ambientais como aquecimento global pela menor liberacdo de gases e aumento do sequiestro
de carbono, constituindo-se num ciclo fechado, onde o CO, eliminado pela queima do & cool
combustivel (energia limpa) é consumido pelas plantas durante a fotossintese. Por possuir
metabolismo fotossintético C4, a cana-de-aclcar, € considerada de dta eficiéncia na
conversdo de energia radiante em energia quimica, com taxas fotossintéticas calculadas em
aé 100 mg de CO, fixado por dnt de rea foliar por hora ano (Rodrigues, 1995).



Noébrega & Dornelas (2006) citam que por ser a cana sensivel a luz (fotoperiodo) e
responsiva a flutuacbes ambientais, mesmo de peguena magnitude, os gendtipos apresentam
comportamento diferenciado nas varias regides. Quando gendtipos de cana sdo avaliados em
ambientes contrastantes, freqlientemente ocorrem variagbes no posicionamento relativo dos
mesmos. Deste modo a interago entre gendtipo e ambiente assume grande importancia.

As maiores produtividades tem sdo alcancadas atualmente com variedades como a
RB72454, SP813250, SP911049, SP832847, IAC873396, RB867515 e as mais novas
variedades langadas pelo Programa Cana — IAC: [ACSP933046, |ACSP942101,
|ACSP942094, IACSP944004 (Landell et al. 2006).

2.2 Adubacao Nitrogenada em Cana-de-acucar

O ciclo do N apresenta uma dinamica complexa, por sofrer varias transformacdes, por
sua mobilidade no sistema solo-planta e os fertilizantes nitrogenados aplicados no solo
passam por uma série de transformagfes quimicas e microbianas, que podem resultar em
perdas (Vitti et a, 2007). Stipp & Prochnow, 2008 relatam que os fertilizantes sdo primordiais
para impulsionar a producdo de alimentos no mundo, sendo o Brasil ocupante da quarta
posicéo entre os maiores consumidores desses insumos e participando com apenas 2% na
producdo mundia. Dentre os fertilizantes nitrogenados, a uréa € o que apresenta 0 maior
potencial de perdas de NHz por volatilizaggdo. Entretanto, alternativas de manegjo propostas
para reduzir ou mesmo eliminar as perdas de N por volatilizacgo esta a incorporacdo da uréia
ao solo, a 0,05-0,10 m de profundidade seguido de irrigacdo ou chuva que podem favorecer
maior incorporacéo do N ao solo.

De acordo com a literatura relacionada ao manegjo do nitrogénio na cana-de-acticar,
existe fata de resposta da cana-planta a0 nutriente, enquanto na cana-soca esse efeito €
contrario, havendo resposta da planta a adugdo minera nitrogenada. Na cana-planta, a
adubacdo nitrogenada é com freqiiéncia utilizada em diversas regifes produtoras de cana-de-
acUcar. Embora, os efeitos da referida pratica no rendimento agricola seja discutivel (Azeredo,
1986).

Vitti (2005) relata que a adubag&o nitrogenada varia de cana-planta para cana-soca,
devido ao fato da cana-planta apresentar associacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio do ar,
em razéo da presenca de agUcar no tolete, além da mineralizacdo da matéria organica do solo,
dos restos culturais da prépria cana, do sistema radicular mais vigoroso, contribuicdo do N
contido no colmo-semente, lixiviagdo sofrida pelo elemento, enquanto na cana-soca ndo ha
mais associagdo entre as bactérias fixadores de N, e as raizes, devido a morte do sistema
radicular e ndo mais presente o tolete sendo necessario a adubacdo nitrogenada. Estudos
mostram que a extracdo do N pela cultura é grande, cerca de 100 a 130 kg ha™* de N, e as
doses aplicadas como fertilizantes sfo de apenas 30 a 60 kg ha™* de N. Estima-se que possa
haver resposta a adubacéo nitrogenada em 30% dos plantios de cana (Rossetto & Dias, 2005).

Azeredo et a. (1986) com o objetivo de avaliar a resposta das variedades CB45-3 e
NA56-79 de cana-planta a quatro doses de nitrogénio 0, 60, 120 e 180 kg N ha'aplicados de
uma sO vez no sulco de plantio e seis fracionamentos, sendo dois para cada dose, com
aplicacbes no plantio, aos quatro meses e aos oito meses nos estados do Rio de janeiro, Minas
gerais, Espirito Santo e Bahia verificaram que houve resposta da cana-planta a adubagdo
mineral nitrogenada em 22% dos 135 ensaios, e que a aplicagdo do fertilizante totalmente no
plantio, foi mais eficiente que o parcelamento.

Lima et a. (2006) estudando o efeito da adubagdo mineral (nitrogénio, fosforo e
potéssio) sobre a quantidade de perfilhos, teor de sacarose e producdo de colmo das cultivares
CB 45-3, NA 56-79 e SP 79-1011 de cana-de-agUcar verificaram que a adubacdo mineral com
nitrogénio, fosforo e potassio ndo proporcionou efeito na melhoria da producéo de colmo, no
teor de sacarose e no perfilhamento das cultivares de cana-de-acUcar, realizada em agricultura



de sequeiro e que as cultivares de cana-de-aglcar NA 56-79 e SP 79-1011 foram as que
apresentaram melhores respostas em produtividade nas condic¢des do experimento.

2.3 Bactérias Diazotr oficas

As bactérias diazotréficas de vida livre, capazes de sobreviver no solo e também
colonizarem plantas desde que o ambiente seja favoravel a proliferacdo celular, foram as
primeiras a serem reconhecidas, como € o caso de Bejerinkia fluminensis e Beijerinkia
indica, isoladas da rizosfera de plantas de cana-de-agUcar crescidas em solos tropicais, tendo
sido demonstrado o seu potencial em se associar com gramineas (Dobereiner & Ruschel,
1958; Dobereiner, 1959). Estas bactérias colonizam preferencialmente o rizoplano e a
rizosfera de plantas de cana-de-acUcar, em gue os exudados, principalmente acUcares, estéo
envolvidos nesta associacao, pois as bactérias sdo encontradas principalmente em éreas onde
estes compostos sdo liberados (Ddbereiner & Alvahydo, 1959).

Bactérias diazotroficas associativas como os Azospirillum apresentam atualmente sete
espécies e crescem amplamente na rizosfera de gramineas (Kennedy & Tchan, 1992) Também
S80 capazes de penetrar nas raizes e crescer endofiticamente nos espagos intercelulares
(Sumner, 1990). A. brasilense e A. lipoferum séo frequentemente encontradas colonizando a
maioria das plantas de regides tropicais e temperadas, tendo sido isoladas em gramineas
crescidas no Artico. As espécies citadas e 0 Azospirillum amazonense tém sido isolados em
milho, arroz, cana-de-agUcar, sorgo, palmeiras e fruteiras (Reis, 2006). Na cana-de-acUcar
tanto o A. brasilense quanto o A. lipoferum sdo encontrados em raizes, colmos e folhas
enquanto Azospirillum amazonense é encontrado em raizes e colmos (Reis et al., 2000).

Bactérias diazotroficas endofiticas como os Herbaspirillum apresentam atualmente
cerca de onze espécies. Entretanto a primeira espéecie descrita foi Herbaspirillum seropedicae
(Baldani et al., 1986) isolada da rizosfera, rizoplano e raizes desinfestadas de arroz, milho,
sorgo e também isolada de raizes, folhas e colmos de cana de agUcar cultivada no Brasil
(Baldani et al., 1996a) e na Austrdlia (Boddey et a., 1998), dendezeiro e pupunheira (Ferreira
et al., 1995), bananeira (Cruz et al., 2001), capim elefante (Reis et al., 2000) e arroz inundado
(Rodrigues, 2004; Brasil, 2005). H. rubrisubalbicans (Gillis et al., 1991; Baldani et 4d.,
1996b) tem sido encontrada em associagdo com cana-de-aclcar e raizes de Digitaria insularis
crescida no interior dos canaviais (Olivares et al., 1996) em capim elefante (Reis et al., 2000),
em frutiferas como abacaxizeiros e bananeiras (Cruz et al., 2001). H. frisingense (Kirchhof et
al., 2001) foi isolada de amostras de tecido de raizes e colmos de diversos gendtipos de capim
elefante Pennisetum purpureum $hum.) coletados no Brasil, e das gramineas Spartina
pectinata, Miscanthus sinensis e M. sacchariflorus, coletadas na Alemanha (Kirchhof et dl.,
2001), H. lusitanum (Vaverde et a., 2003) foi isolada de nodulos de raizes de fejdo
coletados em Portugal.

Bactérias diazotroficas endofiticas do género Gluconacetobacter foram isoladas de
raizes, colmos e folhas de cana-de-agUcar cultivada nos estados de Alagoas, Pernambuco e
Minas Gerais (Cavalcante & Ddbereiner, 1988), Pennisetum purpureum e batata doce (Paula
et al. 1991), de café (JimenezSalgado et al, 1997) e também de variedades de cana-de-agucar
de paises como Austrdlia (Li & Macrae, 1991), Cuba (Fuentes-Ramirez et al., 1993),
Argentina (Dong et a., 1994), México (Bellone et al., 1997), novos isolados tém sido obtidos
de arroz e cha na india Qutta & Gachhui, 2006; Muthukumarasamy et a., 2005). Esta
bactéria ocorre em nimeros elevados no interior do colmo da cana-de-aclcar € é a mais
estudada nesta cultura, possibilita a fixagdo de nitrogénio, mesmo na presenca de nitrato
absorvido do solo, j& que ndo possui a redutase do nitrato. Foi encontrada em raizes, colmos,
pahico, solo da rizosfera e seiva do xilema de cana-de-aglcar (Reis, 1991; Perin, 2003).
Além de fixar nitrogénio, estas bactérias produzem hormaénios de crescimento como auxina e
giberelina Fuentes-Ramirez et a. (1993); Madhaiyan et a. (2006). Até o momento foram



descritos 10 géneros, embora somente trés géneros sejam fixadores de nitrogénio que sdo
Gluconacetobacter, Acetobacter e mais recentemente Swvaminathania (Pedraza, 2008).

A populacdo nativa ou inoculada de G. diazotrophicus presente em plantas de cana-de-
acUcar, diminui drasticamente com o avancar da idade da planta (Perin, 2003) e foi relatado
também que a aplicagdo de nitrogénio afetou severamente G. diazotrophicus, provocando
reducio do nimero populacional em variedades de cana-de-aglicar cultivadas na india
(Muthukumarasamy, 1999a). Com a técnica de imunocaptura em amostras de solo de
canaviais e cafezal foi possivel o isolamento de bactérias do género Gluconacetobacter de
amostras de solo das plantas de café, mas ndo de amostras de solo de canaviais (Santos et al.,
2006).

Bactérias diazotroficas endofiticas do género Burkholderia (Yabuuchi et al., 1992;
Baldani et al., 1997) foram isoladas de arroz (Oliveira, 1992), mandioca (Balota, 1994), batata
doce e posteriormente de cana-de-acUcar (Baldani et al., 1996b). S&0 encontradas em
associacdo com plantas da familia das leguminosas, participando na formacéo de nédulos. As
espécies B. tuberum e B. phymatum (Vandamme et al., 2002), foram isoladas de Aspalathus
carnosa, na Africa do Sul e Machaerium lunatum, na Guiana Francesa. Entretanto existem
diferencas entre as bactérias que nodulam plantas leguminosas, daquelas que se associacdo as
ndo leguminosas (Vandamme et al., 2002). Outras espécies como B. unamae foi isolada de
cana-de-acUcar, café e milho de diferentes localidades do México (Caballero-Mellado et al.,
2004), B. tropica isolada de plantas de cana-de-aclicar no Brasil e Africa do Sul, solo nos
EUA e milho (Reis et d., 2004) e B. silvatlantica sp, isolada de folhas de cana-de-agUcar e
rizosfera de milho no Brasil (Perin et a., 2006). De amostras de cana-de-agUcar brasileiras e
australianas foram obtidos varios isolados das espécies B. tropica, B. kururiensis e B.
caribensis (Boddey, 2002).

As bactérias endofiticas apresentam afinidade pelo interior dos tecidos vegetais, o que
Ihes confere protegdo contra atas taxas de oxigénio, inibitoria para a atividade da enzima
nitrogenase, e com fontes de carbono mais prontamente disponivel atuando favoravelmente
em relacdo a competicdo existente no solo (Olivares et al., 1996). A descoberta destes
microrganismos, que colonizam em ndmeros elevados raizes, colmos e folhas de cana-de-
acUcar e outras gramineas, mudaram por completo o conceito de associagoes rizosféricas. Esta
descoberta permitiu explicar o grande potencial da contribuicdo dos diazotrofos para o
suprimento de nitrogénio as culturas de cana-de-agUcar, desde que os demais nutrientes e dgua
ndo sgam fatores limitantes (Franco & Ddbereiner, 1994) especialmente molibdénio, que é
cofator da enzima nitrogenase responsavel pela fixacdo biolégica do nitrogénio, sendo,
portanto componente chave (Boddey et al., 2001).

2.4 Fixacéo Bioldgica do Nitrogénio

Cerca de 78% do ar € constituido de N, e apesar da sua grande disponibilidade, as
plantas ndo conseguem utilizé- 1o, mas existem grupos filogenéticos de procariotos, atamente
diversos que sdo capazes de expressar a enzima nitrogenase denominados diazotroficos, ou
também conhecidos como bactérias fixadoras de nitrogénio (FBN) cuja capacidade de fixarem
0 nitrogénio atmosférico e este ser absorvido pelas plantas foi descrito pela primeira vez em
1888 (Reis et al., 2006).

Estima-se que a contribuic¢éo de nitrogénio fixado biologicamente segja de 139 milhdes
de Mg de N ano™!, enquanto que a fixag&o quimica contribui com 49 milhdes de Mg de N ano”
! de modo que a substituicdo de fertilizantes quimicos pela inoculagdo com bactérias que
nodulam leguminosas do género Bradyrhizobium, nos campos de soja, representou uma
economia de cerca de U$ 3,3 bilhGes para agricultura brasileira em 2006 (Moreira, 2008),
principalmente em solos tropicais onde as perdas sGo mais elevadas constituindo-se assim
num dos elementos mais limitantes para os vegetais.



Em plantas ndo leguminosas a fixacdo hioldgica do N, ocorre pelas bactérias
diazotroficas em raizes, colmos e folhas de cereais como o milho, trigo, arroz, gramineas
forrageiras, palmeiras oleaginosas e cana-de-aglicar, entre outras. As primeiras observactes
feitas indicando interacBes, mais tarde chamadas associacdes, dos diazotroficos com plantas
ndo leguminosas foram através de Beijerinck em 1925 sob 0 nome de Spirillum lipoferum e
devido a0 beneficio da fixacdo de nitrogénio em leguminosas para a agricultura ja bem
estabelecida até o momento, seria esperado que a associacdo bactéria diazotrofica pudesse
favorecer plantas ndo leguminosas na mesma intensidade (Dobbelaere, 2003).

Dobereiner & Duque, (1980) mostraram em suas pesquisas que a selecéo de gendtipos
de plantas em solos fertilizados com fosfatos e microelementos, mas com baixo ou henhuma
aplicacdo de N, no Brasil, era um dos fatores-chave para as contribuicdes de FBN observadas
aqual pode enriquecer em 70% o conteido de N da cana-de-agUcar e 50% os cereais. Com a
continuidade dos estudos, perceberam-se um outro fator importante para os dados observados
sobre a contribuicdo da FBN em gramineas, referente a descoberta das bactérias fixadoras de
N> nos tecidos internos, vasos condutores, e espacos intercelulares das gramineas estimulando
0s estudos com estes microrganiSmos em associacdo com gramineas (James et al., 1997).

Bashan & Holguin (1997) relatam que devido a capacidade do Azospirillum em fixar
nitrogénio, produzir fitorménios, sider6foros, aumentando a absorcdo de minerais, a
inoculacdo deste género tem contribuido para 0 aumento da produtividade de plantas. Mesmo
obtendo sucesso com 0s experimentos usando Azospirillum spp. como inoculante, sua
aplicacdo comercial em escala maior tem sido restrito, pois existemn muitos obstaculos para
Seu uso como a imprevisibilidade e inconsisténcia nos resultados a campo. Entretanto, essas
variaveis perpassam por fatores como condigdes edafocliméticas e as interagbes com a biota
do solo (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994). Muthukumarasamy et a. (1999) demonstrou
em seus trabalhos que a inoculagdo com Azospirillum aumentou significativamente o
contelido de N nas folhas de cana em condicdes de casa-de-vegetagdo. Enquanto que
aplicacdo de Azospirillum spp. no solo pode aumentar significativamente a producdo de cana-
planta e cana-soca no campo (Shankariah & Hunsigi, 2001). Estes autores obtiveram dados
sobre aumentos na producdo de cana-planta e cana-soca com médias entre 5 e 9 Mg ha*,
respectivamente.

Oliveira et a. (2002, 2006) avaliaram o efeito da inoculagdo de misturas bacterianas
nas variedades SP701143 e SP813250 micropropagadas e verificaram que houve efeito da
inoculacdo sobre a FBN, cuja contribuicdo meédia foi ao redor de 30 % do nitrogénio
acumulado quando inoculadas com a mistura de cinco bactérias diferentes, as que estdo sendo
utilizadas nesta tese, sugerindo que a combinacdo das espécies no inoculante € a melhor
estratégia para aumentar a producéo da cultura, gue tem demonstrado ser dependente do
processo. A RB72454 é uma das que conseguem bom desenvolvimento em condicbes de
baixa fertilidade do solo, estando entre as cultivares comercialmente utilizadas e como uma
das que se beneficia do processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio (Xavier, 2006).

Outros experimentos estimaram que a contribuicdo da FBN pudesse ser amplamente
variavel entre cultivares de cana-de-acUcar, e qual ou quais bactérias € ou sd0 as mais
importantes na cultura da cana-de-agUcar associadas a fixagéo biolégica do nitrogénio ainda é
desconhecido. Embora Gluconacetobacter diazotrophicus tenha sido sugerida como forte
candidata responsavel pela FBN observada (MundzRojas & Caballero-Mellado, 2003). Os
mesmos autores, estudando a dinamica populacional de trés estirpes de Gluconacetobacter
diazotrophicus em cinco cultivares de cana micropropagada sob diferentes niveis de adubacéo
e estdgios de crescimento das plantas, mostraram que a populacdo bacteriana caiu
drasticamente em relacdo a idade da plarta, a0 nivel de adubacdo nitrogenada, a estirpe
inoculada e a variedade testada, sendo que a estirpe denominada BR11281 persistiu por um
periodo maior e em altos nimeros do que a estirpe PAL 3 dentro das plantas de todas as
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variedades testadas. Neste mesmo trabalho os autores relatam que a inoculacdo de G.
diazotrophicus pode ser benéfica para o crescimento de plantas de cana-de-aglcar, mas que
esta resposta é dependente de ambos, estirpe e variedade e que a resposta mais promissora a
inoculacdo foi observada com a combinacdo da estirpe BR11281 e a variedade MEX 57473.
Embora o efeito positivo do crescimento da cana aparentemente ocorreu por mecanismos
outros do que a FBN, os resultados mostram a importancia da variedade para a persisténcia da
interacdo planta-bactéria e poderia explicar as diferentes taxas da FBN estimada entre as
cultivares de cana.

Existem algumas controvérsias sobre bactérias fixadoras versus adubacdo nitrogenada
de modo que Li & Macrae (1992) encontraram atas populagbes de Gluconactobacter
diazotrophicus isoladas de cana em campos comerciais, enquanto outros trabalhos mostraram
ata fertilizagdo nitrogenada reduzindo a populagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
(Fuentes-Ramirez et al. 1993, Perin et al. 2004, Medeiros et al. 2006). Por outro lado, estudos
para avaliar o potencial da fixagdo biologica de nitrogénio em variedades de cana-de-acUcar
brasileiras crescidas no campo apontam para a importancia das condigdes ambientais
favoréveis (solo e clima) para os melhores efeitos da FBN (Polidoro et al. 2001, Boddey et al.,
2003). E em condicdes controladas, estudos de inoculacdo de bactérias como Herbaspirillum
junto com substéncias himicas em mini-toletes da variedade RB72454 de cana-de-agUcar
tratados termicamente, mostraram efeito da inoculagdo, combinada ou ndo com substancias
himicas, sobre o aumento populacional da bactéria inoculada, assm como na promogdo do
crescimento radicular induzido por ambos, inoculacdo da bactéria selecionada e do écido
hamico, sugerindo novos modelos de utilizacdo das bactérias diazotréficas em plantas
Marques et al. (2008). A co-inoculagéo de Azospirillum e o fungo micorrizico Glomus clarum
em gendtipos de milho promoveu incrementos na biomassa da planta, conteido de nitrogénio
nas folhas e na concentragéo de fosforo verificado por Myauchi et al (2008).

2.5 Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

Em décadas recentes, evidéncias apontam que & beneficios no uso de bactérias
fixadoras de nitrogénio vao além da capacidade de fixar biologicamente o nitrogénio
atmosférico, de modo que os efeitos observados parece ser uma conseqiiéncia da complexa
mistura de diferentes mecanismos, 0s quais podem incluir atividade da enzima nitrato
redutase, producéo de sideroforos, metabolismo/sintese e o transporte de fitormdnios com
liberacdo para as plantas, e desta forma atuando com importante papel na promogdo do
crescimento vegetal observada, sendo desta forma chamada de bactérias promotoras do
crescimento vegetal (Cassan et al. 2001).

Além da contribui¢cdo da FBN por bactérias diazotroficas, algumas bactérias também
podem promover o crescimento destas plantas devido a sintetizag8o de fitormonios (Fuentes-
Ramirez et al., 1993; Paula et a., 1991; Bastian et a., 1998; Maheshkumar et a., 1999;
Sevilla et al., 1998). Entretanto, resta esclarecer quais mecanismos estédo envolvidos no
estabel ecimento deste tipo de interacéo e qual de molécula medeia a sinalizacéo entre planta e
bactéria. Muito pouco se sabe sobre 0 papel da planta nesta associacdo (Nogueira et a, 2001).

