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RESUMO

MARQUES Jr, Roberto Batista. Eng. Agrénomo, D.Sc.. Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2010. Uso de acidos humicos e
bactérias diazotroficas endofiticas na producédo de milho e cana-de-agucar.
Orientador: Prof. Luciano Pasqualoto Canellas. Co-orientador: Prof. Fabio Lopes
Olivares.

Um dos maiores desafios hoje é o de buscar alternativas para a produgao agricola
sustentada, sem comprometer as possibilidades de atendé-las no futuro. Este
trabalho justifica-se pela necessidade de desenvolver insumos biolégicos capazes
de otimizar os sistemas agricolas em bases sustentadas. A hipotese deste
trabalho propde que € possivel combinar o efeito de promog¢ao do crescimento
radicular caracteristico das substancias humicas (SH) com a inoculagdo de
estirpes selecionadas de bactérias diazotroficas endofiticas com vias a obtengao
de respostas superiores a aplicagdo isolada de ambos. Para atender o objetivo
geral de avaliar o potencial do uso de SH e bactérias diazotréficas endofiticas
como insumo agricola, foram instalados experimentos com milho e cana-de-
agucar em condi¢cdes de campo. Os tratamentos utilizados foram basicamente
quatro: 1) controle, 2) bactéria, 3) acidos humicos (AH); e 4) bactéria com AH,
variando-se a estirpe bacteriana e a forma de aplicagdo de acordo com a cultura.
A aplicacao foliar de AH+bactérias+nitrogénio (50Kg de N ha™") no milho DKB 789
proporcionou um incremento de produtividade de 44,20% em relagéo ao controle
nitrogenado e 82,35% em relagdo ao controle absoluto. Em outro experimento

avaliou-se 3 épocas de aplicagédo foliar (4 folhas, 4+8 folhas, e 8 folhas) dos

Xi



tratamentos no milho. O uso de AH+bactérias proporcionou estimulos que
variaram de 64 a 88% em relacdo ao controle, até o segundo estadio de
desenvolvimento, prolongando o periodo de definicdo produtiva. Utilizando-se a
aplicacao foliar dos tratamentos na cana-de-agucar var RB867515, observou-se
incrementos de até 23% na produtividade. A aplicagdo de AH+bactérias in vitro na
cana-de-agucar micropropagada var NA 5679 aumentou a produtividade cerca de
53% de cana planta, com efeito residual na 1% cana-soca quando aliada a
adubagao com vermicomposto (10Mg ha'1). Apods o segundo corte, constatou-se a
necessidade de reaplicagao dos tratamentos. A capacidade do AH de promover o
crescimento vegetal, através do maior enraizamento, e, consequentemente,
favorecer a infecgdo e a colonizagao, aliado a Fixagao Bioldgica do Nitrogénio
atmosférico e a capacidade de promover o crescimento vegetal das bactérias, é
uma base que fundamenta o desenvolvimento de um bioestimulante vegetal para

producao agricola.

Palavras-chave: insumo biolégico, substancias humicas, bactérias diazotréficas
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ABSTRACT

MARQUES Jr, Roberto Batista. Agronomy Engineer, D.Sc.. Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2010. Use of humic acids and
endophytic diazotrophic bacteria in production of corn and sugarcane. Supervisor:
Prof. Luciano Pasqualoto Canellas. Co-supervisor: Prof. Fabio Lopes Olivares.

No Nowadays, one of the great challenges is to find alternatives for sustainable
agricultural production, without compromising the possibility of meeting them in the
future. This work is justified by the need to develop biological inputs to optimize
the agricultural systems in a sustainable basis. The hypothesis of this work is the
possibility to ally the effect of promotion of the growth root by the humic
substances (HS) with the inoculation of selected strain of bacteria diazotrophic
intending to obtain better results than using HS or bacteria idependently. To
achieve the general goal of evaluating the potential of using HS and bacteria as an
agricultural input, trials were conducted with corn and sugar cane in the field. Four
treatments were used: 1) control, 2)bacterium, 3) humic acids (HA) and 4)
bacterium with HA. The bacteria strain and the way of application varied
depending upon the plant.The results of the leaf application of AH + bacteria +
nitrogen (50kg N ha™) in corn DKB 789 provided an increase in productivity of
44.20% compared to control nitrogen and 82.35% compared to absolute control. In
another experiment, were evaluated leaf applications on three times (4 leaves, 4+8
leaves, 8 leaves) of the treatments in corn. The use of AH + bacteria provided
increase that ranged 64-88% over the control until the second stage of