Indiretamente, um papel para os efeitos dos hormonios produzidos pelas bactérias na
promocdo do crescimento das plantas foi sugerido quando mutantes Nif- de diferentes
diazotroficos pareceram ser ainda capazes de estimular o crescimento das plantas. Barberi et
al. (1986) mostrou um mutante Nif- de Azospirillum brasilense Sp6, que é capaz de produzir
&cido indol acético, emitindo uma resposta muito similar a uma estirpe ndo modificada
geneticamente e usada para comparacdo, e verificaram aumento do nimero e o conprimento
dasraizes |laterais. Essas bactérias também podem atuar protegendo as plantas contra o ataque
de fungos fitopatogénicos do solo ou bactérias através de diversos mecanismos de acéo como



producdo de sideroforos, antibiose, quinases e glucanases (Whipps, 2001; Muthukumarasamy
et al., 2000; Pindn et al., 2002).

A pratica da inoculagéo de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) em
plantas ndo leguminosas foi adotado em alguns paises e demonstram potencial para o
agronegdcio (Bashan, 1998; Kennedy et al., 2004). Infelizmente, a melhoria da produtividade
alcancada com sua pratica ainda apresenta ata variacdo (de 0 a 30%) e baxa
reprodutibilidade para vérias culturas (Dobbelaere et a., 2003; Okon & Labandera-Gonzalez,
1994).

Respostas positivas da inoculagdo com bactérias diazotréficas tém sido demonstradas
em plantas de cana-de-acUcar crescidas sob condicdes de casa-de-vegetacdo e campo (Sevilla
et a., 1998; Muthukumarasamy et a., 1999a; Sevilla et a., 2001; Mirza et a., 2001; Oliveira
et al., 2002, MundzRojas & Cabaero-Mellado, 2003; Oliveira et a., 2006,). Além da cana-
de-acUcar, poaceas como 0 arroz tem se beneficiado da inoculagdo com diazotrdéficos, através
dos homénimos bacterianos, demonstrando influéncia positiva sobre a produtividade,
acumulo de nitrogénio e altas contribui¢es da FBN de 11 a 18 % na cultura (Rodrigues et al.
2008).

Felice et a. (2008), avaliando a inoculacéo de Bacillus subtilis estirpe 101 combinado
com Azospirillum brasilense Sp245 em tomate (Lycopersicon esculentum), demonstraram que
a combinacdo das duas bactérias promotoras de crescimento vegetal, ndo teve efeito
sinergistico sobre a biomassa da planta. Entretanto, B. subtilis causou alteracOes na arquitetura
do sistema radicular, sugerindo diferente modo ce acdo na regulacdo do desenvolvimento
radicular quando comparado a A. brasilense. Com 0s resultados neste ensaio, 0s autores
sugerem que a reducéo no crescimento da planta e ateragdes no sistema radicular elicitado
pela combinacdo microbiana, possa envolver rotas sinalizadoras independentes para as duas
espécies bacterianas.

A inoculacdo de Azospirillum brasilense Sp245 em plantulas micropropagadas de
Prunus cerasifera L., clone Mr. S 2/5, promoveu 0 aumento da biomassa radicular. Embora a
presenca da referida bactéria tenha efeito positivo sobre o enraizamento por producéo de
&cido indol butirico, ela também protege as plantas contra ataques de fitopatdgenos como a
Rhizoctonia spp. com taxas de sobrevivéncia da planta ao redor de 100% vs. 0% quando
comparado ao controle. Esse efeito de biocontrole do A. brasilense Sp245 sobre a comunidade
fangica da rizosfera foi confirmado pelo perfil em um gradiente de desnaturacéo em gel de
eletroforese (DGGE). Neste estudo os autores concluem que A. brasilense Sp245 poderia ser
aplicado como ferramenta para biotecnol ogia de plantas (Russo et a. 2008).

2.6 Inoculantes Agricolas

2.6.1 Brevehistorico

Inoculantes tém sido usados por mais de um seculo com o surgimento da industria de
inoculantes para leguminosas em 1895, quando Nobbe e Hiltner introduziram uma cultura de
rizobio em crescimento laboratorial sob 0 nome de “Nitragin.” A producédo dessa bactéria em
laboratério para uso em escala maior foi realizada em 1896, iniciando-se a comercializacéo
em 1898 (Elmerich, 2007).

No Brasil a producéo de inoculante em nivel industrial iniciouse na década de 1950,
Freire (1968), e a turfa tem sido utilizada como veiculo inoculante, em sua grande maioria,
apesar de se tratar de um recurso natural de longo periodo geoldgico de formacéo e, portanto,
de dificil renovagdo, se tornando assim em recurso de pouca disponibilidade, ausente em
alguns paises e com grandes possibilidades de futuramente se tornar escasso.

O mercado de producéo de inoculantes nacional € um dos maiores no mundo (Chueire
et al., 2003) e na safra de 2003 foram comercializados cerca de 26,4 milhdes de doses de



inoculantes, sendo a maior parte 99% foi para a cultura da soja e o 1% restante foi para 108
espécies Moreira (2008).

2.6.2 Definicoes

A definicdo de inoculante pode ser ampla e passivel de modificagdes e ampliacles a
medida que o conhecimento sobre o assunto avanca, de modo que Pandey & Maheshwari
(2007) definem como uma preparacdo contendo uma ou mais estirpes bacterianas benéficas
(ou espécies) num condutor facil de usar, econémico, podendo ser organico, inorganico, ou
sintético. Do ponto de vista de Bashan (1998) inoculantes bacterianos sdo definidos como
sendo formulagdes contendo um ou mais microrganismos benéficos, com capacidade de
promover o crescimento vegeta por mecanismos como producdo de fitormoénios,
simultaneamente ou ndo com a fixacdo biolégica de nitrogénio e agentes do controle
biol6gico.

Para o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, inoculante € o material
gue contenha microrganismos que atue favoravelmente no desenvolvimento das plantas
entendendo-se como:

a) suporte: material excipiente e esterilizado, livre de contaminantes segundo os limites
estabelecidos, que acompanha os microrganismos e tem a funcéo de suportar ou nutrir, ou
ambas as fungdes, o0 crescimento e a sobrevivéncia destes microrganismos, facilitando a sua
aplicacéo e

b) pureza do inoculante: auséncia de qualquer tipo de microrganismos que ndo sejam
os especificados; (Brasil, 2009).

O inoculante tem também a fungdo de servir como meio para transportar a bactéria do
local de producdo (industria) até o local onde sera aplicado na semente ou planta (Bashan,
1998).

2.6.3 Fatoresfavoréaveis

Alguns fatores favoraveis num produto a ser empregado como inoculante devendo-se
destacar: a) as caracteristicas fisicas e quimicas, que devem ser uniformes; b) consisténcia na
qualidade; c) ter afinidade pela agua; d) ser de facil produgdo; 5) ndo ser tdxico; 6) de féacil
manejo e 7) apresentarem biodegradabilidade e nédo fornecer riscos ambientais (Bashan, 1998;
Albareda et al., 2008).

Ouitro fator que deve ser considerado quando da utilizagdo de inoculantes, refere-se a
eficiéncia do processo da inoculacdo, que esta diretamente relacionada com o nimero de
células viaveis quando levados para 0 solo, e uma das estratégias utilizadas para aumentar o
numero de células viaveis e conferir protecdo € através do uso de suplementacdo nutricional
(Anandham et a, 2007).

Com relagéo ao estabelecimento do inoculante no sistema radicular e protecéo contra
estresses ambientais, foi desenvolvido uma nova matrix para imobilizacdo de céulas
microbianas por adsorcdo, proposto através da modificacdo da Zeolita natural com
surfactante, o que permitiu a adsor¢do em 100% das células de Azotobacter chroococcum,
mantendo sua sobrevivéncia e capacidade fixadora de nitrogénio (Joshi et a. 2007) e também
0 uso de estirpes de bactérias selecionadas para eficiéncia e toleréncia a estresses (Reis,
2006).

A producdo de biofertilizantes contendo cistos bacterianos, ja testados para
Azospirillum, pode representar um mecanismo pelo qual 0 microrganismo pode persistir na
rizosfera durante condicdes desfavoraveis como dessecacdo, temperatura e limitacdo de
nutrientes (Vendan & Thangaragu, 2007).
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2.6.4 Caracteristicas desg aveis para a comercializacdo

No que se refere & comercializagdo dos inoculantes, a viabilidade celular deve ser de
10° células por grama ou mililitro no produto até a data estabel ecida pelo fabricante, que para
os inoculantes turfosos contendo células de rizobio € de 180 dias apo6s a inoculacdo na turfa
como preconizado pelo ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento, no qual o decreto
n° 4.954, de 14 de janeiro de 2004 aprova 0 Regulamento da Lei n°® 6.894, de 16 de dezembro
de 1980, que dispde sobre a inspecdo e fiscalizacdo da producdo e do comércio de
fertilizantes, corretivos, inoculantes ou biofertilizantes destinados a agricultura (Brasil, 2009).

Como proposto por Stephens & Rask, (2000) para que se possa formular e produzir
comercialmente os inoculantes € necessario a integracdo dos parametros fisicos, quimicos e
biol6gicos, permitindo assim elevadas populagdes do microrganismo alvo e maior tempo de
sobrevivéncia. Os mesmos autores relatam que formulacdes inadequadas sdo frequentemente
as barreiras mais comuns para a comercializagdo dos inocul antes.

2.6.5 Formas disponiveis no mercado

No mercado, os inoculantes estéo disponiveis na forma solida, liquida ou oleosa, sendo
a turfa superior em relacdo aos demais inoculantes porque ela apresenta alta capacidade de
retencd0 de umidade, ndo € toxica para 0 microrganismo, € de facil esterilizagdo, tem
capacidade de tamponamento de seu pH, além da facilidade de manufatura (Smith, 1992)
apresenta baixo custo e de acordo com (Hungria et al. 2005) as melhores fontes de turfa so
da Argentina e do Canada com conteido de matéria organica variando entre 40-50%, mas
para outras fontes de turfa pode-se adicionar hUmus para melhorar sua qualidade. Entretanto a
turfa € um recurso natural que requer longo periodo geolégico de formagdo, sendo, portanto
limitado e com possibilidades de se tornar escasso futuramente (Bucher & Reis, 2008).

Inoculantes liquidos tem sido aceitos como de facil manuseio e que pode apresentar
eficacia equivaente aos encontrados com a turfa (Hynes et a. 1995, Albareda et a. 2008).
Com relagdo aos microrganismos, estes podem funcionar otimamente bem em condigdes de
laboratorio, mas a dificuldade estéa em se gjustar uma formulacéo para o inoculante de modo
gue o produto sgja capaz de manter a populagdo do microrganismo e proporcionar resultados
equivalentes em condic¢des de campo (Stephens & Rask 2000).

2.6.6 Alternativasviaveis

Veiculos inoculantes de baixo custo e com potencial para aplicacdo no ambiente
agricola, tem sido alvo de intensas pesquisas, como por exemplo, bagagco de cana, serragem,
turfa derivada de cacau, casca de arroz, farelo de trigo, carvao vegetal, fosfato de rocha, pos
de carvao, lignita, entre outros a campo (Pandey & Maheshwari, 2007), mas de acordo com
estes autores, ainda existem problemas com relagdo a viabilidade das células nos veiculos e
também inerente a tecnologia, pois precisam de gjustes, os problemas da eficacia do produto a
campo estando, diretamente ligado ao sucesso do estabelecimento do inoculante ro sistema
radicular.

Abordagens dternativas tém sido apontadas na direcdo dos sistemas poliméricos
biodegradaveis que se apresentam como uma tecnologia aternativa, como materiais
ecol ogicamente seguros, pois podem ser degradados pela acdo de microrganisnos, tais como
bactérias, fungos ou algas, sem causar danos a0 meio ambiente. As aplicagdes tecnol dgicas
destes materiais normamente requerem melhorias nas suas propriedades mecénicas (Rosa et
al, 2001).

Exemplo prético da aplicacdo de polimeros refere-se a utilizacdo do aginato e goma
xantana, sendo biodegradaveis e de baixo custo, que promovem o encapsulamento das células
e SO as libera apds a degradacéo do material no ambiente e assm previnem as células de
estresses ambientais, podendo favorecer a multiplicagdo e sobrevivéncia das células quando
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aplicados no solo (Junger & Mugnier, 1982; Van Elsas et al. 1992; Denardin & Freire, 2000;
Bashan et a., 2002). Goma ardbica, metilcelulose e o polivinilpirrolidone (PVP) podem ser
usados como adesivos para inoculantes turfosos contendo células de rizobio, de modo a
auxiliar na cobertura das sementes e assm proteger as células bacterianas contra a
dessecacdo, conferindo protecdo as células, durante a secagem a vacuo, aumentando a
sobrevivéncia celular (Deaker et a., 2004, Deaker, 2007).

A cana-de-acUcar pode servir como fonte (matéria prima renovéavel) para a producéo
do polihidroxibutirato, que € composto basicamente por carbono, oxigénio e hidrogénio sendo
um produto biocompativel e ecologicamente viavel. E o biopolimero mais indicado para
aplicacao de injecdo de moldes, compativel com tecidos vivos, ndo apresentando significante
rejeicdo no corpo humano, apresenta as mesmas propriedades reoldgicas dos polimeros
convencionais, além de permitir baixas temperaturas de processamento (Filho & Brondi,
2006).

Polimeros como carboximetilcelulose e amido tém sido utilizados com veiculos
inoculantes para rizobio (Fernandes Jr. 2006, Rohr, 2007). A carboximetilcelulose (CMC) é
um polimero aniénico derivado da celulose, ®lGvel em égua. E produzido, via reacdio de
Williamson, pelo tratamento de celulose com acido monocloroacético em presenca de excesso
de hidréxido de sodio. E um importante produto industrial, geramente isolado e
comercializado como sal de sodio, com multiplas possibilidades de aplicacdo industrial
(Fujimoto, 2002). O amido é um carboidrato de estrutura complexa, formado de
monossacarideos (glicose) ligados entre si. Os granulos de amido sdo compostos por amilose
e amilopectina, o que corresponde a 98-99% da massa seca dos granulos, a razéo entre os
dois polissacarideos depende da origem botanica do amido (Tester et a., 2004). E um material
natural renovavel e aplicado em produtos alimentares, em papel, téxteis, adesivos, material
farmacéutico e nas indUstrias petroquimicas (Van der Burgt et al., 1998).

O grupo de microrganismos fixadores de nitrogénio como o género Azospirillum tem
sido amplamente investigado para formulagdo de inoculantes ou bioinoculante ou ainda
biofertilizantes de modo que inoculantes @merciais contendo Azospirillum brasilense ja
foram langados no mercado mundia para gramineas (Glick, 1995).



3 MATERIAL E METODOS
PARTE | : Laboratério

3.1 Sobrevivéncia dos Microrganismos Endofiticos em Mistura nos Polimeros como
Veiculos de Inoculacado

3.1.1 Preparo dos polimeros

Foram utilizados os polimeros carboximetilcelulose e amido na proporcéo 60% e 40%
A partir da proporcéo 60/40 (CMC e amido), foram preparadas as misturas poliméricas nas
concentracdes de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 (g L) em &gua destilada (forma liquida) e testada sem
compatibilizante e compatibilizadas com éxido de magnésio a 2%, e a mistura polimérica na
forma gel, usando uma concentracdo de 2 g L. Estas misturas poliméricas receberam a
seguinte denominacgdo: IPC 0,2, IPC 0,4, IPC 0,6; IPC 0,8 e IPC 0,2, (2%); IPC 0,4, (2%) IPC
0,6, (2%) e IPC 0,8; (2%) na forma liquida e IPC 2,2 na forma gel. As misturas poliméricas
foram preparadas e fornecidas pelo Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros do
Departamento de Engenharia Quimica, Instituto de Tecnologia da UFRRJ e esta protegido por
patente no Ingtituto Nacional de Propriedade Intelectual, sob o titulo "Composicoes
poliméricas contendo inoculante rizobiano, uso das mesmas e sementes tratadas com as
composicdes' — n° da patente (P10506338- 8).

A seguir, o veiculo foi transferido para sacos de polipropileno com gramatura de
aproximadamente 0,05 mm, contendo 10 mL de cada veiculo e sdados. O veiculo fina foi
autoclavado a 120° C por 20 min. Posteriormente cada saco foi inoculado com um mL de uma
suspens3o bacteriana contendo 10 céulas mL™ da mistura dos microrganismos descritos na
Tabela2. Ao fina o inoculante foi armazenado a 24 °C por um periodo de até 120 dias.

3.1.2. Sobrevivéncia dos microrganismos no veiculo polimérico liquido

A sobrevivéncia dos microrganismos foi testada nas misturas poliméricas na forma
liquida, através das contagens das células viaveis que foram feitas aos 15, 30, 60, 90 e 120
dias apo6s a inoculagdo, pelo método do nimero mais provavel (Dobereiner et a., 1995).
Foram utilizados 0s meios semi- solidos LGI-P para BR 11281 e LGI paraaestirpe BR 11145.
Todos 0s meios de cultivo estdo descritos (sua composicao e preparacdo) nos anexos deste
trabalho.

Ao final da avaliacdo aos 120 dias apds a inoculacdo, o inoculante IPC 0,8 foi
selecionado para nova avaliagdo da sobrevivéncia dos microrganismos, por ter apresentado
sobrevivéncia e estabilidade dos microrganismos testados até 120 dias apds a inocul agao.

3.1.3. Sobrevivéncia dos microrganismos no veiculo polimérico gel

A sobrevivéncia dos microrganismos foi testada de forma individual na mistura
polimérica na forma liquida, selecionada na 12 avaliagdo (IPC 0,8) e nos demais veiculos a
seguir. Nesta avaliagdo foi testada a mistura polimérica gel IPC 22 preparadas e fornecidas
pelo Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros do departamento de Engenharia
Quimica, Ingtituto de Tecnologia da UFRRJ, e como controle foi utilizado o indculo misto
dos microrganismos. As estirpes foram crescidas em meio minimo modificado (anexo 1) e
posteriormente inocul adas nos sacos conforme descrito no subitem 3.1.2.

As contagens das células viaveis no polimero liquido (IPC 0,8), gd (IPC 2,2) e
inoculo misto foram feitas aos 15, 30, 60 e 90 dias apos a inoculagdo, utilizando 0 método do
nimero mais provavel (NMP) de acordo com Dobereiner et al. (1995).
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3.2 Preparo dos Inoculantes
Os inoculantes foram preparados como descrito a seguir:
3.2.1 Microrganismos utilizados

Foram utilizadas estirpes puras dos padrbes dos microrganismos diazotroficos
endofiticos como descrito na Tabela 1.

As cinco estirpes utilizadas nesta Tese foram inicialmente testadas e selecionadas por
Oliveira (2003) em seus estudos de inoculacdo das plantulas micropropagadas de cana-de-
acucar variedades SP701143 e SP813250, em diferentes ambientes de producéo como
Seropédica-RJ, Piracicaba-SP e JalSP.

Tabela 1. Microrganismos endofiticos e partes da planta de cana-de-agUcar de obtencéo das

estirpes
Espécies Edtirpe  Partes daPlanta Cana-de-agUcar
Gluconacetobacter diazotrophicus BR 11281 Raizes Saccharum sp. (hibrido)
Herbaspirillum seropedicae BR 11335 Raizes SP701143
H. rubrisubal bicans BR 11504 Colmos SP701284
Azospirillum amazonense BR 11145 Colmos CB453
Burkholderia tropica BR 11366 Perfilhos SP711406

Todas as estirpes estéo depositadas na cole¢do de culturas da Embrapa-Agrobiologia.
3.2.2. Preparo do Pré-indculo bacteriano

As estirpes (Tabela 1) foram crescidas em tubos de ensaio contendo meio liquido,
LGI-P + 10 mM de NH4SO4 pH 5,5 para BR 11281, INFb + 1 g NH4Cl pH 5,8 para BR
11335 e BR 11504, LGI + 1 g de KNOs pH 6,0-6,2 para BR 11145 e IMV + 10 mM de
Glutamato de sodio pH 5,0 para BR 11366, sob agitacdo de 175 rpm a 30°C por 24 h.

3.2.3. Indculo bacteriano

Foram utilizadas 1,0 mL das suspensdes celulares descritas no subitem 3.2.2 e
inoculados em 100 mL de meio liguido NFb modificado (Burdman et al., 1998) contendo (g
L™): 5 g de sacarose e pH 6,0-6,2 para o isolado BR 11145, 100 g de sacarose e pH 5,5 para o
isolado BR 11281 5,0 g de manitol e pH 5,0-5,4 para o isolado BR 11366, 5,0 g de &cido
malico e pH 5,8 para os isolados BR 11335 e BR 11504. Porém, antes da inoculagdo dos
isolados foi adicionado 1,0 mL de frutose 0,7 % (1:10) em tampéo fosfato 0,5 M esterilizado
em filtro Millipore® 0,2 nm ao meio de cultura esterilizado. Estes foram mantidos a 175 rpm
a30 °C por 24 h.