development, extending the period of productive setting. For the sugarcane var

Xiii



RB867515 was observed increments near to 23% in the productivity, through the
leaf application. The application of AH + bacteria in vitro in the cane sugar
micropropagated var NA 5679 has increased productivity 53% cane plant, the
residual effect on the second cut when combined with fertilization with
vermicompost (10Mg ha'1). After the 2" cut, the requirement of new application
was verified.The ability of HA to promote plant growth through increased rooting,
and therefore promote infection and colonization, coupled with Biological Nitrogen
Fixation and the ability of bacteria to promote plant growth has been
demonstrating to serve as base of a biological input since improves rootsing and

development, resulting in high yield.

Word-key: biological input, humic substances, diazotrophs bacteria
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1. INTRODUGAO

Um dos maiores desafios hoje € o de buscar alternativas para a produgao
agricola sustentavel, ecologicamente correta e economicamente viavel. A maioria
dos processos ecoldgicos que ocorre na agricultura € influenciada, dentre outros
fatores, pela matéria organica do solo, biodiversidade e sinergismo entre os
componentes do agroecossistema (Altieri, 2002). A ciclagem dos nutrientes e a
Fixacdo Biolégica do Nitrogénio (FBN) sdo a base do manejo da adubagao nas
lavouras agroecologicas.

A maior parte da matéria organica do solo nos ambientes tropicais é
constituida pelas substancias humicas (SH) (Cunha, 2005) que modificam e
condicionam as propriedades do solo (Santos e Camargo, 1999). Através da
unido de particulas sodlidas, sdo capazes de atuar na estrutura do solo alterando a
sua porosidade e densidade. Desse modo, contribuem para o aumento de
armazenamento de agua no solo. Também ajudam a manter o equilibrio da
solugdo pelo efeito tampdo e a proporcionar menor perda de matéria organica
com agua de percolagao, devido a insolubilidade das SH em agua (Rocha e Rosa,
2003). Além disso, podem influenciar diretamente o desenvolvimento e o
crescimento das plantas (Vaughan e Malcolm, 1985; Chen e Aviad, 1990; Nardi et
al.; 2002; Facanha et al., 2002; Canellas et al.,, 2002; Canellas et al., 2005;
Zandonadi, 2006).

Bactérias diazotroficas em associagdo com algumas plantas apresentam
importante contribuicdo na nutrigdo nitrogenada das mesmas. Estudos tém
mostrado contribuicdes na ordem de 70% do nitrogénio necessario ao

desenvolvimento da cana-de-agucar (Urquiaga, 1992). Pequenos incrementos na



capacidade de realizar FBN correspondem a aumentos enormes da quantidade
de N fixada no agrossistema (Olivares et al.,, 1997). Além disso, bactérias
consideradas promotoras de crescimento de plantas (PGPR) podem atuar de
forma direta através de fitormbnios e solubilizagao de nutrientes, dentre outras, e
indireta como antagonismo a organismos maléficos e reducdo de estresses
(Ahmad et al., 2008).

Embora as pesquisas envolvendo bactérias endofiticas estejam crescendo
nos ultimos anos no Brasil, muito pouco se conhece sobre o efeito da utilizagao
de bactérias diazotroficas endofiticas junto com as SH. Olivares et al. (2001)
encontraram um padrao de alteracdo no sistema radicular de cana-de-agucar e
um estimulo na atividade hidrolitica das bombas de H* muito semelhante aos
efeitos provocados pelos acidos humicos (Faganha et al., 2002). Tais efeitos
poderiam alterar positivamente a magnitude e a longevidade das respostas de
promogao de crescimento em plantas cultivadas. Ensaios realizados por Marques
Jr (2006) demonstraram o potencial do uso combinado de acidos humicos (AH)
com bactérias diazotroficas endofiticas na bioestimulagdo de plantas, em
condigdes de laboratério e casa de vegetacdo. A investigagdo centrada no
aprofundamento deste conhecimento serve de base cientifica de um novo
processo tecnoldgico destinado a produgdo agricola. Para verificar se estes
efeitos benéficos, observados em laboratério, seriam estabelecidos em condicoes
nao controladas foram instalados experimentos de campo com duas culturas:
milho, pelo ciclo curto e facilidade de cultivo e a cana-de-agucar devido a sua
importancia socioecondmica da atividade sucroalcooleira.