3.2.4. Inoculantes

Posteriormente ao crescimento dos microrganismos no subitem 3.2.3, foi feita leitura
das absorbancias a 436 nm e utilizando camara de Neubauer para contagem das células, que
foram ajustadas para 10° células mL™ por estirpe. Posteriormente foram adicionados 75 mL
dos microrganismos em 175 mL do veiculo polimérico em gel (IPC 2,2) e em 175 mL do
meio de crescimento (para compor o inéculo misto) e incubados por 24 h a 30 °C.
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PARTE |I: Experimentos na casa-de-vegetacao

3.3 Experimento | - Aplicagdo do Inéculo Misto, Polimero e a Mistura dos dois
contendo Micror ganismos Endofiticos nas Plantulas de Cana-de-agUcar

3.3.1 Conducéao do experimento

Para avaliar a eficiéncia do polimero e do meio de cultivo como veiculo de inoculagdo
das estirpes BR11281, BR11335, BR11504, BR11145 e BR11366, foi realizado experimento
com substrato areia e vermiculita esterilizado (2:1) em uma casa de vegetacdo da Embrapa -
Agrobiologia na BR 465 km 7 do municipio de Seropédica-RJ.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com seis repeticoes,
guatro tratamentos [1: inoculo misto, 2: inoculante polimérico em gel (IPC 2,2), 3. mistura
dos dois inoculantes e 4: controle]. Foram utilizados mini toletes, contendo uma gema, da
variedade RB72454 de cana-de-agUcar, estes foram tratados termicamente a 52°C por 30 min.
tratamento curto, normalmente utilizado para controle da Leifsonia xili subsp. xili (Nogueira,
2006).

Em seguida foram armazenados em caixas com capacidade para 12 kg onde
permaneceram por 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente os toletes foram imersos em
4 L deinoculo misto, 4 L de polimero em gel (IPC 2,2), e a mistura dos dois (2 L de inéculo
misto mais 2 L de polimero gel) diluidos 1:100 (concentracdo final, ao redor, de 10 células
mL"1) em égua deionizada por 30 min. Foram plantados seis toletes por caixa preenchida com
12 kg de substrato estéril e aos 50 dias apés o plantio foi feita a coleta.

3.3.2 Producdo de fitomassa seca total e acimulo de nitrogénio total nas plantulas

Aos 50 dias apbs a inoculagdo, as plantulas de cana-de-agUcar foram retiradas das
caixas, lavadas em agua corrente, em seguida foram separadas em mini tolete, parte aérea e
raizes.

O material foi levado a estufa de secagem a 65 °C até estabilizac8o de seus pesos onde
foi determinada a matéria seca das plantulas. Apés esta etapa o teor de nitrogénio total foi
determinado em amostras de 200 ng do material seco e moido, por digestdes sulfuricas,
seguidas de destilagéo e titulagcdo pelo método semi- micro Kjeldahl.

3.3.3 Colonizagéo das plantulas pelos micror ganismos inoculados

Para monitorar a populacdo dos microrganismos inoculados, foram feitas coletas das
plantulas de cana-de-aclcar da variedade RB72454 com trés repeticdes por tratamento no
momento do plantio (tempo zero) aos 15, 30 e 50 dias apds o plantio pelo método do nimero
mais provavel (NMP) (Dobereiner, et a., 1995). Foram pesados um grama de raizes, parte
aérea e toletes que foram macerados em 9,0 mL de solucéo salina e os extratos submetidos a
diluicBes seriadas para contagem das células vidveis (10° a 107 células ml™). As trés dltimas
diluicbes foram inoculadas em triplicata nos meios semi-seletivos LGI pH 6,0-6,2 para a
estirpe BR11145; LGI-P pH 5,5 para a estirpe BR11281; JMV pH 5,0-5,4 para a estirpe
BR11366 e para quantificar separadamente as estirpes BR11335 e BR11504, foi feito uma
substituicdo da fonte de carbono (&cido malico) do meio INFb segundo Olivares et al. (1993).
Para a estirpe BR 11335 foi utilizado a fonte de carbono N-acetilglucosamina e para a estirpe
BR 11504 foi utilizado a fonte meso-eritritol, diluidas em tampéo fosfato de potassio 3 mM
pH 6,0 (Souto-Padron, 1998), esterilizadas por filtragem em Miliporo® 0,2 um e preparadas
para uma concentracdo final no meio de cultura de 0,5 % e incubaram por 7 dias a 30 °C.
Constatado a presenca das células vidveis, através da presenca de pelicula caracteristica,
presente na superficie dos meios de cultivo foi utilizado atabela de McCrady para quantificar
a populacdo de diazotréficos presentes no material vegetal.
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3.4 Experimento Il - Aplicacdo dos Polimer os contendo Micr or ganismos Endofiticos nas
Plantulas de Cana-de-agUcar

3.4.1 Preparo dosinoculantes
Como descrito nos ensaios de sobrevivéncia (subitem 3.2)
3.4.2 Conducéo do experimento

Foi em substrato areia e vermiculita esterilizado (2:1) em uma casa de vegetacéo da
Embrapa - Agrobiologia na BR 465, km 7 do municipio de Seropédica-RJ. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com seis repeticdes e quatro tratamentos [1:
inoculante meio de cultivo, 2: inoculante polimérico em gd (IPC 2,2), 3: inoculante
polimérico liquido (IPC 0,8), 4: controle]. Os mini toletes de cana-de-acUcar da variedade
RB72454 receberam tratamento térmico a 52 °C por 30 min.

Em seguida foram armazenados em caixas com capacidade para 12 kg onde
permaneceram por 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente os toletes foram imersos em
4 L do meio de cultivo, o mesmo volume para o polimero (IPC 0,8) em gel e o polimero (IPC
0,8) liquido, todos diluidos 1:100 (concentracdo fina de 10’ céulas mL™) em &gua
deionizada por 30 min. Foram plantados seis toletes por caixa preenchida com 12 kg de
substrato estéril e aos 50 dias apds o plantio foi feita a coleta.

3.4.3 Producdo de fitomassa seca total e acimulo de nitrogénio total nas plantulas

Como descrito no experimento |, na casa-de-vegetacdo (subitem 3.3.2).

3.4.4 Colonizacéo das plantulas pelos micror ganismos inoculados

Como descrito no experimento |, na casa-de-vegetagdo. Com excegdo para 0 nimero
de coletas que neste caso, foi feito uma aos 50 dias apos a inocul agéo.

3.4.5 Analises estatisticas

Depois de verificado a vaidade da andlise de variancia quanto as pressuposicoes de
normalidade e homogeneidade de variancias dos erros, as médias das variaveis foram
submetidas a anadlise de variancia, recorrendo-se ao teste de Skott-Knott, com p 0,1 para
comparacdo entre médias das demais variaveis. As andlises foram readlizadas utilizando os
programas estatisticos SAEG®, da Universidade Federal de Vigosa e SISVAR?, da
Universidade Federal de Lavras. Os dados para a populacdo bacteriana foram gjustados
usando a fungdo logaritmo em base 10.

No ensaio de colonizagdo, referente a0 experimento | na casa-de-vegetacdo, foi
agjustado os logaritmos em base 10 do nimero de células g* de massa fresca avaliadas entre os
tratamentos de inoculag@o utilizados. No ensaio de colonizac&o, referente ao experimento 11
na casa-de-vegetacdo, os dados foram transformados em logaritmo em base 10. As andlises
foram realizadas utilizando os programas estatisticos SAEG? e SISVAR?
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PARTE |lI: Experimentos de campo

3.5 Experimento | — Aplicacdo dos Microrganismos Endofiticos na Cana-planta e
Aplicacéo do Polimero contendo Microrganismos Endofiticos na Reinoculacdo da Cana-
soca Cultivadas no Planossolo

3.5.1 Preparo dosinoculantes
Como descrito nos ensaios de sobrevivéncia (subitem 3.2)
3.5.2 Inoculagéo

Foram utilizados toletes, contendo trés gemas, das variedades RB72454 e RB867515
de cana de aclcar, que foram imersos por 30 min. no meio de cultivo bacteriano, diluidos
1:100 (concentracgo final de 107 células mL™) em &gua limpa. Foram utilizadas caixas com
capacidade para 100 L de inoculante (Figura 1).

Figura 1. a) Toletes de cana contendo trés gemas; b) meio de cultivo e c) toletes em imersdo
no meio de cultivo contendo microrganismos endofiticos por 30 minutos

3.5.3. Reinoculagéo

Foi utilizado o inoculante polimérico gel IPC 2,2, diluido 1:100 (concentragdo final ao
redor de 107 cdulas mL™) em 4gua limpa num trator tanque com capacidade para 400 L de
inoculante. A reinoculagdo foi feita através de pulverizacdo das parcelas com regador,
adicionando-se 1 L de inoculante por metro linear aos 40 dias apds o corte da cana-planta.

Foram reinoculados apenas 0s tratamentos que receberam o indculo misto na cana-
planta (Figura 2).

Figura 2. a) Inoculante polimérico gel IPC 2,2 contendo microrganismos endofiticos; b)
Trator tanque utilizado para o preparo da diluicdo do inoculante e ¢) Reinoculacéo
sobre as plantulas na linha de plantio
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3.5.4 Localizacao, caracteristicas do solo e delineamento da ar ea experimental

O experimento foi conduzido em condi¢des de campo de 9 de margo de 2006 a 28 de
agosto de 2007 em solo classificado como Planossolo série Ecologia, de baixa fertilidade
natural especialmente N, na &rea experimental da Embrapa-Agrobiologia, no km 7 da BR 465,
municipio de SeropédicaRJ. Sua localizagdo geogréfica se da no paralelo 22° 45’ de latitude
sul e 0o meridiano 43° 39" de longitude em uma atura de 26 m em relacéo ao nivel do mar.

As caracteristicas climéticas da regido indicam que ha um clima quente e Umido, sem
inverno pronunciado sendo o regime pluviométrico caracterizado por um periodo chuvoso no
verdo e estiagem no inverno. Na figura 3, sd0 apresentados dados da precipitacdo
pluviométrica nos anos de 2006 e 2007, caracterizando o periodo seco (junho a setembro) e
chuvoso (outubro a maio) no Rio de Janeiro, RJ.
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Figura 3. Chuva acumulada x nimero de dias com chuvas para 0 ano 2006 (a) e 2007 (b) no
Rio de Janeiro, RJ. Fonte: www.inmet.gov.br/html/observacoes. php2nk=Capitais

Foi adotado um delineamento em blocos ao acaso com quatro repeticdes, em esguema
fatoria 4x2 nas parcelas. Na parcela foram testados 4 nivels de tratamentos (controle
absoluto, controle adubado com 120 kg de N (uréia) ha’, inéculo misto e inoculagdo “In
vitro”. O material vegetal inoculado “in vitro” foi preparado e fornecido pela Estacdo
Experimental Dr. Leonel de Miranda, campus da UFRRJ, e esta sediado em Campos dos
Goytacazes, na regido norte fluminense e na fase de care-planta, os colmos foram utilizados
nesta Tese. Foram testadas duas variedades RB72454 e RB867515 de cana-de-acUcar
(caracteristicas na Tabela 2).
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Cada parcelafoi composta de 4 linhas de 4 m linear, com espacamento de 1,10 m entre

linhas totalizando 32 parcelas de 17,6 nf. A &rea (il de cada parcela (8,8 nt) foi composta de
2 linhas centrais.

Tabela 2. Caracteristicas agroindustriais das variedades RB72454 e RB867515

Caracteristicas da cultivar RB72454 RB867515
Brotacédo Boa Boa
Perfilhamento Bom Médio
Porte Ereto Alto
Producdo agricola Alta Alta
Brotac&o das socas Muito boa Boa
Florescimento Ocasional Eventual
Maturacdo Meédia -
Teor de agUcares Alto Alto
Carvéo Intermediario Resistente
Ferrugem Resistente Resistente
Solo Sem restricoes Baixa restricéo

Fontes: Caracteristicas da variedade RB72454 adaptadas da Dissertacdo de Mestrado de Prado Jr, 2008 e
variedade RB867515 da equipe do programa de melhoramento genético da cana-de-aglicar PMGCA/UFV
(Universidade Federal de Vicosa).

Andlise de solo, realizada de acordo com Embrapa (1997), indicaram na amostra de 0-
20 cm: pH em 4gua 4,7; 0,7 cmol, Ca®"dm>; 0,4 cmol. Mg?*dm3; 0,2 cmol. APF*dm®; 7,1
mg P.dm?; 40,2 mg K.dm?®, 0,63 %, carbono organico (C.0.), 1,09 % matéria organica
(M.O.) e 0,00 % N. O solo foi arado e gradeado, optando-se por aplicar, a lango, 500 kg
calcareo minercald 100% PRNT ha'’ devido aos valores de AF** trocaveis e baixos valores de
Ca + Mg observados na andlise do solo. Os fertilizantes foram colocados no fundo do sulco,
nas doses de 100 kg POs ha* como superfosfato simples, 80 kg K,O ha* como cloreto de
potéssio e 50 kg de micronutrientes FTE BR12. Foram plantadas 12 gemas por metro linear.
No tratamento adubado foram efetuadas trés aplicagBes em cobertura de 40 kg N ha™* como
uréia aos 30, 90 e 120 DAI (dias apds a inoculagdo). Para a adubacdo de manutencdo (cana-
soca) os adubos foram colocados a0 lado da linha de plantio, nas doses de 100 kg P.Os ha*
como superfosfato simples, 100 kg KO ha! como cloreto de potéassio, 50 kg de FTE BR12 e
400 g de molibdato de amonio. No tratamento adubado foram efetuadas duas aplicagtes em
cobertura 60 kg N ha'* como uréia aos 60 e 120 dias apds o corte da cana-planta. O adubo foi
colocado ao lado da linha de plantio, incorporado ao solo e em seguida foi feita irrigacéo.

3.5.5 Calheitas, produtividade de colmos, producdo de fitomassa seca e acimulo de
nitrogénio das variedades de cana-de-agucar

A primeira colheita do experimento (cana-planta) foi realizada de 27 a 30 de agosto de
2007 aos 18 meses apos o plantio, a segunda colheita (cana-soca) foi de 1 a 4 de julho de
2008 aos 10 meses apds a reinoculagdo da cana. Durante a colheita da cana foram
consideradas as duas linhas centrais de cada parcela (&rea ditil), totalizando 8,8 nf sendo que,
a parte aérea das plantas de cana-de-aclcar foi separada em colmo, ponteiros (folhas verdes) e
paha (folhas secas). Estimouse a produtividade da lavoura (rendimento de colmos frescos),
fitomassa fresca dos ponteiros e da palha, através de pesagem em campo. Em seguida foram
retiradas amostras que foram pesadas, levadas a estufa de secagem a 65 °C até estabilizacdo
de seus pesos, as amostras foram novamente pesadas para determinacdo da matéria seca e N-
total em cada parte, serdo o nitrogénio analisado pelo método semi-micro Kjeldahl (Alves et
al., 1994).
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3.6 Experimento Il — Aplicacdo dos I noculantes Poliméricos contendo Microrganismos
Endofiticos na Cana-de-aclicar Cultivada no Planossolo

3.6.1 Preparo dosinoculantes
Como descrito nos ensaios de sobrevivéncia (subitem 3.2)
3.6.2 Inoculagdo

Foram utilizados toletes, contendo trés gemas previamente selecionadas (Figura 4a),
das variedades RB867515 e RB72454 de cana de acUcar que foram tratados termicamente a
52 °C por 30 min (Figura 4b). Em seguida os toletes foram armazenados em caixas com
capacidade para 24 kg onde permaneceram por 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente
os toletes foram imersos por 30 min nos inoculantes liquido (IPC 0,8) e gel (IPC 2,2) diluidos
1:100 (concentragdo fina ao redor de 10" células mL™) em &gua limpa (Figura 4c). Foram
utilizadas caixas com capacidade para 500 L de inoculante.

Figura 4. a) Toletes contendo trés gemas; b) Tratamento térmico curto (52°C por 30 min) e c)
Toletes em imersdo no inoculante por 30 min.

3.6.3 Localizacdo, caracteristicas do solo e delineamento da &rea experimental

O experimento foi conduzido em condi¢des de campo de 1 de setembro de 2007 a 14
de agosto de 2008 numa érea proxima ao experimento |. As caracteristicas climaticas indicam
clima quente e imido, sem inverno pronunciado sendo o regime pluviométrico caracterizado
por um periodo chuvoso no verdo e estiagem no inverno. Nafigura 5, so apresentados dados
da precipitacdo pluviométrica nos anos de 2007 e 2008, caracterizando o periodo seco (maio a
setembro) e chuvoso (outubro a abril) no Rio de Janeiro, RJ.

Foi adotado um delineamento em blocos ao acaso com quatro repeticdes com fatorial
4x2 nas parcelas. Na parcela o fatorial consistiu de 4 niveis de tratamentos (controle absol uto,
controle adubado com 120 kg de N (uréia) ha™*, inoculante polimérico liquido (IPC 0,8) e 0
inoculante polimérico gel (IPC 2,2) e duas variedades RB72454 e RB867515 de cana-de-
acUcar. Cada parcela foi composta de 5 linhas de 5 m linear, com espagamento de 1,10 m
entre linhas totalizando 32 parcelas de 27,5 M. A &rea (til de cada parcela (16,5 M) foi
composta de 3 linhas centrais.
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Figura 5. Chuva acumulada x nimero de dias com chuvas para 0 ano 2007 e 2008 no Rio de

Janeiro, RJ. Fonte: Instituto nacional de meteorologia (Inmet)

Andlise de solo, realizada de acordo com Embrapa (1997), indicaram na amostra de O-
20 cm: pH em &gua 5,4; 1,1 cmol. Ca?*-dm®; 0,2 cmol. Mg**dm3; 0,1 cmol. AP dm3; 26,1
mg P.dm?; 27,0 mg K.dm?, 0,48 %, carbono organico (C.0.), 0,83 % matéria organica
(M.O.) € 0,043 % N. O solo foi arado e gradeado, optando-se por aplicar 500 kg calcério
minercal ha'* devido aos valores de AI** trocaveis e baixos valores de Ca + Mg observados na
andlise do solo. Os fertilizantes foram colocados no fundo do sulco, nas doses de 100 kg P,Os
ha* como superfosfato simples, 100 kg KO ha™' como cloreto de potéssio e 50 kg de FTE
BR12 e 0,4 kg de molibdato de ambnio. Foram plantadas 12 gemas de cana por metro linear.
No tratamento adubado foram efetuadas uma aPIica(;éo de 20 kg N ha? no plantio e duas
aplicacBes em cobertura com 40 e 60 kg N ha™™ como uréia aos 60 e 90 DAI. O adubo foi
colocado ao lado da linha de plantio, incorporado ao solo e em seguida foi feita irrigaco.

3.6.4 Colheita, produtividade de colmos, producdo de fitomassa seca e acumulo de
nitrogénio das variedades de cana-de-agucar

A colheita do experimento foi realizada de 11 a 14 de agosto de 2008, aos 11 meses
apos o plantio. A produtividade de colmos, producéo de fitomassa e acimulo de nitrogénio
das variedades de cana-de-agUcar foram realizados conforme descrito no experimento | de
campo (subitem 3.5.5), com modificacfes apenas no que se refere a area Util das parcelas que
neste caso foi composta de trés linhas centrais (16,5 nt).

3.7 Experimento |11 — Aplicacdo dos Polimer os contendo Micr or ganismos Endofiticos na
Cana-de-agUcar Cultivada no Argissolo
3.7.1 Preparo dosinoculantes
Como descrito nos ensaios de sobrevivéncia (subitem 3.2)
3.7.2 Inoculagdo
Como descrito no experimento |1 de campo (subitem 3.6.2)
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3.7.3 Localizacao, caracteristicas do solo e delineamento da &rea experimental

O experimento foi conduzido em cordi¢bes de campo de 6 de setembro de 2007 a 21
de agosto de 2008 em um solo classificado como Argissolo de textura média, muito pobre em
nutrientes, especialmente nitrogénio, na area experimental da Embrapa-Agrobiologia, BR 465
km 7 no municipio de SeropédicaRJ. Sua localizacdo geogréfica se d& no paralelo de 22°
45’ de latitude sul e o meridiano 43° 40' de longitude em uma altitude de 26 m em relagcéo ao
nivel do mar.

Foi adotado um delineamento em blocos ao acaso com quatro repeticoes, em esguema
de parcelas subdivididas no tempo com fatorial 4x2 nas parcelas. Na parcela o fatoria
consistiu de 4 niveis de tratamentos (controle absoluto, controle adubado com 120 kg de N
(uréia) ha', inoculante polimérico liquido (IPC 0,8) e o inoculante polimérico gel (IPC 2,2) e
duas variedades RB72454 e RB867515 de cana-de-aclcar e nas subparcelas, casualizadas
dentro de cada parcela, foram avaliadas 4 épocas (3, 6, 9 e 11 meses apos a inoculacdo).

Cada parcelafoi composta de 6 linhas de 6 m linear, com espacamento de 1,10 m entre
linhas totalizando 32 parcelas de 39,60 nt. A érea (itil de cada parcela (26,4 nt) foi composta
de 4 linhas centrais e foi subdividida em 4 subparcelas com 1 linha, cada uma referente a uma
época de colheita.

Andlises de s0lo, realizadas de acordo com Embrapa (1997), indicaram na amostra de
0-20 cm: pH em &gua 6,1; 3,2 cmol. Ca?*..dm®; 1,0 cmol, Mg .dm®; 0,1 cmol. APF*.-dm>;
4,1 mg P.dm?; 81,0 mg K.dm?® 0,6 % C.O.; 1,03 % M.O. e 0,09 % N. O solo foi arado e
gradeado, optando-se por n&o aplicar calcério devido a0 baixo valor de AP* trocavel e
adequado valor de Ca + Mg observados na andise do solo. Os fertilizantes foram colocados
no fundo do sulco, nas doses de 100 kg P,Os hai'* como superfosfato simples, 100 kg K0 ha
1 como cloreto de ptéassio, 50 kg FTE BR12 e 0,4 kg de molibdato de aménio. Foram
plantadas 12 gemas de cana por metro linear. No tratamento adubado foram efetuadas duas
aplicacBes em cobertura 60 kg N ha™* como uréia aos 30 e 90 DAI. O adubo foi colocado ao
lado da linha de plantio, incorporado ao solo e em seguida foi feita irrigacéo.

3.74 Colhetas, produtividade de colmos e producdo de fitomassa seca total de
variedades de cana-de-agucar

As colheitas do experimento foram realizadas aos 3, 6, 9 e 11 meses apos a inoculacdo
sendo a primeira coleta realizada de 3 a 4 de dezembro de 2007 , a segunda de 10 a 14 de
marco de 2008, aterceira de 18 a 21 de junho de 2008 e a tltimafoi de 21 a 25 de agosto de
2008, aos 11 meses apos o plantio.

A produtividade de colmos, producdo de fitomassa seca total e acimulo de nitrogénio
total das variedades de cana-de-agUcar foram realizados conforme descrito no subitem 3.4.4,
com modificagdes apenas no que se refere a area Util das parcelas que neste caso foi composta
de quatro linhas centrais (26,4 nT) e das subparcelas (6,6 nt linhal).

3.7.5 Andlisesestatisticas

Depois de verificado a validade da andlise de variancia quanto as pressuposicoes de
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancias dos erros (teste de Cochran),
as médias das varidveis foram submetidas a andlise de variancia, recorrendo-se ao teste de
Scott-Knott, com p 0,1 para comparagéo entre médias das demais variaveis. As analises foram
redlizadas nos programas estatisticos SAEG”?, da Universidade Federal de Vigosa e
SISVAR?, da Universidade Federal de Lavras.



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

PARTE |: Laboratério

4.1 Sobrevivéncia dos Microrganismos Endofiticos em Mistura nos Polimeros como
Veiculos de I noculacdo

Os resultados obtidos através da contagem do numero de células presentes no
inoculante polimérico liquido nas formas IPC 0,2; IPC 04; IPC 0,6 e IPC 08,
compatibilizadas ou ndo com MgO (Oxido de Magnésio) na propor¢ao 2%, considerando as
estirpes BR11281 e BR11145 que foram avaliadas neste ensaio por apresentarem
caracteristicas fisiologicas distintas, 0 que permitiu maior confianca na quantificacdo das
células viaveis, quando da aplicacdo do método do nimero mais provavel (NMP) utilizada
neste ensaio. As demais estirpes ndo foram consideradas nesta avaliagdo, devido ao
crescimento cruzado nos diferentes meios semi-solidos e semi-seletivos utilizados no método
NMP.

As estirpes avaliadas demonstraram um perfil homogéneo com relacdo a manutencéo
das células viaveis nos polimeros, indicando que a sobrevivéncia das células ndo foi
dependente do veiculo de inoculagdo na menor ou maior concentracdo do polimero,
compatibilizada ou ndo com MgO (Figura 6).

De modo geral, as bactérias sobreviveram com nimero de células vidveis ao redor de
10° células mL™* nos veiculos IPC 0,2, 0,4 e 0,6 aos 15 dias, apesar de apresentarem ligeira
flutuacdo ao longo do periodo de avaliacdo, e de 10® céulas mL™* aos 120 dias de
armazenamento. Entretanto, o mesmo comportamento ndo foi verificado para o veiculo
polimérico IPC 0,8, considerando a estirpe BR11281 onde a viabilidades celular foi de 10°
células mL™ no inoculante ao longo do periodo de avaliacio até 120 dias. Para a estirpe
BR11145 foi observado sobrevivéncia celular ao redor de 10° células mL™ no inoculante até
30 dias, apresentou ligeira flutuacdo ao longo do periodo de avaiacdo, e de 10° cdulas mL™
aos 120 dias de armazenamento, compatibilizada ou ndo com MgO. O veiculo polimérico IPC
0,8 ndo compatibilizado foi entéo utilizado nas fases subsequentes do trabalho.

Fernandes Jr, (2006) avaliando a sobrevivéncia Bradyhrizobium jafonicum estirpe
BR3267 em composicdo polimérica, verificou uma populacgo 10° células g+ no veiculo aos
90 dias apds a inocul acéo.

Possiveis ateragdes na composicdo fisico-quimica dos polimeros, causada por efeitos
fisicos da autoclavagem como, na viscosimetria também pode ter contribuido negativamente
para a sobrevivéncia dos microrganismos em estudo, como observado por Oliveira (2006)
sobre a influencia da esterilizacdo por radiacdo gama nas propriedades fisico-quimicas do
polimero natural PHB (polihidroxibutirato) e seu copolimero (polihidroxibutirato-co-
hidroxivalerato), verificando a formagdo de grupos terminais insaturados, induzidas pela
radiacdo gama e ocorréncia de cisdes preferencialmente nos grupos ésteres do polimero.
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Figura 6. Sobrevivéncia das bactérias endofiticas BR11281 e BR11145 no veiculo inoculante

Armazenamento (dias)

polimérico IPC 0,2 (a), IPC 04 (c), IPC 0,6 () e IPC 0,8 (g) sem e com

compatibilizante MgO a 2%, por um periodo de armazenamento de até 120 dias apds

ainoculagdo a 24°C
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Rohr, (2007) estudando a sobrevivéncia de Bradyrhizobium japonicum estirpe BR
3267 na mistura polimérica, carboximetilcelulose e amido, por um periodo de 90 dias apds a
inoculacéo da bactéria sugere que para um melhor desempenho da sobrevivéncia dos
microrganismos em veiculos poliméricos deve-se melhorar a estabilidade dimensional e a
compatibilidade dos polimeros com os microrganismos, estudando a adicdo de novas
substancias como surfactantes e ions estratégicos como, molibdénio e estanho. Neste mesmo
estudo as misturas poliméricas foram compatibilizadas com ZnO e MgO e esterilizados por
autoclavagem onde o autor sugere como poposta de futuros estudos, a observagdo sobre
possivel formacdo de novas substancias quimicas apods autoclavagem das amostras, devendo
ser avaliada

De acordo com Rohr, (2007) a carboximetilcelulose (CMC) € um polimero modificado
da celulose com caracteristicas de polieletrélitos, com associagdes e interacbes especificas
entre as suas cadeias e 0 solvente (&gua), além de formar gel. O amido é um polimero natural
formado por duas estruturas distintas. amilose, cadeia linear, e a amilopectina, cadeia
ramificada, forma gel e apresenta o fendbmeno de retrogradacdo que é o agrupamento das
cadeias apds um tempo de sua solubilizagdo. O amido e a CMC sdo polimeros distintos entre
s com relacdo a sua estrutura, tipos de interacfes, solubilizacéo e caracteristicas reol 6gicas.
Assim a mistura entre esses polimeros com agua, forma com o passar do tempo um sistema
heterogéneo indicando uma imiscibilidade. Esse problema pode ser contornado adicionando a
mistura entre eles, ion, como 0 MgO que promove interagdes no sistema de modo que ocorra
uma compatibilidade no sistema.

Pandey & Maheshwari, (2007) estudando uma bioformulagdo contendo diferentes
espécies bacterianas como Burkholderia sp, estirpe MSSP, Snorhizobium meliloti estirpe
PP3, Rhizobium leguminosarum estirpe Pec e Bacillus sp. estirpe Bl, verificaram que, a
presenca de outras bactérias na bioformulagdo ndo promoveu efeito deletério para a
viabilidade da estirpe M SSP de Burkholderia sp. nos veiculos de baixo custo.

4.2 Sobrevivéncia dos Microrganismos Endofiticos Individualizados nos Polimeros
como Veiculos de I noculagéo

Baseado nos resultados anteriores, com melhor desempenho da mistura das estirpes
BR11281 e BR11145 no veiculo polimérico IPC 0,8 por manter o nimero de células viaveis
em relacdo as diversas misturas poliméricas ao redor de 10° cdulas mL™ do inoculante até
120 de armazenamento, este foi selecionado para a segunda fase de testes. Neste caso, como
a sobrevivéncia variou no tempo quando as estirpes foram aplicadas em conjunto, este ensaio
testou cada componente do inoculante de forma individual (Tabela 3).

Foi verificado que a estirpe BR11281 apresentou viabilidade das células em torno de
10° com pH variando de 2,8 a 6,9 nos veiculos inoculantes testados até 30 dias de avaliagéo.
A partir deste periodo, os valores populacionais 8por grama ou mililitro dos trés inoculantes
apresentaram queda populacional ao redor de 10° células g* com valores de pH na faixa de
3,8 a 6,6 aos 60 dias de avaliagdn. Foi observado queda populacional mais acentuada no
veiculo polimérico liquido para 10° células mL™ com pH 6,5 e nos demais veiculos testados
os valores popul acionais foram ao redor de 10’ a 10® com pH 5,7 a6,9 ao0s 90 dias.

Para a estirpe BR11335 foi observado viabilidade das células superior a 10° com
valores de pH entre 7,1 a 8,2 dependendo do veiculo inoculante testado aos 15 dias. Foi
observado declinio populacional mais acentuado com valores populacionais ao redor de 108
no veiculo polimérico gel pH 7,6 e inbculo misto pH 8,7, para o veiculo polimérico liquido a
viabilidade foi ao redor de 10° com pH 7,9 até 60 dias. A partir deste periodo foi observado
aumento populacional ao redor de 10® e pH 8,1 no veiculo polimérico liquido e populacdo a0
redor de 10° e pH 7,5 para o veiculo polimérico gel, entretanto a viabilidade das células ficou
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abaixo do nivel de deteccdo do método empregado (NMP) e elevado valor de pH 9,2, no
veiculo in6culo misto.

Para a estirpe BR11504 os val ores populacionais foram superior a 10° para os veiculos
polimero gel e in6culo misto com pH 7,1 e 8,3, respectivamente. Entretanto a viabilidade das
células foi ao redor de 10® e pH 7,8 para o polimero liquido aos 15 dias. A partir deste periodo
os valores populacionais apresentaram queda mais acentuada por mililitro ou grama dos
inoculantes até 90 dias. Com relacdo a estirpe BR11145, esta apresentou viabilidade das
células superior a 10° para os veiculos polimero gel pH 6,6 e inéculo misto pH 6,0. Para o
veiculo polimérico liquido a viabilidade das células foi em torno de 10° e mantida nestes
valores apenas até os 15 dias apds a inoculacdo. A partir deste periodo, os valores
populacionais por grama ou mililitro dos dois inoculantes apresentaram queda mais acentuada
até 0s 90 dias ap0s a inoculagéo.

A estirpe BR11366 apresentou viabilidade das células ao redor de 10° para os veiculos
polimero gel pH 6,5 e indculo misto pH 5,3, no veiculo polimérico liquido a viabilidade das
células foi em torno de 10" e mantida nestes valores apenas até os 15 dias apds a inoculagzo.
A partir deste periodo, os valores populacionais dos inoculantes apresentaram flutuacdo com
gueda mais acentuada até os 90 dias ap0s a inoculacéo.

No gque se refere a0 pH do meio de crescimento, a maioria das bactérias apresenta
caréter neutrofilo crescendo na faixa que vai de 6,0 a 8,0. Gluconacetobacter diazotrophicus
gue faz parte do grupo das bactérias do acido acético, consegue sobreviver em pH em torno de
3,0 (Dobereiner et a., 1995). A sobrevivéncia desses microrganismos em ampla faixa de pH
requer a secrecdo de diferertes enzimas, que possam tornar o pH do ambiente a ser
colonizado, ideal para o seu crescimento (Gomes, 2003).

Embora a sobrevivéncia de células em substratos utilizados como veiculo de bactérias
estgja relacionado com a composicdo do substrato e o metabolismo celular de cada
microrganismo, devem ser consideradas as caracteristicas de cada microrganismo no processo
de maturacdo e estocagem do inoculante (Roughley & Vincent, 1967).

As relagdes entre as estirpes testadas nos diferentes veiculos de inoculagdo foram
demonstradas por Sparrow & Ham (1983) quando avaliaram a viabilidade de duas estirpes de
Rhizobium phaseoli (CIAT75 e CIAT3644) em seis veiculos de inoculacdo estocados a
temperatura ambiente e a 4°C. A estirpe CIAT75 apresentou maior viabilidade no inoculante
guando o armazenamento foi feito a temperatura ambiente, enquanto a viabilidade da estirpe
CIAT3644 em inoculantes estocados a 4°C ndo diferiu daguela observada a temperatura
ambiente.
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Tabela 3. Sobrevivéncia dos microrganismos endofiticos em Log do nimero de céulas gou
mL™* nos veiculos poliméricos liquido IPC 0,8, gel IPC 2,2 e do indculo misto por um
periodo de armazenamento de 90 dias apds a inoculacdo (DAI) a 24°C.

Veiculos inoculante e pH

Estirpes  Liquido (IPC0,8) pH Gel (IPC0,8) pH Meiodecultivo pH

15 DAI
BR 11281 8,95 51 9,06 6,4 8,60 29
BR 11335 9,95 7,5 10,48 7,1 9,60 8,2
BR 11504 8,40 7,8 10,78 7,1 9,65 8,3
BR 11145 8,40 5,8 10,60 6,6 9,60 6,0
BR 11366 7,78 4,8 9,60 6,5 8,95 5,3
Estirpes 30 DAL.
BR 11281 8,95 6,7 9,06 6,9 9,15 2,8
BR 11335 7,60 7,8 8,95 7,6 8,60 8,7
BR 11504 8,60 7,9 8,85 7,4 7,60 8,8
BR 11145 8,48 6,0 8,65 6,7 7,60 6,2
BR 11366 8,95 4,8 8,60 6,6 9,40 55
Estirpes 60 DAI.
BR 11281 8,60 6,5 7,60 6,6 7,98 3,8
BR 11335 6,40 79 8,60 7,4 6,95 8,8
BR 11504 7,60 7,9 8,95 7,3 7,60 8,8
BR 11145 8,85 6,0 8,60 6,4 7,60 6,3
BR 11366 8,40 4,9 8,40 6,3 8,98 55
Estirpes 90 DAI.
BR 11281 6,48 6,5 7,48 6,9 8,18 57
BR 11335 7,95 8,1 7,88 7,5 0 9,2
BR 11504 6,10 8,1 7,98 44 0 9,0
BR 11145 0 6,0 7,78 6,8 7,60 6,2
BR 11366 7,95 4,7 7,30 6,7 8,65 55

Legenda: O valor 0 indica abaixo do nivel de deteccéo.

Fernandes Jr. (2006) avaliou a sobrevivéncia de células de Bradyr hizobium japonicum
estirpe BR 3267 por um periodo de noventa dias a temperatura ambiente, inoculadas em
mistura polimérica a base de carboximetilcelulose (CMC) e amido em diferentes proporgoes,
com e sem agente compatibilizante (1% ZnO e MgO). Neste ensaio 0 autor observou que a
sobrevivéncia do microrganismo foi de 9,0 unidades logaritmicas de células g* do produto
para duas misturas distintas, compatibilizadas com 1% de MgO até 90 dias de avaliagéo.

Vendan & Thangargju, (2007) com a producdo de um bioinoculante liquido baseado
na formacdo de células cisticas de Azospirillum verificaram que o bioinoculante promoveu a
sobrevivéncia das células por 390 dias de avaliagdo com uma populacdo de 9,0 unidades
logarimiticas por mililitro do produto.

Ferreira et a. (2003) selecionando os veiculos turfoso, oleoso e caldo bacteriano para
inoculante com estirpes previamente selecionadas de Herbaspirllum seropedicae ZAE94
(BR11417) e Burkholderia spp. Estirpe M130 (BR11340) e as variedades de arroz IR42 e
| AC4440, verificaram que o nimero de células viéveis ficou em torno de 10® células g* ou
mL™! para o inoculante turfoso e oleoso, respectivamente aos 110 dias de armazenamento e o
caldo bacteriano apresentou valor inferior aos 30 dias apds o preparo.
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PARTE |I: Experimentos na casa-de-vegetacao

4.3 Experimerto| - Aplicagdo do Inéculo misto, Polimero gel e a Mistura dos dois
contendo Micror ganismos Endofiticos nas Plantulas de Cana-de-agUcar

4.3.1 Producéo de fitomassa seca total e acimulo de nitrogénio total nas plantulas

A andlise de varidncia revelou para as variaveis andisadas aos 50 dias apés a
inoculacéo efeito significativo (p<0,1), contribuindo para o incremento da fitomassa seca,
nitrogénio total acumulado e nimero de brotacfes (Tabela 4). A aplicacdo do indculo misto,
polimero gel (IPC 2,2) e a mistura dos dois promoveu acumulos significativos da fitomassa
seca por caixa, da parte aérea e de raizes em relagdo as plantulas controle. Entretanto o
mesmo comportamento ndo foi observado para o acimulo de fitomassa seca nos mini toletes
guando comparados ao controle. Para 0 nimero de brotacOes foi observado que a aplicacéo
dos tratamentos de inoculagdo proporcionou maior nimero de brotagdes quando comparado
ao controle. Com relacdo ao nitrogénio total, foi verificado que os tratamentos de inoculagdo
proporcionaram acumulos significativos nos mini toletes e na parte aérea, mas sem efeito para
0 nitrogénio nas raizes. Para a dtura das plantulas ndo foi verificado diferenca entre os
tratamentos aplicados. Os feitos observados ap6s a inoculagdo podem ter sido facilitados pelo
tratamento térmico dos mini toletes, que além de contribuir para diminuicdo dos
microrganismos fitopatogénicos, promove uma reducdo da microbiota associada aos toletes
(Reis et a, 1994), embora favoreca a diminuicdo da taxa de germinagdo de algumas
variedades (Kimati et al., 2005).

Tabela 4. Aplicacdo do inéculo misto, polimero gel (IPC 2,2) e a mistura dos dois sobre a
fitomassa seca, brotacfes, altura e nitrogénio total acumulado nas plantulas da var.
RB72454 de cana-de-acUcar aos 50 dias ap0s a inoculacéo

Fitomassa seca (g caixa™)

Tratamentos BrotacOes (n° caixa™)
Mini toletes Parteagrea  Raizes

Controle 54,3* 33 b 22b 42 b

In6culo misto 53,6 53 a 48a 50 a

Polimero gd (IPC 2,2) 56,6 6,2 a 51a 53 a

Misturados dois 52,0 6,5 a 49a 57 a

c.V. (%) 9,3 22,3 16,7 14,5

Nitrogénio total (mg caixa™)

Tratamentos Altura (cm)
Mini toletes Parteaérea  Raizes

Controle 565 b 1,9 b 39* 42 *

Inéculo misto 606 a 2,42 a 43 38

Polimero gd (IPC 2,2) 632 a 245 a 50 44

Misturados dois 658 a 2,47 a 38 38

c.v. (%) 18,9 54 2,2 31,0

Médias seguidas por diferente letra mindscula na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, p<0,1. Dados
de fitomassa seca dos mini toletes foram transformados por Logio (Y ); * = ndo significativo

A inoculagdo de bactérias fixadores de nitrogénio e promotoras do crescimento vegetal
tem promovido o aumento na producéo de matéria seca e absorcédo de nitrogénio (Nayak et al.
1986; Murty & Ladha. 1988; Gunarto et a. 1999). Suman et al. (2005) verificaram que a
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inoculacdo das estirpes 1S1100, 107, 111, 112, 113, 120 e 121 de Gluconacetobacter
diazotrophicus por imersdo dos mini toletes da variedade C0Se92423 de cana-de-aglcar
durante 24 h influenciou positivamente a germinacéo, brotacdo e altura das plantulas aos 90
dias ap6s ainoculacéo, onde os valores de germinacao ficaram ao redor de 10,89% a 23,66%,
0s numeros de brotacdes foram de 16,8 a 54,16% e altura das plantas de 26,0-0,32% acima do
controle.

Diferentes concentracbes de indculo bacteriano misto podem expressar diferentes
respostas sobre a promogdo do crescimento das plantas de cana-de-agUcar como observado
por Canuto (2008) quando testou mini toletes da variedade RB72454 de cana-de-acUcar
tratados termicamente a 50°C por 30 min e inoculados por imersdo, durante duas horas com as
concentragdes 10°, 10° e 10° cdlulas por mL do indculo e avaiadas aos 45 dias apds a
inoculagdo. O autor observou que as plantas que receberam o indculo misto na concentragéo
10% céulas mL™ tiveram seu crescimento superior as demais concentracdes de bactérias
aplicadas a variedade.

Recente estudo realizado por Marques Jr et a. (2008) verificaram que mini toletes
tratados termicamente e imersos por 12 h em melo de cultura Dyg's liquido contendo
Herbaspirilum seropedicae estirpe HRC 54 (10® células ml't) e &cidos himicos (20 mg L't de
C de AH isolados de vermicomposto) promoveram o crescimento, aumento da biomassa da
parte aérea e das raizes das plantulas em relacéo ao controle do cultivar RB72454 de cana-de-
acucar.

Além da cana-de-agUcar, a inoculacdo com estirpes selecionadas de Azospirillum
amazonense estirpes BR11755, BR11746, BR 11833 e BR11752 promoveram o crescimento
da planta, o acumulo de nitrogénio e a contribuicdo para a FBN na cultura do arroz
(Rodrigues et al 2008). Na figura 7 est& apresentado o crescimento radicular promovido pela
aplicagdo dos polimeros contendo bactérias endofiticas nas plantulas e aspectos internos dos
mini-toletes gpds ainoculacdo comparados ao controle sem inoculacdo da variedade RB72454
de cana-de-acgUcar.

Figura 7. @) Crescimento radicular das plantulas de cana-de-aclicar promovido pela aplicacdo
do polimero contendo bactérias endofiticas, b) Aspecto interno do mini tolete apos a
aplicagdo do polimero contendo bactérias endofiticas, ¢) Aspecto interno do mini
tolete controle
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4.3.2 Colonizacdo dos microrganismos endofiticos inoculados nas plantulas de cana-de-
acucar

a) Gluconacetobacter diazotrophicusBR 11281

A colonizacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe BR11281 nas pléantulas
inoculadas e avaliadas em diferentes épocas de coletas até 50 dias apds a inoculagéo, esta
apresentada na Figura 8.

Foi observado que o tratamerto de inoculacdo utilizando a mistura dos inoculantes
proporcionou uma colonizag&o ao redor de 5,5 unidades logaritmicas g* de massa fresca para
a estirpe BR11281 no momento da inoculagdo com ligeiro crescimento atingindo um valor
populacional ao redor de 6,0 unidades logaritmicas aos 30 dias, se estabilizando aos 50 dias
apods a inoculagdo. Esse comportamento pode ser explicado pela presenca de fontes de
carbono prontamente disponiveis, advindas dos veiculos inoculantes como a
carboximetilcelulose, amido e sacarose e que durante a colonizacdo das bactérias tenha
ocorrido sintese de amilases e celulases tendo favorecido a degradacéo das fontes de carbono
e assim estimulando a multiplicag&o e sobrevivéncia celular. Esses resultados sugerem que G.
diazotrophicus é uma espécie que tem capacidade de sobreviver e manter popul acdes elevadas
mesmo em condicBes de limitacdo nutricional da planta, se desenvolvendo apenas com as
reservas do préprio colmo através da quebra dos aglicares. Comportamento semelhante foi
verificado quando aplicado o tratamento de inoculagdo utilizando o indculo misto. Entretanto
com menores valores populacionais. Para o tratamento de inoculacdo utilizando o polimero
gel foi observada uma populacéo da estirpe BR11281 ao redor de 5,5 unidades logaritmicas
no momento do plantio tendendo a crescimento populacional provavelmente devido a fatores
j& mencionados, seguido de queda e tendendo a crescimento populacional. Essa flutuacéo
populacional pode ter sido causada pela presenca das demais estirpes empregadas nos
inoculantes (BR11335, BR11145, BR11504, BR11145 e BR11366).

No controle foi observado que o tratamento térmico promoveu reducdo da carga
bacteriana naturalmente presente e demonstra que a carga microbiana inicia de
Gluconacetobacter deve ser alta nos colmos de cana-de-aglcar. Entretanto a populagédo
bacteriana se manteve presente e estdvel ao longo das avaliagbes. Essa presenca de G
diazotrophicus no controle, mesmo apos tratamento térmico, demonstra que esta espécie pode
ser resistente ao tratamento térmico curto (52°C por 30 min). Observacdes semel hantes foram
feitas por Reis (1991) com tratamento térmico curto em toletes das variedades CB453,
NA5S679, SP711406, CO997 e SP701143 de cana-de-acUcar, demonstrando que este tipo de
prética fitossanitéria ndo afetou a presenca do referido género, ficando entre 10* e 10 cdlulas
por grama de raizes e parte aérea das plantul as aos 10 dias apos o plantio.

Estudos realizados por Perin (2003) sobre a colonizagdo de G. diazotrophicus em
diferentes variedades de cana-de-agUcar mostraram uma populacdo da referida bactéria em
torno de 10° e 10° células g* de plantulas dos 30 aos 88 dias apds o plantio, cujo declinio
populaciona foi observado dos 117 aos 152 dias apds o plantio, onde se conclui que o
provavel motivo para a queda do nimero de células observado pode estar relacionado com o
estado nutricional da planta.
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Figura 8. Contagem do nimero de células de Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe BR
11281 por g-ama de massa fresca (Log) de cana-de-agUcar, var. RB72454, até 50 dias
apos ainoculacdo. Vaores médios de trés repeticoes

Suman et d. (2005) testaram mini toletes da variedade CoSe92423 de cana-de-agUcar
da india, inoculados com estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus na concentracdo de
108 cdulas mL™ por um periodo de 24 h e adubadas com 3 niveis de nitrogénio, 0, 75 e 150
kg, por um periodo de 90 dias apds a inoculacdo e verificaram que a populacéo de G.
diazotrophicus, medida pela técnica do NMP, aumentou de 10 a 10* vezes nos tecidos das
plantas inoculadas quando comparadas ao controle, e que a populacdo da bactéria foi maior no
tratamento utilizando 75 kg de nitrogénio quando comparados aos tratamentos utilizando O e
150 kg de nitrogénio he*.

b) Herbaspirillum seropedicae BR11335

A colonizagdo de Herbaspirillum seropedicae estirpe BR11335 nas plantulas
inoculadas e avaliadas em diferentes épocas até 50 dias apds a inoculagdo, esta apresentada na
Figura 9. A colonizacdo da espécie de Herbaspirillum seropedicae, independente do
tratamento, apresentou menor valor populacional no momento da inoculacdo, com excegdo
para a mistura dos inoculantes que proporcionou maior valor populacional ao redor de 5,0
unidades logaritmicas g* massa fresca, provavelmente devido a uma maior carga bacteriana
favorecida pela mistura dos dois inoculantes, em seguida apresentou crescimento
populacional aos 15 dias apds a inoculagdo, e novamente a mistura dos inocul antes apresentou
maior valor populacional que foi ao redor de 6,0 unidades logaritmicas g* massa fresca,
mantendo-se estavel ao longo das coletas independente do tratamento aplicado,
provavelmente devido a presenca de fontes de carbono prontamente disponivel.

O tratamento ndo inoculado apresentou colonizag&o de Herbaspirillum inferior apenas
no plantio. Essa baixa presenca inicial da populacdo pode ser explicada devido aos mesmos
motivos apresentados no figura 8. e no caso desta espécie mostrando ata sensibilidade.
Entretanto, a mesma foi capaz de se restabelecer endofiticamente ao longo das avaliactes.
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Figura 9. Contagem do numero de células de Herbaspirilum seropedicae estirpe BR 11335
por grama de massa fresca (Log) de cana-de-aclcar, var. RB72454 até 50 dias apds a
inoculacdo. Valores médios de trés repeticoes

¢) Herbaspirillum rubrisubalbicans BR 11504

A colonizagdo de Herbaspirillum rubrisubalbicans estirpe BR11504 nas plantulas
inoculadas e avaliadas em diferentes épocas de coletas até 50 dias apos a inoculacdo, esta
apresentada na Figura 10. A colonizacdo da espécie de Herbaspirillum rubrisubalbicans,
considerando o controle, polimero gel e o indculo misto apresentaram menores valores
populacionais no momento do plantio, seguido de crescimento populacional até 15 dias,
provavelmente devido aos mesmos motivos apresentado na figura 8, tendendo a queda
populacional aos 50 dias, provavelmente devido ao estado nutricional e processos fisiol gicos
e bioquimicos que ocorrem durante a brotacdo da planta influenciando na colonizagdo
bacteriana que apresentou queda mais acentuada no controle. Observou-se uma diferenca
populacional promovida pelos veicul os inoculantes utilizados, evidenciando que a mistura dos
inoculantes proporcionou maior valor populacional, que foi ao redor de 6,0 unidades
logaritmicas g* de massa fresca aos 15 dias, quando demonstrou queda populaciona aos 50
dias apds a inoculacdo.

O controle apresentou colonizagdo de Herbaspirillum inferior apenas ao tratamento de
inoculagdo utilizando a mistura dos inoculantes no plantio. Essa presenca inicial menos
expressiva do microrganismo no controle, pode ser explicada pelo mesmo motivo ja
apresentado para as outras estirpes, citado anteriormente (Figuras 8 e 9). Esta espécie também
demonstrou elevada sensibilidade ao tratamento térmico, ficando abaixo do nivel de deteccéo
do método empregado (nimero mais provavel). Entretanto, esta populacdo foi capaz de se
restabel ecer, apresentando queda mais acentuada aos 50 dias ap0s a inoculagéo.

Nos estudos de inoculagdo conduzidos por Njoloma et al. (2008) com Herbaspirillum
sp estirpe B501 gfpl sob as concentragdes do inoculo 10° e 10% cdulas ml™, em duas
variedades NiF8 e Nil5 de cana-de-acUcar japonesa, obtiveram como resultado cerca de 2,4 x
10" cdulas g* nos tecidos das plantas da variedade Nil5 inoculadas com a maior
concentracdo bacteriana aos 28 dias apos a inocul agéo.
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Figura 10. Contagem do numero de células de Herbaspirilum rubrisubalbicans estirpe BR
11504 por grama de massa fresca (Log) de cana-de-agUcar, var. RB72454 até 50 dias
apos ainoculacdo. Vaores médios de trés repeticoes

Zakria et al. (2008) também utilizando a estirpe Herbaspirillum sp estirpe B501 gfp1,
inoculadas pelo método de infiltracdo a vacuo em toletes das variedades NiF8 e Ni15 de cana-
de-acUcar, observaram gue a densidade populaciona imediatamente apds a inoculacdo foi de
10 células g* de tecidos frescos, mostrando que a estirpe B501gfpl entrou com sUcesso Nos
tecidos dos colmos da variedade Ni15, onde sua presenca foi confirmada por microscopia e a
populacéo bacteriana inoculada permaneceu estavel por um periodo de cinco dias apds a
inocul agao.

d) Azospirillum amazonense BR 11145

A colonizagdo de Azospirillum amazonense (Figura 11) apresentou vaores
populacionais ao redor de 5,0 unidades logaritmicas g* massa fresca para os tratamentos de
inoculagdo aos 15 dias e se manteve estavel ao longo do periodo de avaliagdo, provavelmente
devido aos mesmos motivos apresentados na Figura 8. De modo geral pode ser verificado que
a espécie foi capaz de colonizar as plantulas de cana-de-acUcar var. RB72454 ao longo do
periodo de avaliagéo.

O controle ndo apresentou células viaveis de Azospirillum amazonense ficando abaixo
do nivel de deteccdo do método empregado (nUmero mais provavel), por ocasido do plantio.
Essa baixa presenca inicial da populacdo, naturalmente presente nos toletes de cana-de-
acUcar, pode ser explicada devido aos mesmos motivos apresentados na Figura 8 e no caso
desta espécie mostrando alta sensibilidade, de modo que a mesmafoi capaz de se restabelecer
e colonizar as plantulas até 50 dias apds a inocul agdo.
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Figura 11. Contagem do numero de células de Azospirillum amazonense estirpe BR 11145,
por grama de massa fresca (Log) de cana-de-agUcar, var. RB72454 até 50 dias apds a
inoculacdo. Valores médios de trés repeticoes.

e) Burkholderia tropicaBR11366

A colonizacgo de Burkholderia tropica estirpe BR11366, esta apresentada na Figura
12. Foi observado elevada populacdo bacteriana em todos os tratamentos no plantio. Houve
maior crescimento populacional verificado no inoculante polimérico gel provavelmente
devido a presenca de carboximetilcelulose e amido no inoculante que podem ter sido
degradadas e utilizadas pela bactéria sendo observado valores populacionais ao redor de 6,0
unidades logaritmicas aos 15 dias, apresentando queda populacional e tendendo a crescimento
populacional verificado aos 50 dias apds ainocul acéo.

Os tratamentos indculo misto e a mistura dos dois inoculantes tenderam a um
crescimento até 30 dias, apresentando queda populacional acentuada aos 50 dias,
provavelmente por esgotamento de nutrientes disponivel para as bactérias, nesta fase inicial
de desenvolvimento das plantulas.

O controle apresentou colonizacéo crescente de Burkholderia. Essa presencainicial do
microrganismo no controle pode ser explicada, peo mesmo motivo ja apresentado
anteriormente na figura 8 Embora no caso deste género, mostrando menor sensibilidade ao
tratamento térmico.
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Figura 12. Contagem do numero de células de Burkholderia tropica estirpe BR 11366, por
grama de massa fresca (Log) de cana-de-aclcar, var. RB72454 até 50 dias apos a
inoculacdo. Vaores médios de trés repeticdes

Muthukumarasamy et al. (2006), avaliando a colonizacéo de bactérias endofiticas de
Burkholderia viethamiensis estirpe MG43 e Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe ATCC
49037 na variedade Co86032 micropropagada de cana-de-aglcar e avaliadas aos 60, 90, 120 e
180 dias apds a inoculacdo, detectaram para a estirpe MG43 uma populacéo de 1,12 x 10°
células g' de plantulas frescas até 180 dias, para a estirpe ATCC 49037 uma populacéo de
1,12 x 10° células g* de plantulas frescas até 120 dias, sofrendo queda populacional para4,35
cdulas g* de plantulas frescas aos 180 dias. A mistura das duas estirpes apresentou uma
populacdo de 1,12 x 10° células g* de plantulas frescas dos 60 aos 120 dias sofrendo queda
populacional para 4,35 x 10* células g* de plantulas frescas aos 180 dias apés a inoculagéo.

4.4 Experimento Il - Aplicagdo do Inéculo Misto e dos Polimeros contendo
Micr or ganismos Endofiticos nas Plantulas de Cana-de-acUcar

4.4.1 Producdo de fitomassa seca total e acimulo de nitrogénio total nas plantulas

A andlise de variancia revelou para as variaveis analisadas aos 50 dias apds a inocul agéo
efeito de tratamento significativo (p<0,1) sobre o acumulo de fitomassa seca, nitrogénio total
e brotacdes das plantulas conforme Tabela 5.

Foi observado que o inéculo misto e o polimero gel (IPC 2,2) contendo a mistura
bacteriana, inoculados nos mini toletes da variedade RB72454 de cana-de-acucar,
apresentaram resposta positiva a inoculagdo sobre o acimulo de fitomassa seca por caixa
respectivamente, promovendo um aumento médio de 14% na fitomassa seca dos mini toletes,
de 68% na fitomassa seca da parte aérea, de 70% na fitomassa seca das raizes e de 58% no
numero de brotacGes em relacéo ao controle. Aplicando o inoculante polimérico liquido (IPC
0,8) foi observado efeito sobre o acimulo de fitomassa seca de raizes, sem efeito para o
acumulo de fitomassa seca de mini toletes e parte aérea por caixa.



Tabela 5. Aplicacdo do in6culo misto, polimero gel (IPC 2,2) e polimero liquido (IPC 0,8)
sobre 0 acumulo de fitomassa seca, brotagdes, altura e nitrogénio total das plantulas de
cana-de-agucar var. RB72454 aos 50 dias apos a inoculagéo

Fitomassa seca (g caixa ) R .
Tratamentos _ Brotagdes (n° caixa )
Mini toletes Parteafrea  Raizes

Controle 1,7 Db 25 b 35b 34 b
In6culo misto 19 a 39 a 6,6 a 55 a
Polimero gd (IPC 2,2) 20 a 44 a 59a 53 a
Polimero liguido (IPC 0,8) 17 b 29 b 53a 53 a
c.v. (%) 4,5 38,4 32,1 12,6
Nitrogénio total (mg caixa™)
Tratamentos Altura (cm)
Mini toletes Parteaérea  Raizes

Controle 658 b 94 b 46 b 50*
Inéculo misto 1130 a 211 a 64 a 57
Polimero gel (IPC 2,2) 1164 a 204 a 65 a 64
Polimero liquido (IPC 0,8) 604 b 204 a 57 a 65
c.V. (%) 28,9 27,7 30,8 20,2

Médias seguidas por diferente letra mindscula na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, p<0,1. Dados
de fitomassa seca dos mini toletes foram transformados por Logiq (Y); * = ndo significativo.

Oliveiraet a. (2002) testando sete diferentes combinagdes das bactérias utilizadas neste
estudo observou efeito fisiolégico sobre o desenvolvimento de plantulas micropropagadas de
cana-de-acucar por um periodo de 45 dias apods a inoculacdo, resultando no incremento da
razéo matéria seca de raizes e parte aérea quando comparado as plantulas ndo inoculadas.

Canuto et al. (2003) selecionando bactérias endofiticas para inoculagdo em cana-de-
acUcar micropropagadas por um periodo de 180 dias em vasos com solo, observou que a
inoculacdo de Gluconacetobater diazotrophicus estirpe PAL3, Azospirillum amazonense
estirpe BR11145 e Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC80 promoveu um aumento
significativo no acimulo de massa seca de colmos de cana, enquanto que 0 maior acimulo de
N-total nos tecidos foi observado coma a inoculagéo de A. amazonense estirpe BR11145, H.
seropedicae estirpes BR11417, BR11335 e da mistura de G. diazotrophicus estirpe BR11281
X H. rubrisubalbicans estirpe BR11504.

A inoculagdo combinada ou ndo de Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe T8 e
Herbaspirillum sp estirpe H22 promoveram o aumento da biomassa da cana-de-acUcar
variedade Co86032 por um periodo de 45 dias apds a inoculagdo em solo de textura média
(Muthukumarasamy et al. 2006).

Em culturas como o arroz inundado, Guimardes, (2001) verificou que as estirpes
BR11366 de Burkholderia tropica e as estirpes M4 e BR11504 de Herbaspirillum
rubrisubalbicans ndo promoveu aumentos significativos na matéria seca das plantas dos
cultivares Guarani, IR42 e |AC 4440.

4.4.2 Colonizacdo dos microrganismos endofiticos inoculados nas plantulas de cana-de-
acucar

Os dados de colonizag&o dos microrganismos inoculados nos mini toletes da variedade
RB72454 encontram-se na Tabela 6. Foi possivel quantificar células viaveis nos tecidos das
pléantulas, indicando ter havido a colonizagdo dos microrganismos endofiticos em todos os
tratamentos aos 50 dias ap0s inoculacdo. Foi observada uma diferenca significativa entre os
valores populacionais das estirpes colonizando as plantulas, com menor populagdo para
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Azospirillum amazonense estirpe BR11145 quando foi aplicado o inéculo misto, entretanto o
mesmo comportamento ndo foi verificado entre os valores populacionais das diferentes
espécies inoculadas utilizando o polimero gel (IPC 2,2) e o polimero liquido (IPC 0,8), com
valores populacionais que variaram de 4,4 a 5,4 Log do nimero de céulas g* plantulas
frescas.

O tratamento ndo inoculado apresentou diferenca significativa entre as estirpes nativas
colonizando as plantulas, com menor valor populacional para a estirpe RB11366 quando
comparado as demais estirpes. Essa presenca dos microrganismos no controle, mesmo apos
tratamento térmico curto, demonstrou sua capacidade de restabelecimento no habitat
endofitico por um periodo de 50 dias de avaliacéo.

Tabela 6. Populacéo de microrganismos endofiticos colonizando plantulas de cana-de-agUcar,
var. RB72454, aos 50 dias apds a inoculagdo. Valores médios de trés repeticoes

Controle Inéculo misto Polimero gdl Polimero liquido
Bactérias (IPC 2,2) (IPC0,8)
Log do niimero de células g* de plantulas frescas

BR 11281 4.8 a 4,7 a 54 * 53 *

BR 11335 4.8 a 52 a 5,0 5,2

BR 11504 48 a 47 a 4,8 4,3

BR 11145 46 a 20 b 49 4,8

BR 11366 36 b 50 a 5,0 4.4
cVv..% 15,7

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si a pelo teste de Skott Knott, p>0,1. Dados
transformados por Log10(Y); * = ndo significativo

Oliveira et a. (2009) avaliando a colonizagdo do mesmo inodculo misto utilizado neste
estudo, em plantulas micropropagadas da variedade SP701143 de cana-de-agUcar através da
técnica do NMP, verificaram que todas as espécies inocul adas foram encontradas col onizando
endofiticamente os tecidos das plantulas com populacdo mais elevada para Azospirillum
amazonense que mostrou um aumento populaciona de 100 vezes na colonizacdo e
Herbaspirillum spp. e Burkholderia tropica foi quantificado em 10" células por grama de
raizes frescas.

Canuto, (2008) avaliando a colonizacéo das bactérias endofiticas BR11281, BR11335
e BR11145 por inoculagcdo simples e mista nos toletes de cana-de-aglcar var RB72454,
verificou que a inoculagdo mista proporcionou um menor nimero de células presentes nos
tecidos vegetais do que quando inoculadas em inéculo simples. A maior populacéo observada
foi de 5,18 Log do n° de células por grama de massa fresca de raiz para a estirpe de
Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PALS5, valores proximos ao encontrado na Tabela 7
deste estudo. O autor sugere que a inoculagéo mista tenha promovido alguma interacdo entre
as bactérias inoculadas e/ou gendtipo vegetal, reduzindo o nivel populacional individual das
bactérias inoculadas.
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PARTE Ill: Experimentos de campo

45 Experimento | - Aplicagdo de Microrganismos Endofiticos na Cana-planta e do
Polimero contendo Microrganismos Endofiticos na Reinoculacdo da Cana-soca
Cultivadas no Planossolo

4.5.1 Produtividade de colmos de cana-de-acuicar

Na cana-planta (Figura 13) a inoculacdo das bactérias fixadoras de nitrogénio “in
vitro”, proporcionou resposta significativa sobre a produtividade de colmos frescos ao redor
de 160 Mg ha'! para a variedade RB867515, com um aumento de 30 Mg ha* em relacéo ao
controle absoluto e de 20 Mg ha™* na comparac&o com o controle adubado com 120 kg N ha™.
A variedade RB72454 quando inoculada “in vitro” e utilizando o in6culo misto apresentou
um incremento na produtividade de colmos ao redor de 10% e 7% em relacéo ao controle
absoluto e de 3% e 7% em relacéo ao controle nitrogenado, respectivamente. Entretanto, nas
condicbes do ensaio, e em decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve diferenca
significativa para este parametro (produtividade de colmos).

Na cana-soca (Figura 13) a reinoculagdo das bactérias fixadoras de nitrogénio
utilizando o polimero gel IPC 2,2, promoveu aumentos significativos na produtividade de
colmos para a variedade RB72454 com rendimento a0 redor de 105 Mg ha’ de colmos
frescos, com um aumento de 24 Mg hal em relagdo ao controle absoluto. A variedade
RB867515 quando reinoculada com as bactérias utilizando o polimero IPC 2,2, apresentou
um incremento na produtividade de colmos ao redor de 11%. Entretanto, nas condi¢des do
ensaio, e em decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para
este parametro (produtividade de colmos).

Anaisando comparativamente cana-planta e cana-soca podemos observar que, a
reinoculacdo aplicando-se o polimero gel IPC 2,2, contendo as bactérias endofiticas,
proporcionou melhor desempenho para a variedade RB72454 demonstrado pelo efeito da
reinoculacdo sobre a produtividade de colmos frescos quando comparada a inoculagdo
utilizando-se o inéculo misto na cana-planta, avaliada por um periodo de 17 meses apés a
inoculagdo. Esses resultados sugerem que a variedade RB72454 seja precoce para os efeitos
observados aos 10 meses apOs a reinoculacdo. A variedade RB867515 mostrou
comportamento semelhante tanto com a aplicacdo do inéculo misto quanto na aplicacdo do
polimero gel 1PC 2,2, contendo as bactérias endofiticas, na reinocul acéo.

Oliveiraet a. (2006) estudando a resposta dainoculagdo “in vitro” da misturade cinco
bactérias, & mesmas utilizadas neste trabalho, sobre a produtividade de colmos fescos das
variedades SP701143 e SP813250 de cana-de-aglcar, observou que a inoculacdo e a
reinoculacdo mostraram melhores efeitos sobre a promogéo do crescimento das plantas no
solo de baixa fertilidade natural, classificados como Planossolo por um periodo de dezessete
meses apos a inoculagdo e doze meses apds a reinoculacdo, sem uso de adubagdo nitrogenada
guando comparado ao solo de dta fertilidade natural, classificado como Terra Roxa
Estruturada.



RB72454 O RB867515

Canaplanta Cana soca

Produtividade de colmos frescos (Mg heil)

Tratamentos

Figura 13. Produtividade de colmos frescos das variedades de cana-planta aos 17 meses apos
a inoculagdo, plantio: 09/03/2006 e cana-soca aos 10 meses apds a reinoculacéo.
Meédias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas, ndo diferem entre s pelo
teste de Scott-Knott com p>0,1. Linhas verticais em acima das colunas representam o
erro padrdo da média. Colunas sem letra indicam ndo significativo

Prado Jr. (2008) testando duas variedades de cana RB72454 e |IACSP936006
inoculadas com bactérias diazotroficas a campo, obteve resposta significativa para a var.
RB72454 inoculada com uma concentracdo ao redor de 10’ cdulas mLt de
Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe BR11281, por pulverizacdo no momento do corte
no sulco de plantio, sobre a produtividade de colmos, favorecida tanto pela presenca de N
como pela inoculacdo. Ja a var. IACSP 936006 apresentou diferencas entre os tratamentos
apenas com 15% de significancia.

Respostas positivas da inoculagdo com bactérias diazotroficas, sobre a produtividade
dacanafoi verificado por, Shankariah & Husingi (2001) onde a inoculagdo com Azospirillum
brasilense promoveu um incremento de 9 Mg ha-* e de 5 Mg ha™* quando da inoculago com
Gluconacetobacter diazotrophicus na cultura. Em alguns estudos, tem sido verificada a falta
de resposta a inoculacdo, como observado por Canuto et al. (2003) mostrando que a resposta a
inoculagdo € bastante variavel e parece ser dependente de varios fatores incluindo o genétipo
daplantae o ambiente.

E valido ressaltar que as variedades mantiveram niveis adequados de produtividade
independente do tratamento, pois em cana-soca sabe-se que 0s rendimentos de colmos séo
menores quando comparados a produtividade de colmos em cana-planta. Xavier (2006)
fazendo um estudo comparativo entre oito variedades comerciais e duas variedades nédo
comerciais, utilizadas em estudos de melhoramento vegetal de cana-de-agUcar quanto a
produtividade e potencialidade para a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) por um periodo
de cinco ciclos da cultura encontrou produtividades na cana primeira soca que oscilaram entre



25 Mg ha! para a variedade, ndo comercial, Chunnee até 112 Mg ha! para a variedade
comercial SP792312.

4.5.2 Producéo de fitomassa seca de cana-de-acucar

Os dados referentes a producéo de fitomassa seca de colmo, ponteiro, palha e o total
de fitomassa seca produzida pela cana-planta séo apresentados na Figura 14. Foi observado
gue a inoculagdo “in vitro” e a aplicagdo do inéculo misto promoveu maior producdo de
fitomassa seca de colmos para a variedade RB867515, ao redor de 52 e 48 Mg ha?,
respectivamente o que correspondeu a um aumento de 7 Mg ha™ promovidos pela inoculagéo
“in vitro’ e 2 Mg ha' advindos da aplicacdo do indculo misto, comparado a0 controle
absoluto e 13 Mgha'! com a inoculaggo “in vitro”, comparado a0 controle adubado com 120
kg N ha'. Na producdo de fitomassa seca de ponteiros, foi verificado que a inoculagdo “in
vitro” promoveu reposta significativa com aumento de 11 Mg ha* para a variedade RB72454,
0 que representou um aréscimo de 2,4 Mg ha' e 1,7 Mg ha em relacdo aos controles
absoluto e nitrogenado.

Quanto a producdo de fitomassa seca total, foi verificado que ainoculagdo “in vitro” e
aaplicacso do indculo misto proporcionou uma producgo de 81 e 73 Mg ha'?, respectivamente
para a variedade RB867515, sendo observado um aumento de 12 Mg ha' e 4 Mg ha
proporcionados pelainoculagdo “in vitro” e aplicagdo do indculo misto em relacéo ao controle
absoluto. Quando comparados ao controle adubado, os valores foram de 14 e 6 Mg ha’
respectivamente.

Na cana-soca (Figura 15) foi observado que a variedade RB72454 respondeu a
aplicagdo do polimero gel IPC 2,2 contendo as bactérias na reinoculagdo, com efeito
significativo na producdo de fitomassa seca dos colmos, ponteiros e total. Foi verificado um
aumento de 4 Mg ha! para a producdo de fitomassa seca dos colmos. Na producdo de
fitomassa seca de ponteiros foi verificado que a variedade RB72454 respondeu a reinocul agdo
com aplicacdo do polimero gel contendo as bactérias. Entretanto, ndo diferindo dos controles.
No que se refere aos valores de fitomassa seca total foi observado que a reinoculacéo
promoveu maior producdo de fitomassa para a variedade RB72454 de 64 Mg ha' com
aumento de 7 Mg ha* em relacso ao controle absoluto. De modo geral, os valores totais de
actimulo de fitomassa seca oscilaram entre 57 a 64 Mg ha'* para a variedade RB72454 e de 50
a58 Mg ha'! para a variedade RB867515.
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Essa producdo significativa de fitomassa da variedade RB867515 confirma uma
caracteristica propria da variedade para altas producbes de fitomassa. Essa variedade
apresenta caracteristicas botanicas como rgpida velocidade de crescimento, porte alto, habito
de crescimento ereto, ampla adaptabilidade, boa estabilidade, alta densidade de colmos, boa
despalha, conferindo a ela caracteristicas desejaveis para os diferentes ambientes de producéo
(Pmgca, 2008).

4.5.3 Acumulo de nitrogénio na cana-de-acuicar

Na cana-planta (Figura 16), a variedade RB72454, quando inoculada “in vitro’
apresentou um incremento de N nos ponteiros ao redor de 33% tanto para o controle absoluto
guanto na comparacdo com a variedade RB867515. Entretanto, nas condi¢des do ensaio, e em
decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para este parametro
(acimulo de N). A variedade RB867515 quando inoculada “in vitro” apresentou um
incremento de N na palha ao redor de 12% em relacdo ao controle absoluto. Entretanto, nas
condicbes do ensaio, e em decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve diferenca
significativa para este parémetro (acimulo de N).

Quanto a0 nitrogénio acumulado na parte aérea da cana-soca (Figura 17), a
reinoculacdo da mistura de bactérias através do polimero gel IPC 2,2, proporcionou um
acimulo de nitrogénio nos ponteiros da variedade RB72454 de 70 kg N ha'?, sendo superior
aos controles absoluto e adubado com N, respectivamente em cerca de 11 e 10 kg N ha*. A
variedade RB867515 quando reinoculada com aplicagdo do polimero gel apresentou um
incremento ao redor de 11% em relagdo ao controle absoluto. Entretanto, nas condic¢des do
ensaio, e em decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para
este parametro (acimulo de N).

A variedade RB72454 quando reinoculada com o polimero gel contendo as bactérias
apresentou um incremento de N na palha ao redor de 23% e 15%, respectivamente em relacéo
aos controles absoluto e adubado com N. A variedade RB867515 reinoculada apresentou um
incremento de N na palha ao redor de 31% em relacdo ao controle absoluto sem efeito na
comparagao com o tratamento adubado com N. Entretanto, nas condigdes do ensaio, e em
decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para este parametro
(acimulo de N). A variedade RB72454 quando reinoculada apresentou um incremento no
acumulo total de N ao redor de 14% e 10%, respectivamente em relacdo aos controles
absoluto e adubado com N. Entretanto, nas condi¢des do ensaio, e em decorréncia do teste
estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para este parametro (acimulo de N).

Estudos realizados por Resende, (2000); Polidoro et a. (2001); Boddey et a. (2001);
Xavier, (2006), visando a selecdo de variedades de cana com potencia para FBN foi
verificado que a variedade RB72454 mostrou um efeito significativo no acimulo de
nitrogénio da parte aérea evidenciando o potencial desta variedade para a FBN em solos
pobres em nitrogénio disponivel.

Leite et al. (2008) estudando a inoculagdo da mistura de cinco bactérias, sobre o
acumulo de nitrogénio tota das variedades RB72454 e RB867515 na regido Norte
Fluminense, verificaram que tanto a inoculacdo quanto a reinoculacdo ndo promoveram
incrementos no contelido total de nitrogénio na parte aérea da plantas. Entretanto, foi
verificado que a variedade RB72454 apresentou um acimulo de 124 kg N ha*, sendo 15%
superior ao da variedade RB867515. Em numeros absolutos, os autores observaram meiores
acumulos de N quando as variedades RB72454 e RB867515 foram cultivadas com uma
adubacgo de 120 kg N ha™* e com reinoculagdo dos tol etes.
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4.6 Experimento Il - Aplicacdo dos Polimeros contendo Microrganismos Endofiticos na
Cana-de-acucar Cultivada no Planossolo

4.6.1 Produtividade de colmos de cana-de-acUcar ap0s a inoculacéo

Os dados de produtividade de colmos frescos de cana-planta das variedades em estudo,
aos 11 meses apos a inoculagdo, mostraram que houve efeito positivo da aplicagdo dos
polimeros contendo as bactérias (Figura 18). Foi observado que a aplicacdo do polimero gel
IPC 2,2 e do polimero liquido IPC 0,8 contendo as bactérias promoveram produtividade de
colmos frescos da variedade RB72454 ao redor de 100 Mg ha™ com aumento médio de 21 Mg
ha* em relacdo ao controle absoluto. A variedade RB867515 quando submetida & aplicacio
dos polimeros IPC 2,2 e IPC 0,8 apresentou produtividade média de colmos ao redor de 109
Mg ha* com incremento ao redor de 12% e 11%, respectivamente em relacso aos controles
absoluto e adubado com N. Entretanto, nas condi¢des do ensaio, e em decorréncia do teste
estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para este parametro (produtividade de
colmos).

RB72454 0 RB867515

=
N
o

100 —

Produtividade de colmos frescos (Mg ha(l)
N
o

Tratamentos

Figura 18. Produtividade de colmos frescos das variedades de cana-de-acUcar aos 11 meses
apos a aplicagdo dos polimeros IPC 2,2 e IPC 0,8, contendo bactérias endofiticas.
Plantio: 01/09/2007. Médias seguidas das mesmas letras minasculas nas colunas, ndo
diferem entre s pelo teste de Scott-Knott com p>0,1. Linhas verticais em acima das
colunas representam o erro padréo da média. Colunas sem letra indicam nédo
significativo
A resposta da aplicagdo dos inoculantes somente pode ser observado para a variedade

RB72454, sugerindo que a variedade seja precoce para os efeitos da inoculacdo observados. A

consisténcia na resposta dos tratamentos testados, observados para a variedade RB72454, néo

foram observados para a variedade RB867515.
Esses dados promissores sugerem a interagdo da variedade RB72454 com o inoculante

nas condi¢Oes testadas, independente do veiculo utilizado e no solo extremamente pobre em N

disponivel e também pode estar confirmando mais uma vez a alta potencialidade para a FBN

desta variedade, associada aos polimeros contendo bactérias endofiticas.



4.6.2 Producao de fitomassa seca e acimulo de nitrogénio na cana-de-aclcar apos a
inoculacdo

Na figura 19 encontram se os resultados referentes a producéo de fitomassa seca das
variedades em estudo. Foi observado que a aplicacdo dos polimeros gel IPC 2,2 e do liquido
IPC 0,8 contendo a mistura das bactérias endofiticas promoveu as maiores producdes de
fitomassa seca de colmo, ponteiro, palha e fitomassa seca total para a variedade RB72454,
com uma producdo média de 41 Mg ha* de colmos, 6 Mg ha'* de ponteiros, 11 Mg ha de
pahae 58 Mg ha™ no valor total de fitomassa seca respectivamente, em relagéo aos controles
indicando que a variedade RB72454 se beneficiou da inoculacgo das bactérias, sinalizando
interacdo da variedade com o inoculante independente do veiculo aplicado, nas condi¢bes do
ensaio.

Os dados de acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas estdo apresentados na
Figura 20. A aplicacdo dos polimeros contendo as bactérias proporcionou, para a variedade
RB72454, um acimulo médio de nitrogénio nos colmos, palha e total de 39, 10 e 34 kg de N
ha'!, respectivamente em relacdo aos controles, indicando que esta variedade se beneficiou do
nitrogénio advindo do ar em funcdo da inoculacéo das bactérias, enquanto que a variedade
RB867515 adubada com 120 kg N ha* acumulounos ponteiros, palha e total cercade 6, 37 e
28 kg de N ha, respectivamente em relacdo ao controle absoluto, indicando que esta
variedade foi eficiente em acumular o nitrogénio proveniente da adubag&o nitrogenada.

De modo geral pode ser observado que a producéo de fitomassa seca total basicamente
acompanhou a producéo de colmos. Em relacéo a fitomassa seca de palha vale ressaltar, que
ainda é feito a queima desse materia para facilitar a colheita da cana e com esta pratica sao
perdidos entre 30 e 50 kg de nitrogénio por hectare (Resende, 2000).

Canuto et al. (2003) estudando a inoculacéo das estirpes BR11509, BR11281 de
Gluconacetobacter diazotrophicus e BR11335, BR11380, BR11510 de Herbaspirillum
seropedicae, sobre a producdo de fitomassa seca total de cana-de-acUcar oriundas de
sementes, cruzamento SP 70-1143 x Co42l, verificaram que a inoculagdo das estirpes
BR11509, BR11380 e BR11335 promoveram as maiores producdes ao redor de 0,54 Mg ha'*
de fitomassa seca sendo superior as plantas ndo inoculadas, porém inferior a producdo de
fitomassa seca das plantas adubadas.

Muthukumarasamy et al. (1999) avaliando a inoculacdo das edtirpes T8 de
Gluconacetobacter diazotrophicus e H22 de Herbaspirillum sp sobre a produgéo biomassa e
acumulo de nitrogénio nas plantas micropropagadas de cana-de-aclcar variedade Co 86032,
verificaram que tanto a inoculagdo das estirpes como a inoculacdo das estirpes acompanhada
de 50% da dose de 140 kg N ha* promoveram maior actimulo de biomassa que foi de 3,35 e
3,39 kg planta* respectivamente e conteido de nitrogénio acumulado nas plantas que foi de
4,31 e 4,21 mg g* de massa seca respectivamente, quando comparado as plantas fertilizadas
com a dose recomendada de 280 kg N ha*por um periodo de 180 dias apds o plantio.

Estudos redlizados por Urquiaga et al. (2003) visado a selecdo de variedades
comerciais de cana-de-aclcar com potencial para fixacdo biol6gica de nitrogénio mostraram
gue entre as dez variedades estudadas, houve um maior acimulo total de nitrogénio na
variedade RB 72-454 de 265 kg N ha* em relaco as outras cultivares.
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de fitomassa seca de colmo (&), ponteiros (b), palha (c) e o total (d) das
las nas colunas (por parte da planta), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

IPC 0,8, contendo bactérias endofiticas. Médias seguidas das mesmas letras

variedades de cana-de-aclcar aos 11 meses apos a aplicacdo dos polimeros IPC 2,2 e
minuscu

Figura 19. Produgéo
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Knott com p>0,1. Linhas verticais em acima das colunas representam o erro padréo da

meédia. Colunas sem letra indicam n&o significativo
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palha (c) e o total (d) das

variedades de cana-de-aglcar aos 11 meses apds aplicacdo dos polimeros IPC 2,2 e

nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,1. Linhas verticais

IPC 0,8 contendo bactérias endofiticas. M édias seguidas das mesmas letras minuscul as
em acima das colunas representam o erro padréo da média

Figura 20. Acumulo de nitrogénio no colmo (@), ponteiro (b)



4.7 Experimento |11 — Aplicacdo dos Polimeros contendo Microrganismos Endofiticos
na Cana-de-agucar Cultivada no Argissolo

4.7.1 Produtividade de colmos fr escos de cana-de-acUcar ap0s a inoculacao

Os dados de produtividade de colmos frescos das variedades em estudo ao longo do
tempo encontramse discriminados na Tabela 7. Foi observado efeito significativo da
aplicagdo do polimero gel IPC 2,2 e do polimero na forma liquida IPC 0,8 contendo as
bactérias sobre a produtividade de colmos da variedade RB72454 que alcancou a marca de
175 Mg ha' com aplicacdo do polimero gel IPC 2,2 e 171 Mg ha’l quando aplicado o
polimero liquido IPC 0,8, onde ambos promoveram aumentos médios de 50 Mg ha™’ em
relacdo ao controle absoluto. Para a variedade RB867515 foi observado produtividade de 173
Mg ha'! promovido pela aplicacdo do polimero gel e 161 Mg ha™, promovido pela aplicacdo
do polimero liquido, o que representou um aumento médio de 30 Mg ha' em relacdo ao
controle absoluto, ndo diferindo do tratamento adubado com 120 kg de ha™*.

Tabela 7. Produtividade de colmos frescos das variedades de cana-de-agUcar em diferentes
épocas de coleta aos 11 meses apls a aplicacdo dos polimeros contendo bactérias
endofiticas. Plantio: 06/09/2007

Tratamentos Epocas de coleta (meses apods a inoculagdo)
6 9 11
Variedade RB72454
Controle absoluto 82* +9,83 132 * +7,58 123 b +2,88
Controle nitrogenado 100 7,03 156 +11,31 185a 16,62
Polimero gel (IPC 2,2) 85 2,04 159 +15,92 175a 14,17
Polimero liquido (1PC 0,8) 97 8,88 148 +15,46 171a +26,61
Médias 91 149 164
c.v. parcela (%) 22.4
c.v. subparcela (%) 16,4
Variedade RB867515
Controle absoluto 97 * £8,42 154 * +14,40 137 b 16,02
Controle nitrogenado 100 +9,84 150 15,57 172 a +6,98
Polimero gel (IPC 2,2) 87 +7,34 138 #17,81 173 a +7,09
Polimero liquido (IPC 0,8) 94 +8,12 150 +8,28 161 a +7,40
Médias 95 148 161
c.v. parcela (%) 22,4
c.v. subparcela (%) 16,4

Médias seguidas das mesmas letras minuscul as nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,15
Legenda* indica ndo significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo da média.

Esses resultados sdo promissores uma vez que pode representar uma economia na
aplicagcdo de nitrogénio na cultura, pois se poderia diminuir a adubagdo mineral nitrogenada,
uma vez que apenas a utilizacdo dos polimeros contendo a mistura das cinco bactérias,
apresentou médias semelhantes de incremento da produtividade de colmos quando comparado
a0 adubado com 120 kg de N na forma de uréia e sugerem gue os efeitos dos microrgani smos
inoculados sobre as plantas de cana-de-agUcar, sO puderam ser observados no fina das



avaliacOes, provavelmente por motivos de esgotamento de nutrientes no solo, 0 que teria
promovido a atuagéo favoravel dos microrganismos inoculados nas variedades estudadas.

De um modo geral o ambiente de producdo pbde exercer influéncia sobre a
produtividade das variedades quando aplicado os inoculantes poliméricos. De acordo com as
caracteristicas varietais (vide Tabela 3), a variedade RB72454 ndo apresentou restrices a
solos enquanto a variedade RB867515 apresentou baixa restricdo, 0 que em parte pode ser
demonstrado pelas atas producdes al cancadas pelas variedades neste ambiente de producéo.

Maule et a. (2001) avaliando a produtividade agricola da variedade RB72454 e mais
outras oito variedades, verificaram altas producdes das variedades tanto no Argissolo quanto
Planossolo uma produtividade média da cana-planta no Argissolo de 175 Mg ha* sendo 28%
maior que a obtida no Planossolo com 137 Mg hal, ressaltando a existéncia de uma variagdo
no potencia de produtividade de colmos de cana-de-agUcar entre os solos na regido Noroeste
do Estado de S&o Paulo.

Leite et a. (2008) avaliando a resposta das variedades RB72454 e RB867515 de cana-
de-aglcar a inoculagdo com uma mistura de cinco bactérias, as mesmas utilizadas neste
ensaio, nas usinas Santa Cruz e Sapucaia localizadas em Campos dos Goytacazes (RJ),
verificaram que na usina Santa Cruz as duas variedades apresentaram alto rendimento de
colmos que variou de 165 Mg ha™* para a variedade RB72454 sendo superior em 22 Mg hat a
variedade RB867515 que apresentou rendimento 143 Mg ha'* de colmos. Entretanto, nas duas
variedades ndo foi observado resposta a aplicacdo de N-fertilizante nem da inoculagdo nas
condicdes avaliadas. Ja na usina Sapucaia a variedade RB867515 apresentou resposta
significativa aos tratamentos de inoculagdo no campo, que se mostraram similares ao efeito da
adubacdo com N-fertilizante.

4.7.2 Producéo de fitomassa seca de cana-de-aclicar apés a inoculacao

Os dados de producéo de fitomassa seca de colmo, ponteiro, palha e o total produzido
por duas variedades de cana-de-acUcar ao longo do tempo estéo apresentados nas Tabelas 8,
9, 10 e 11. Os vaores de producéo de fitomassa seca de colmos das variedades nos diferentes
tratamentos mostraram que houve crescimento, verificado pela producdo crescente de
fitomassa seca dos colmos até a Ultima coleta aos onze meses apds o plantio. Esse mesmo
comportamento foi verificado por Reis Jr. (1998) estudando a ocorréncia de Herbaspirillum
seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus nas variedades SP792312 e SP701143 de
cana-de-acUicar ao longo do tempo.

Os tratamentos de inoculag&o promoveram resposta significativa sobre a producdo de
fitomassa seca de colmos de 52 Mg ha' para a variedade RB72454 e 49 Mg ha paraa
variedade RB867515 com aumento médio de 10 Mg ha™*, para as duas variedades, em relacéo
ao controle absoluto observada apenas aos 11 meses apls a aplicagdo dos polimeros. A
variedade RB72454 apresentou uma producéo média de fitomassa seca de colmos de 51 Mg
hal enquanto a variedade RB867515 apresentou producdo média de 47 Mg ha' o que
demonstra que nas condi¢gdes do ensaio, a variedade RB72454 foi 9% mais produtiva em
termos de fitomassa seca de colmos quando comparada a outra variedade.

Os dados de producdo de fitomassa seca de ponteiros das variedades de cana estéo
apresentados na Tabela 9. Para a producéo de fitomassa seca de ponteiro das variedades, nota-
se uma producdo crescente dos trés aos seis meses e uma estabilizacdo aos nove meses. Aos
onze meses apos a inoculacdo pode ser observada uma reducéo na producdo de fitomassa seca
de ponteiro. Esse comportamento foi verificado por Orlando Filho et al. (1980) ao fina do
ciclo da planta dos quatorze aos dezesseis meses apds o plantio, devido ao secamento e
eliminacdo das folhas com a proximidade do final do periodo de maturacéo.

A aplicacdo do polimero liguido contendo as bactérias endofiticas promoveu resposta
significativa sobre a producdo de fitomassa seca de ponteiro para a variedade RB867515 de
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13 Mg ha' com aumento de 4 Mg ha'* em relacéo ao controle absoluto aos 9 meses apds a
inoculacdo. Entretanto, esse efeito ndo foi observado aos onze meses apls a inoculagdo,
sugerindo uma possivel diluicdo do efeito possivelmente provocado pela perda de folhas
como justificado por Orlando Filho et al. (1980) com a proximidade do final do periodo de
maturagdo da planta. Para a producéo de fitomassa seca de palha das variedades nota-se uma
flutuac@o ao longo do tempo, onde aos nove meses a producdo de palha sofreu um ligeiro
declinio, apresentando uma elevacao aos onze meses (Tabela 10). Esse comportamento sugere
uma maior producdo de folhas bandeira, provavelmente devido a proximidade do final do
periodo de maturacdo da planta, refletindo numa maior producdo de fitomassa seca de paha

A variedade RB72454, quando submetida a aplicacdo dos polimeros contendo as
bactérias apresentou um incremento médio de fitomassa seca de palha ao redor de 12% em
relacdo ao controle absoluto e para variedade RB867515, quando submetida a aplicacdo do
polimero gel contendo as bactérias foi verificado resposta significativa sobre a producdo de
fitomassa seca de palha de 10,2 Mg ha* com aumento de 2 Mg ha™ em relagéo ao controle
absoluto aos nove meses apds inoculagdo. Entretanto, aos onze meses, a variedade RB867515
guando submetida a aplicacdo do polimero gel contendo as bactérias apresentou incremento
meédio de fitomassa seca de palha ao redor de 12% em relacdo ao controle absoluto.
Entretanto, nas condic¢des do ensaio, e em decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve
diferenca significativa para este parametro (fitomassa seca de paha).

A aplicacdo dos polimeros conterdo as bactérias promoveu uma producdo média de
fitomassa seca de palha de 14,8 Mg ha' para avariedade RB72454 enquanto a variedade
RB867515 apresentou uma producdo média de 154 Mg ha’aos onze meses apds a
inoculacdo. De modo gera a variedade RB72454 gpresentou menor producéo em termos de
fitomassa seca de palha do que a RB867515 nas condic¢des testadas.

Os dados, em relacdo a producdo de fitomassa seca total das variedades de cana estéo
apresentados na Tabela 11. Os tratamentos de inoculagdo promoveram diferengas
significativas na producdo de fitomassa seca total da variedade RB867515, com producdo
média dos tratamentos de inoculagzo, de 71 Mg ha™* de fitomassa, com um incremento de 18
Mg ha'! em relacdo ao controle absoluto. A variedade RB72454, quando submetida &
aplicacéo dos polimeros contendo as bactérias apresentou um incremento médio de fitomassa
seca total ao redor de 12% em relagdo ao controle absoluto. Entretanto, nas condicdes do
ensaio, e em decorréncia do teste estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para
este parametro (fitomassa seca total).

Pelos dados das producgtes de fitomassa seca total nota-se que esta representou um
potencial acimulo de fitomassa seca variando entre 62 a 82 Mg ha'lpara a variedade
RB72454 e entre 53 a B Mg ha'para a variedade RB867515 aos onze meses apds a
inoculacdo. Pode-se destacar também que, a variedade RB72454 obteve producdo média de
fitomassa seca total de 73 Mg ha*enquanto a RB867515 obteve producdo média 67 Mg ha
aos onze meses apds a inoculagdo. Estes valores sAo representativos e mostram a importancia
da producéo de fitomassa seca que pode ser usada para fins de cobertura vegetal morta sobre
0 solo mantendo a sua umidade, controlando ervas daninhas, contribuindo para sua fertilidade,
na geracdo de energia e até mesmo para a mitigagdo das emissdes de CO, (Resende et a.,
2006). Esse material também pode ser destinado para alimentagéo animal.
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Tabela 8. Producgdo de fitomassa seca de colmos (Mg ha't) das variedades de cana-de-actcar

em diferentes épocas de coleta até 11 meses apds o plantio

Epocas de coleta (meses apds a inocul acéo)

Tratamentos 6 9 11
Variedade RB72454
Controle absoluto 26,6 *+2,86 26,9 *+2,46 42,1b +£3,04
Controle nitrogenado 29,4 +4,28 28,1 1517 58,5a £6,86
Polimero gel (IPC 2,2) 353 +2,34 38,7 +4,95 51,2a +4,58
Polimero liquido (IPC 0,8) 25,9 15,05 29,3 6,69 52,2a 6,41
Médias 29,3 30,8 51,0
c.v. parcela (%) 314
c.v. subparcela (%) 22,5
Variedade RB867515
Controle absoluto 28,6*+3,90 29,3* £2,36 38,5b 6,59
Controle nitrogenado 28,6 +2,60 27,4 %156 51,8a 0,83
Polimero gel (IPC 2,2) 31,7 +4,30 33,1 £7,02 48,2 a +4,55
Polimero liquido (IPC 0,8) 33,7 7,29 31,4 4,55 50,7a £2,71
Médias 30,7 30,3 47,3
c.v. parcela (%) 314
c.v. subparcela (%) 22,5

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,1.
Legenda* indica ndo significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo da média

Tabela 9. Producdo de fitomassa seca de ponteiros (Mg hal) das variedades de cana-de-

acUcar em diferentes épocas de coleta até 11 meses apds o plantio

Epocas de coleta (meses apds a inocul agéo)

Tratamentos 3 6 9 11
Variedade RB72454
Controle absoluto 30*+049 13,1*+158 133*+30 7,3* 143
Controle nitrogenado 4,3 1,70 142 £1,97 119 £199 7,4 0,99
Polimero gdl (IPC 2,2) 52 +1,20 13,6 +2,05 151 +3,03 6,7 *0,56
Polimero liquido (IPC0,8) 5,0 +1,23 13,1 +1,38 13,6 +0,82 8,2 £1,10
Médias 4,4 13,5 13,5 74
c.v. parcela (%) 49,1
c.v. subparcela (%) 31,7
Variedade RB867515
Controle absoluto 42*+0,49 9,7* 3,18 95b+294 6,4*+0,78
Controle nitrogenado 4,9 +1,50 11,7 £1,02 130axl46 59 0,42
Polimero gdl (IPC 2,2) 3,4 10,80 12,1 +2,15 95b+0,70 55 0,37
Polimero liquido (IPC 0,8) 3,4 +0,80 10,3 +1,27 134 a+2,09 5,6 0,22
Meédias 4,0 10,9 11,4 59

c.v. parcela (%)

49,1

c.v. subparcela (%)

31,7

M édias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,1.
Legenda* indicando significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo da média



Tabela 10. Producdo de fitomassa seca de palha (Mg ha'l) das variedades de cana-de-actcar
em diferentes épocas de coleta até 11 meses apds o plantio

Epocas de coleta (meses apds a inocul acéo)

Tratamentos 6 9 11
Variedade RB72454
Controle absoluto 11,6 b £1,59 9,8* £1,74 12,7* +0,93
Controle nitrogenado 15,3 a 1,15 95 157 16,2 1,04
Polimero gd (IPC 2,2) 11,6 b £1,36 9,7 +1,24 154 +1,18
Polimero liquido (IPC 0,8) 11,6 b +0,83 11,6 +0,96 14,71 +,74
Médias 12,5 10,2 14,8
c.v. parcela (%) 25,4
c.v. subparcela (%) 17,0
Variedade RB867515
Controle absoluto 122* +1,12 8,7b +0,98 14,1* +0,90
Controle nitrogenado 14,1 +0,84 12,1 a +0,14 15,9 +1,48
Polimero gd (IPC 2,2) 12,7 £1,47 10,2 a +£2,03 14,6 +0,81
Polimero liquido (IPC 0,8) 12,0 £1,35 7,8b 0,63 17,0 £1,14
Médias 12,8 9,7 154
c.v. parcela (%) 25,4
c.v. subparcela (%) 17,0

M édias seguidas das mesmas | etras minudscul as nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,1.
Legenda* indica ndo significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padrao da média.

Tabela 11. Producgo de fitomassa seca total (Mg ha') das variedades de cana-de-aclicar em
diferentes épocas de coleta até 11 meses apds o plantio

Epocas de coleta (meses apos a inocul agdo)

Tratamentos 6 9 11
Variedade RB72454
Controle absoluto 51,0* +5,19 50,1* £3,30 62,2 * +5,36
Controle nitrogenado 59,0 6,81 49,6 8,04 82,2 8,72
Polimero gel (IPC 2,2) 60,1 +3,68 63,6 +6,71 73,4 £5,92
Polimero liquido (IPC 0,8) 50,7 6,33 545 +7,56 75,2 £8,90
Médias 55,2 54,4 73,2
c.v. parcela (%) 28,3
c.v. subparcela (%) 18,5
Variedade RB867515
Controle absoluto 50,7* £6,92 47,6 *£5,04 53,0b+12,19
Controle nitrogenado 54,0 +4,27 52,7 £3,11 73,7a%2,01
Polimero gel (IPC 2,2) 56,1 +8,82 52,9 +£7,50 68,5 a+4,98
Polimero liquido (IPC 0,8) 56,6 15,76 52,8 15,16 735a+2,64
Médias 54,4 51,5 67,2
c.v. parcela (%) 28,3
c.v. subparcela (%) 18,5

Médias seguidas das mesmas | etras minuscul as nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott- Knott com p>0,15. Legenda *
indica ndo significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo damédia



Reis Jr. (1998) estudando a influéncia da adubagdo nitrogenada sobre a populacéo
nativa de bactérias endofiticas nas variedades SP792312 e SP701143 aos 3, 6, 9, 12 e 15
meses apés o plantio, verificou que a variedade SP792312 apresentou uma estabilizacdo no
acumulo de massa seca de palha a partir da coleta aos seis meses e a variedade SP701143
mostrou acréscimo até a coleta aos doze meses, seguido de um decréscimo aos 15 meses apds
o plantio.

Govindargian et a. (2006) avaliando a inoculacdo de Burkholderia viethamiensis
estirpe MG43, Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe ATCC49037, Herbaspirillum
seropedicae ATCC35892, a combinagdo das trés, nas variedades Co 86032 e Co 86027 de
cana-de-acucar micropropagada em diferentes épocas de coletas até 12 meses apds o plantio,
verificaram que a inoculagéo da estirpe MG43 promoveu uma producdo de fitomassa seca de
191 e 175 Mg ha'* com aumentos de 20 e 19%, respectivamente para as variedades Co 86032
e Co 86027 sendo mais eficiente que as demais estirpes inocul adas.

Estudo realizado por Govindargjan et a. (2007) para avaliar a inoculacdo das estirpes
de Klebsella sp. GR9 (nova estirpe), Gluconacetobacter diazotrophicus ATCC49037,
Herbaspirillum seropedicae ATCC35892, Burkholderia vietnamiensis LMG10929T e
Azospirillum lipoferum LMG4348 juntamente com adubacdo de 140 kg N ha® na cana-de-
aclcar micropropagada variedade CoV 92102, verificaram que tanto a inoculagdo de
Klebsiella sp. GR9, como G. diazotrophicus associado & adubacio de 140 kg N hat
promoveram as maiores producBes de fitomassa que foi de 3,7 e 31 g planta?
respectivamente acima do controle fertilizado com 280 kg N ha'l até seis meses apds o
plantio.

4.7.3 Acumulo de nitrogénio na cana-de-agucar apoés a inoculacéo

Os dados de acimulo de nitrogénio nos colmos, ponteiros, palha e acimulo total de N
estdo apresentados nas tabelas 12, 13,14 e 15. A concentragdo de nitrogénio nos colmos das
variedades mostra acUmulo crescente até os onze meses apds a inoculagdo. O tratamento
adubado com nitrogénio promoveu diferenca significativa no acimulo de nitrogénio de 221
kg ha! nos colmos da variedade RB72454 com aumento de 83 kg ha™ em relacdo controle
absoluto e aumento médio de 27 kg ha™! quando comparado aos tratamentos de aplicacio dos
polimeros contendo as bactérias aos onze meses apos ainoculacdo (Tabela 12).

Pelos dados de acimulo de nitrogénio nos colmos nota-se que este representou um
potencial acimulo de N variando entre 138 a 221 kg ha'! para a variedade RB72454 e entre
109 a 154 kg ha* para a variedade RB867515 aos onze meses apés a inoculagio. Podemos
destacar também que a variedade RB72454 apresentou um acumulo médio de nitrogénio nos
colmos de 163 kg he! enquanto a RB867515 apresentou um actmulo médio de 137 kg ha™*
a0s onze meses apos a inoculagdo. Em termos porcentuais, a variedade RB72454 acumulou
19% mais nitrogénio nos colmos do que a RB867515 nas condi¢des do ensaio.

A concentracdo de nitrogénio nos ponteiros das variedades mostra acimulo crescente
de N até os nove meses ap0s a inoculagdo, apresentando decréscimo aos onze meses (Tabela
13). Pelos dados de acumulo de nitrogénio nos ponteiros nota-se que este representou um
potencial acimulo de N, variando entre 63 a 80 kg ha™* para a variedade RB72454 e entre 48 a
57 kg ha! para variedade RB867515 aos onze meses apds a inoculagdo. Podemos destacar
também que, a variedade RB72454 apresentou acimulo médio de nitrogénio nos ponteiros de
70 kg ha! enquanto a RB867515 apresentou acimulo médio de 52 kg ha' aos onze meses
apos a inoculagdo. Em termos porcentuais, a variedade RB72454 foi 35% mais produtiva em
acumulo de nitrogénio nos ponteiros do que a RB867515 nas condicdes testadas.

Para os valores de acimulo de N na palha, nota-se uma ligeira estabilidade até os nove
meses, com uma elevacdo aos onze meses apos a inoculacdo (Tabela 14). Essa elevacdo no
contelido de N na paha pode estar associada a uma maior quantidade de fitomassa seca
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produzida de palha no mesmo periodo. Foi observado que o tratamento adubado com
nitrogénio promoveu diferencas significativas no acimulo de nitrogénio na palha das duas
variedades aos seis meses apos a inoculacdo. Para a variedade RB72454 o tratamento adubado
com 120 kg N ha' promoveu um aumento significativo no acimulo de N na palha de 22 kg
tanto para o controle absoluto quanto na comparagdo com a aplicagdo dos polimeros contendo
as bactérias. Para a variedade RB867515 o tratamento adubado com 120 kg N ha™* promoveu
um aumento significativo no acimulo de nitrogénio na palha de 17 kg ha* em relacdo ao
controle absoluto e de 8 kg ha'l em relagio aos tratamentos com aplicacdo dos polimeros
contendo as bactérias. Pelos dados de acumulo de nitrogénio na palha nota-se que esta
representou um potencial acimulo de N variando entre 57 a 70 kg ha' para a variedade
RB72454 e entre 58 a 73 kg ha' para a variedade RB867515 aos onze meses apds a
inoculacéo.

Podemos destacar também que as duas variedades apresentaram acumulo médio e
nitrogénio na palha de 65 kg ha' aos onze meses ap6s a inoculagdo. Em termos porcentuais,
as variedades contribuiram semelhantemente no acimulo de nitrogénio na palha, nas
condicbes do ensaio. Os dados de acimulo total de nitrogénio na planta das variedades de
cana cultivadas ao longo do tempo, estdo apresentados na Tabela 15. Para os valores de
acumulo de N na planta, nota-se um aumento até os nove meses, com ligeira diminuicdo aos
onze meses apds a inoculacdo. Essa diminuicdo no conteldo de N na planta pode estar
associada com o periodo de maturacdo e com a proximidade do fim do ciclo da planta.

As variedades RB72454 e RB867515 quando submetidas a aplicacdo dos polimeros
apresentaram um incremento de N total nas plantas ao redor de 13% e 20% em relacdo ao
controle absoluto sem efeito na comparacdo com o tratamento adubado com N aos onze
meses apds a inoculacdo. Entretanto, nas condicBes do ensaio, e em decorréncia do teste
estatistico aplicado, ndo houve diferenca significativa para este pardmetro (acimulo de N).

Tabela 12. Actimulo de nitrogénio nos colmos (kg ha) das variedades de cana-de-acticar em
diferentes épocas de coleta até 11 meses apbs o plantio

Epocas de coleta (meses apds a inoculagdo)

Tratamentos 6 9 11
Variedade RB72454
Controle absoluto 60,7 £12,4 68,9* +6,1 1384 b+13,1
Controle nitrogenado 74,3 +9,8 108,6 £19,5 2214 a £36,4
Polimero gel (IPC 2,2) 735 18,3 110,1 £211 170,2 b +18/4
Polimero liquido (1PC 0,8) 50,1 £13,8 89,2 +341 151,2 b +£32,0
Meédias 64,7 94,2 170,3
c.v. parcela (%) 52,4
c.v. subparcela (%) 26,6
Variedade RB867515
Controle absoluto 59,1* £13,1 100,9 *£8,9 109,9 *+21,7
Controle nitrogenado 89,0+7,2 99,1 £10,3 154,3+13,7
Polimero gel (IPC 2,2) 79,0£16,9 109,5+ 27,3 143,5+ 23,4
Polimero liquido (1PC 0,8) 65,8 +15,9 99,4+ 19,5 141,3 +26,0
Medias 73,2 102,3 137,3
c.v. parcela (%) 52,4
c.v. subparcela (%) 26,6

Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,15.
Legenda* indica ndo significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo da média.



Tabela 13. Acimulo de nitrogénio no ponteiro (kg ha'l) das variedades de cana-de-aclicar em
diferentes épocas de coleta apds a aplicagdo dos polimeros contendo bactérias

endofiticas
Tratamentos Epocas de coleta (meses apds a inocul acéo)
3 6 9 11

Variedade RB72454
Controle absoluto 10,1*+0,43  126,7* +16,62 183,4* £50,24 68,0* 4,28
Controle nitrogenado 45,1+16,97 1523 £11,15 167,6 £27,30 71,0 19,22
Polimero gel (IPC 2,2) 59,1 +1540 1223 +1299 212,3 #4875 62,9 17,81
Polimero liquido (IPC0,8)  11,3+1,09 1414 +18,14 2050 10,40 80,0 +7,83
Médias 31,4 135,7 192,0 70,5
c.v. parcela (%) 51,3
c.v. subparcela (%) 38,0

Variedade RB867515
Controle absoluto 115b+166 100,4*+37,89 144,9*+46,83 48,3*15,36
Controle nitrogenado 96b+0,94 1251 £16,70 178,7 +11,35 56,9 7,31
Polimero gel (IPC 2,2) 61,2a13,40 1094 +1396 1316 +17,32 48,7+2,65
Polimero liquido (IPC0,8) 11,2b+0,59 132,8 +2323 168,8 +15,87 52,6+3,24
Meédias 23,4 116,9 156,0 51,6
c.v. parcela (%) 51,3
c.v. subparcela (%) 38,0

M édias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,1.
Legenda* indica ndo significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo da média.

Tabela 14. Acimulo de nitrogénio na palha (kg hal) das variedades de cana-de-agticar em
diferentes épocas de coleta até 11 meses apos a aplicacdo dos polimeros contendo

bactérias endofiticas

Tratamentos

Epocas de coleta (dias apos a inocul agdo)

6 9 11

Variedade RB72454
Controle absoluto 48,8 b +4,7 38,1* +5,0 56,6 * £2,6
Controle nitrogenado 71,2 a £8,5 39,4 15,6 70,1 32
Polimero gel (IPC 2,2) 482b 7,6 40,6 *44 66,3 4,4
Polimero liquido (IPC 0,8) 50,1b 9,0 48,0 9,1 66,4 9,1
Médias 54,6 41,5 64,9
c.v. parcela (%) 31,6
c.v. subparcela (%) 20,7

Variedade RB867515
Controle absoluto 454b £7,5 38,2* + 6,6 56,7* +9,3
Controle nitrogenado 629a £7,3 45,0 7,1 73,4 159
Polimero gdl (IPC 2,2) 40,3b +7,4 42,3 11,9 61,4 +4,3
Polimero liquido (IPC 0,8) 40,3b 6,6 30,7 +2,6 68,5 £10,8
Médias 47,2 39,1 65,0
c.v. parcela (%) 31,6
c.v. subparcela (%) 20,7

M édias seguidas das mesmas |etras mindscul as nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,15.
Legenda* indica ndo significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo da média.
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Tabela 15. Acimulo total de nitrogénio (kg ha') das variedades de cana-de-agticar em
diferentes épocas de coleta até 11 meses apos a aplicacdo dos polimeros contendo
bactérias endofiticas

Epocas de coleta (meses apds a inocul acéo)

Tratamentos 6 9 11
Variedade RB72454
Controle absoluto 236 * +32,87 289 * +48,88 263 * £28,27
Controle nitrogenado 298 £25,57 316 45,12 363 £45,58
Polimero gel (IPC 2,2) 244  +15,37 363 65,29 299 +26,02
Polimero liquido (IPC 0,8) 242 +28,08 342 +52,06 298 +47,17
Médias 255 328 306
c.v. parcela (%) 38,5
c.v. subparcela (%) 19,4
Variedade RB867515
Controle absoluto 205* +53,73 284* +52 27 215* +31,87
Controle nitrogenado 277 +23,65 323 +11,90 285 +18,64
Polimero gel (IPC 2,2) 229 +34,92 283 144,81 254 +23,99
Polimero liquido (IPC 0,8) 239 27,66 299 £32,33 263 +20,63
Médias 238 297 254
c.v. parcela (%) 38,5
c.v. subparcela (%) 19,4

Médias seguidas das mesmas | etras mintsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,15. Legenda* indicando
significativo na coluna, + seguido dos valores = erro padréo da média.

Pelos dados de aciumulo de nitrogénio nas plantas nota-se que esta apresentou um
acimulo de N variando entre 263 a 363 kg ha™! para a variedade RB72454 e entre 215 a 284
kg ha' para a variedade RB867515 aos onze meses apds a inoculagdo. Pode-se destacar
também que as duas variedades apresentaram acumulo médio total de nitrogénio na planta de
306 kg ha' para variedade RB72454 e de 254 kg ha' para variedade RB867515 aos onze
meses ap0s a inoculagdo. Em termos porcentuais, a variedade RB72454 apresentou um
acréscimo de 20% no acumulo de nitrogénio na planta, nas condicdes testadas.

Estudos realizados por Govindargjan et a. (2006) sobre inoculacdo de Burkholderia
viethamiensis estirpe MG43, Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe  ATCC49037,
Herbaspirillum seropedicae ATCC35892, e a combinagdo das trés, nas variedades Co 86032
e Co 86027 de cana-de-aclcar micropropagada em diferentes épocas de coletas até 12 meses
apos o plantio, verificaram que todos os tratamentos de inoculacdo mais a adubacdo com 140
kg N ha! promoveram aumento no contetido de nitrogénio nas folhas das duas variedades.
Entretanto, a inoculacéo das bactérias em mistura promoveu efeito maximo sobre o paréametro
em 70%, com actimulo médio de 5,33 € 5,98 mg N g* de folha.

Govindargan et a. (2007) estudando a resposta da inoculagdo das estirpes de
Klebsidlla sp. GR9 (nova estirpe), Gluconacetobacter diazotrophicus ATCC49037,
Herbaspirillum seropedicae ATCC35892, Burkholderia viethamiensis LMG10929T e
Azospirillum lipoferum LMG4348 juntamente com adubacgo de 140 kg N ha™ na cana-de-
acUcar micropropagada variedade CoV 92102, sobre o acimulo de nitrogénio, verificaram
gue ainoculacdo de Klebsiella sp. GR9 juntamente com a aducdo nitrogenada proporcionou
um acimulo médio de nitrogénio de 4,86 mg g* planta em relacdo ao tratamento adubado e
gue as plantas inoculadas com G. diazotrophicus sozinha ou em misturacom Klebsiella sp.
GR9 e adubadas com 140 kg N ha* proporcionou os maiores actimulos de nitrogénio que foi
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de 4,9 e 4,8 mg g* planta, respectivamente em relacdo ao controle fertilizado com 280 kg N
ha* até seis meses apds o plantio.

Estudos realizados por Suman et a. 2005 de inoculacéo individual das estirpes de
Gluconacetobacter diazotrophicus 1S100, 1S107, 1S111, 1S112, 1S113, 1S120 e 1S121
associada & adubacdo mineral nitrogenada na dose de 75 kg N hal em cana-de-aclicar
variedade Co0Se92423, verificaram que a inoculagdo de todas as estirpes, exceto a estirpe
1S121, favoreceu 0 acimulo de nitrogénio na parte aérea da planta, com incrementos de 7,32 a
21,97% em relagdo ao controle.

4.8 Andlise Conjunta dos Experimentos de I noculacdo dos Microrganismos Endofiticos
a Campo

a) Produtividade de colmos

A andlise conjunta dos experimentos nos diferentes solos (Tabela 16) mostrou que a
variedade RB72454 foi melhor na produtividade de colmos frescos tanto no Planossolo como
no Argissolo em um periodo de onze meses apds a inoculagdo, que promoveu uma
produtividade de colmos frescos de 102 Mg ha* no Planossolo e de 173 Mg ha* no Argissolo,
com um aumento na produtividade de 29 e 50 Mg hal respectivamente, em relagdo ao
controle absoluto. A variedade RB867515 foi melhor na produtividade de colmos frescos no
Argissolo, em um periodo de onze meses apds a inoculagcdo com uma producdo de 167 Mg ha
1 com um aumento de 31 Mg ha' em relacdo ao controle absoluto. De modo geral esses
resultados demonstraram que foi possivel aumentar a produtividade de colmos de cana-de-
aclcar com a inoculagdo de uma mistura de bactérias independente do veiculo inoculante
utilizado e do ambiente de producdo testado, pois efeitos da inoculagdo das bactérias foram
observados para as duas variedades, com maior resposta a inoculagdo para a variedade
RB72454 nos diferentes ambientes de producéo nas condi¢des do ensaio.

Tabela 16. Produtividade de colmos (Mg ha?) das variedades de cana-de-aclicar inoculadas
com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa Agrobiologia

Planossolo Argissolo
Tratamentos

Variedade RB72454
Controle absoluto 83 b +46 123b +2,9
Controle nitrogenado 103 a £3,7 185a +16,6
Inoculacéo 102 a £2,6 173 a £10,5
Médias 96 160
c.V. (%) 17

Variedade RB867515
Controle absoluto 97* +5,2 136 b *16,0
Controle nitrogenado 111 +8,3 172a 7,0
Inoculagéo 74 %35 167 a 6,6
Médias 80 158
c.V. (%) 17

M édias seguidas de diferente letra miniscula na coluna diferem entre s pele teste de Skott-Knott com p<0,1. *=indican&o significativo na
coluna, + seguido dos valores = erro padréo damédia.



b) Producéo de Fitomassa

A andlise conjunta dos experimentos nos diferentes solos (Tabela 17) mostrou que a
variedade RB72454 foi melhor na producdo de fitomassa seca total tanto no Planossolo
guanto no Argissolo em um periodo de onze meses apOs a inoculagdo com producdo de
fitomassa seca total de 56 Mg ha™* no Planossolo e 74 Mg ha* no Argissolo, com aumento de
17 Mg ha™* e 12 Mg ha™ respectivamente, em relagdo ao controle absoluto. A variedade
RB867515 foi melhor na producdo de fitomassa seca total no Argissolo em um periodo de
onze meses apds a inoculagdo com uma producdo de 73 Mg hat que promoveu um aumento
de 20 Mg ha™* em relacso ao controle absol uto.

Tabela 17. Producdo de fitomassa seca (Mg ha') das variedades de cana-de-aclcar
inoculadas com bactérias diazotréficas no campo experimental da Embrapa

Agrobiologia
Planossolo Argissolo
Tratamentos
Variedade RB72454
Controle absoluto 38b £1,0 62b £5,4
Controle nitrogenado 39b 1,0 82a 8,7
Inoculacéo 56a £2,2 74a £2,0
Medias 44 73
cVv. (%) 16
Variedade RB867515

Controle absoluto 44* + 2.8 53b +12,2
Controle nitrogenado 47 +2,0 74a +2,0
Inoculacéo 48 +35 7la +33
Meédias 46 67
c.v. (%) 16

Meédias seguidas de diferente letra mintscula na coluna diferem entre si pele teste de Skott-Knott com p<0,1. * = ndo significativo na
coluna, + seguido dos valores = erro padrao damédia

Anaisando amplamente os resultados pode ser verificado que a metodologia de
inoculacéo das bactérias foi eficiente em promover o aumento da producéo de fitomassa das
variedades estudas, mostrando que a aplicacdo das bactérias endofiticas pode ser vantgjosa
nos diferentes ambientes de producéo.



5 CONCLUSOES

Inoculantes polimeéricos apresentam capacidade de manter a sobrevivéncia das estirpes
BR11281 e BR11145 em mistura na preparacéo final;

Inoculantes poliméricos apresentam capacidade de manter a sobrevivéncia das estirpes
BR11281, BR11335, BR11504, BR11145 e BR11366 de forma individua no
inoculante;

A aplicacdo dos polimeros contendo as bactérias em experimentos de curto prazo na
casa-de-vegetacdo demonstra ser eficiente no processo de colonizagdo das bactérias
inoculadas, refletindo no incremento de fitomassa, brotagdes e acimulo de nitrogénio
das plantul as de cana-de-acUcar;

A tecnologia do inoculante polimérico contendo bactérias diazotréficas endofiticas em
experimentos de longo prazo no campo experimental promove efeitos positivos no
aumento da produtividade, fitomassa e acimulo de nitrogénio da cultura da cana-de-
aclcar, em diferentes ambientes de producdo, tanto em cana-planta quanto na cana-
soca, indicando a existéncia da interacdo entre os fatores testados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados abrem novas perspectivas a0 conhecimento sobre a
tecnologia de aplicagdo de inoculantes poliméricos contendo microrganismos fixadores de
nitrogénio e promotores do crescimento vegetal associados a espécies da familia das
poaceas.Estes inoculantes se mostraram viaveis como uma tecnologia alternativa a utilizacdo
de fertilizantes nitrogenados em plantas de cana-de-aclcar.

O inoculante polimérico contendo as estirpes BR11281, BR11335, BR11504,
BR11145 e BR11366 de bactérias diazotréficas endofiticas com uma populagdo ao redor de
10" cdulas mL™! em experimentos na casa-de-vegetacdo mostrou efeitos positivos para a
variedade RB72454 na colonizacéo das bactérias, proporcionando incrementos na fitomassa,
no nimero de brotac6es e acimulo de nitrogénio.

Nos experimentos de campo, também foram observados que os inoculantes
promoveram efeitos positivos nas duas variedades estudadas demonstrando ser eficiente em
promover a produtividade de colmos frescos, principalmente na variedade RB72454 nos
diferentes ambientes de producéo, tanto em cana-planta quanto na cana-soca. Na cana-planta
a aPIicagéo do inoculante polimérico promoveu uma produtividade de colmos de até 173 Mg
ha’ com um aumento de 50 Mg hal em relacdo ao controle absoluto, equivaendo-se ao
tratamento adubado com 120 kg N ha' e na cana-soca a produco observada foi de 105 Mg
ha® com um aumento de 24 Mg hal em relacdo a0 controle absoluto equivalendo-se ao
tratamento adubado com 120 kg N ha™ indicando a existéncia da interacdo entre os trés
fatores testados (solo-variedade-inoculante). Os inoculantes poliméricos também foram
eficientes em promover aumentos na producdo de fitomassa da RB867515 com producéo de
71 Mg ha' e aumento de 18 Mg ha! em relagdo ao controle absoluto e efeito similar ao
nitrogenado, mostrando-se promissor. Outro fator positivo em relagdo ao polimero, é que
manteve as células bacterianas viaveis por um periodo de 120 dias de avaliacdo e que a
presenca do agente compatibilizante como o0 MgO néo afetou a sobrevivéncia das células .

Esperase que o0 uso dos inoculantes poliméricos proporcione uma economia
significativa de fertilizantes nitrogenados, porém ainda sdo necess&rios novos estudos
incluindo analise do custo de producdo dos inoculantes poliméricos, a fim de tornar possivel o
calculo da reducdo dos custos de producdo da cana com 0 uso desta nova tecnologia.
Considerando a pratica ja em uso da producdo de inoculante para cana-de-agUcar tendo aturfa
como veiculo e tomando por base o prego do inoculante comercial produzido na Embrapa
Agrobiologia paraa soja, que é de R$ 3,00 cada dose (250g) teremos um custo de R$ 15 para
cinco doses contendo cada uma das diferentes bactérias recomendadas para a cana. Como 0s
toletes apresentam superficie bem maior em relacdo as sementes, 0 gasto de inoculante para o
plantio de um hectare desta cultura deve ser pelo menos 20 vezes maior em relacdo a soja.
Entdo, para o inoculante turfoso estima-se um custo de pelo menos R$ 60,00 por hectare (5
bactérias x 4 doses de cada x R$ 3,00). Estudos mais conclusivos deverdo ser realizados, de
modo que, brevemente, tenhamos um inoculante eficiente, capaz de suprir a maior parte das
necessidades de nitrogénio da cultura da cana-de-acUcar, e com isso, contribuir para a
sustentabilidade na producdo desta e de outras poaceas.
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8 ANEXO

SOLUCOES

SOLUCAO SALINA PARA DILUICAO (BALDANI, V. L., 1980).

KoHPO;, ... SOl 10%0 .o 1,0 ml
MgSO; ............ (S0 I 10 Y 0,5ml
NaCl ................ S o] I 0 0,2 ml
CaCl.2H20 ..... 01 190 .o, 0,5 ml
FeEDTA .......... SOl 1,64% ..o 1.0ml

Sol. de micronuturientes para meio de cultura......... 0,5 ml

Ajustar o pH para 6,5 com sol. de é&cido sulfurico 5%

Completar com agua destilada para 1000 ml.

TAMPAO FOSFATO DE POTASSIO 3mM pH 6,0 (Souto-Padrén, 1998)

Solucao A:
KH2PO4 22 mM

Solucéo B:
NaOH 0,2 M

Colocar 5 mL da solugéo A junto com 0,56 mL da solucdo B e completar para 20 mL com
agua milliq para se obter a concentracdo 50 mM e pH 6,0. Retirar 3 mL desta solucéo e

completar para 50 mL para se obter a concentragéo 3 mM
MEIOSDE CULTURA (DOBEREINER et a. 1995)

LGI-P (meio para purificagio)

AGUCEN CIiStal ...eoveeieieriese e 100 g
KoHPO; .............. S0l 10%0.....eveeeeeiiee e 2ml

KH2PO4 ............. SOl 10%0 . 6 ml
M@S04.7H20 ......S0l. 10%0 ....ooveeeeiieirieieereerieeeee 2 ml
CaCl.2H.0. ........ SOl 190 e 2 ml
FeCl; 6H.0 ........ SOl 190 o 1 ml
NaM00O4.2H20 ..S01.0,190 ..o 2 ml
Vitamina parameio de cultura........... coceeererereieneenns 1 ml

Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KCH ....... 5 ml
Ajustar o pH para 5,5 com écido acético sol. 10%;
Completar para 1000 ml com agua destilada ;

Adicionar o agar:

Semi-solido: 1,3 g Lt

Sélido— 25 g L' e adicionar 50 mg de extrato de levedura

76



LGI-P caldo ( meio para contagem em amostras de planta )

AGUCAr CriStal ...cvvieeeeeireeeeree s 100 g
KoHPOq ............. SOl 20%0....cceeieiriiieirererese e 2ml

KH2POyq .............. S o) TN 0 SRR 6 mi
M@SO4.7H20 .....S0l. 10%0 ..o 2ml
CaCl.2H.0......... SOl 190 .o 2ml
NaM00O; 2H0 .50l 0,1%0 ....ocveeeecieceeeeeceeee e 2mi
FeCl;.6H,0 ........ S o] I L [ mi

Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH ............ 5mi
Caldodecana(empo) .....cccceevvveeeveesiennenne. 0,89(*)

Ajustar o pH para 5,5 com acido acético 10% ;
Completar para |000 ml com agua destilada.
(*)pode ser substituido por 5 ml de caldo de canaliquido

Adicionar o agar:
Semi-sdlido: 1,3 g L*
Solido— 25 g L™ e adicionar 50 mg de extrato de levedura

JNFB

ACIAO MEIICO.......ceveceeeeeeeeeceee e 59
KoHPO,;............ SO1.10%0.....ceeeeeeeiee e 6 ml
KH2POx............ SOl 20%0....cceeieiriirieieeeeeese s 18 ml
MQgSO4.7H20....0l. 10%0......ccveveieieieireeeeeeeeeeeeiens 2mi
NaCl......ccc..... SOl 20%0.....eeeieeeeeieeeee e | mi
CaCly.2H20..... SOl. 1%0....cciieiiirieririreresesese s 2ml
FEEDTA............ SOl 1,64%0.....c.cceeeeieeeieeeeeee e 4 ml
Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH................. 2ml
Solucéo de micronutrientes para meio de cultura........... 2ml
Vitamina parameio de cultura..........ccccceeveeeeveveeeenen. 1ml
KOH oot ss s sss s ens e 459

Ajustar o pH para5,8;

Completar para 1000ml com agua destilada;

Adicionar o agar : Adicionar 0 agar:

Semi-sdlido: 1,7 g Lt

Solido— 17 g L' e adicionar 20 mg de extrato de levedura

JMV

1= T (o) SR 5 ¢
KoHPOg v SOl 10%0 e 6 ml
KH2POy oo SOl 2090 .o 18 mi
MgSO4.7H20 .......... SOl 1090 v 2 ml
NaCl .....ccoovvireienns S0 I 0 1 ml
CaCly. 2H,0 ........... SOl 190 oo 2 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2N de KOH ........ 2 ml
FEEDTA ....cccvvene SOl 1,64%0 ..o 4 mi
Sol. de micronutrientes parameio de cultura............... 2 ml
Vitamina parameio de Cultura ..........ccccceverenercscniennes 1 ml
Extrato delevedura.........cccoceeeveveeveeneseee e 100 mg

Ajustar o pH para50-54;
Completar para 1000 ml com égua destilada ;



Adicionar o agar
Semi-sdlido: 1,6 g Lt
Sdlido: 25 g L' eadicionar 20 mg de extrato de levedura

OBS: Parameio liquido adicionar 10 mM de glutamato de sodio/ litro (1,87 g/l) -
(indicador opcional)

Recomenda-se usar as placas somente 24 h ap0s o preparo.

LGI

ACGUCAr CHStal.....cceeieeeeceece e 59
KoHPO; ............. SOl 10 0. 2ml
KHoPO,q.............. S 0] IR 0 S 6 ml
MgSO4.7H;0......50l. 10%.....ccveeeireieeeeeece e 2ml
CaCl.2H,0........ S0 IR IR T 2 ml
FeEDTA................ S0l 1,64 %0 eeeeiieeeeeeeee e 4 ml
NaM00O4.2H,0..90l. 0,1%0.......ccccveirieerieereeeree e, 2ml
Azul de bromotimol 0,5% em 0,2 N de KOH............... 5mil
Vitamina parameio de Cultura ..........ccccceevrerenesieneenenn. 1ml

Ajustar o p.H para6,0 — 6,2 com H,SO4 sol. 5%;
Completar para 1000 ml com agua destilada.

Semi-solido: 1,4 g L

Solido: 15g L e adicionar 20 mg de extrato de levedura

Minimo M odificado (Burdman et al. 1998)

ACIAO MAIICO......ceeeeeeeceeeeeeeeeeeeee e, 59
MOSO4. TH20 ...t 029
NAC. ..o 0,19
(O (O 3] = @ J R 0,029
[N | 7 69
[N 1 O 7T 4g
Extrato de levedura..........ccooocveeeiiiveee e 0,19
NHAC ...t 029
Microelementos

= O 1 0,01g
N 1Y [0 L@ T4 o L 0,19

Ajustar o pH para o de melhor crescimento do microrganismo em teste;
Completar para 1000ml com agua destilada;

Adicionar o agar

Slido: 25¢g L+



Teor de nitrogénio na cana-planta e cana-soca (experimento|)

a) Camo O Bandeira O Paha O Total
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Figura 1. Aplicacdo dos inoculantes sobre o teor de nitrogénio em duas variedades de cana
planta (a) aos 18 meses apds a inoculacdo e cana soca (b) aos 10 meses apds a
reinoculagdo. colunas sem letras (por parte da planta), ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott com p>0,1. Linhas verticais em acima das colunas representam o erro
padréo da média.
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Teor de nitrogénio na cana-planta (experimento I1)
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Tratamentos

Figuras 2. Aplicagéo dos polimeros contendo bactérias endofiticas sobre teor de nitrogénio na

cana-de-aclcar aos 11 meses apos a inoculacdo. Colunas sem letras (por parte da
planta), ndo diferem entre s pelo teste de Scott-Knott com p>0,1. Linhas verticais em
acima das colunas representam o erro padrao da média.

Teor de nitrogénio na cana-planta (experimento I 11)

Tabela 1. Aplicagdo dos polimeros contendo bactérias endofiticas sobre o teor de N das
variedades RB72454 e RB867515 de cana-de-aclcar em diferentes épocas de coleta

até 11 meses apos a inoculacdo

Teor total de nitrogénio (g k™)

Epocas de coleta (meses apds a inoculacao)

Tratamentos 6 9 11
Variedades
Vi V2 V1 V2 V1 V2

Controle absoluto 16,5 154 19,7 22,9 169 144
Controle nitrogenado 18,1 18,1 22,2 21,3 17,7 17,0
Polimero gel (IPC 0,8) 155 16,2 20,7 20,8 17,0 159
Polimero liquido (IPC 0,8) 16,7 16,2 22,0 198 17,0 16,1
c.v parcela (%) 10,75
c.v. subparcela (%) 9,40

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com p>0,1.
Legenda: V1= variedade RB72454 e V 2= variedade RB867515