A importancia econémica do milho é caracterizada pelas diversas formas
de sua utilizagdo, que vai desde a alimentagdo animal até a industria de alta
tecnologia. O uso do milho em grédo como alimentagdo animal representa a maior
parte do consumo desse cereal, isto €, cerca de 70% no mundo (Embrapa, 2009).
Ja, a cana-de-agucar além do potencial econdmico pode contribuir para um
desenvolvimento sustentavel, baseado na busca da total manifestacdo do
potencial ecologico e conservacionista desta cultura, através da solidariedade e
responsabilidade para assegurar as geragdes atuais e futuras, possibilidades para
se desenvolverem. O sucesso da aplicacdo de AH e bactérias diazotroficas

endofiticas em cana-de-acucar, representa um potencial que colabora para



quebrar o paradigma atual de consumo energético baseado em fontes fosseis
insustentaveis.

Este trabalho justifica-se pela necessidade de desenvolver tecnologia
para atender a demanda por insumos biolégicos para sistemas agricolas
sustentaveis.

A hipotese do presente trabalho € a de que € possivel combinar o efeito
de promogao do crescimento radicular caracteristico das SH com a inoculagao de
estirpes selecionadas de bactérias diazotréficas endofiticas com vias a obtengao
de respostas superiores a aplicagcao isolada de ambos, em condi¢des de campo.

O objetivo geral desta obra foi avaliar o efeito da aplicagdo de acidos
humicos e bactérias diazotréficas endofiticas em plantas de milho e cana-de-
agucar.

Os ensaios que compdem este trabalho tiveram os objetivos especificos

de avaliar:

- O efeito da aplicagéo foliar de AH isolados de vermicomposto e Herbaspirullum
seropedicae estirpe HIll 206 em diferentes épocas de aplicagdo na cultura do
milho;

- A influéncia da aplicagdo foliar de AH isolados de vermicomposto e
Herbaspirullum seropedicae estirpe HIlIl 206 com adubag&o nitrogenada na
produtividade do milho;

- A aplicagdo foliar de acidos humicos isolados de vermicomposto e
Herbaspirullum seropedicae estirpe HRC 54 em cana-de-agucar;

- O efeito da aplicagdo de AH isolados de vermicomposto e in6culo misto em
cana-de-agucar micropropagada na fase de aclimatizacdo e em condigbes de

campo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As substancias humicas: efeitos sobre solo, crescimento radicular e

possiveis mecanismos de agao.

As substancias humicas (SH) constituem a maior parte da matéria
organica do solo e, de acordo com a sua solubilidade, podem ser fracionadas em:
acidos fulvicos (soluveis em meio acido ou basico), acidos humicos (soluveis em
meio alcalino e insoluveis em meio acido) e huminas (fragdo insoluvel em meio
alcalino e acido) (Kononova, 1982; Stevenson, 1994; Guerra, 2008).

Os conceitos e definicdbes de SH estdo passando por revisbes e novos
modelos estdo sendo sugeridos por diversos autores. As SH foram consideradas
como agregados de compostos organicos transformados bioquimicamente que
assumem diferentes formas que vao desde pseudomicelas (Wershaw, 1993) até a
concepgao de um arranjamento supra-estrutural (Piccolo, 1997; Piccolo, 2002).
De acordo com esse modelo, as SH consistem em agregados de unidades
estruturais provenientes da transformagdo dos residuos organicos, que
estabilizados por meio de ligagdes hidrofébicas fracas, formam um arranjamento
estrutural com massa molecular aparentemente elevada. No entanto, qualquer
alteracdo no meio, tal como, variacdo de pH ou forga ibnica, pode desestabilizar
essas ligacbes intra e intermoleculares promovendo rompimento dos supra-
agregados e liberando pequenas unidades estruturais para o meio, que, por sua
vez, podem interagir com plantas e microrganismos (Piccolo, 2002). Portanto,

além de modificar as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo através



da atividade dos seus grupamentos funcionais, as SH podem afetar diretamente a
fisiologia das plantas.

No entanto, ainda nédo estd bem claro como as SH podem modificar a
bioquimica e o metabolismo das plantas. Alguns autores afirmam que o aumento
na solubilidade do complexo humico-metal facilita a absorgcédo principalmente de
micronutrientes Chen e Aviad (1990), Chen et al. (2003), Pinton et al. (1999),
Garcia-Mina (2005). Ja, Visser (1984) sugere que o aumento na permeabilidade
das membranas celulares provocadas pela notéria acdo surfactante que as SH
apresentam. Assim, as membranas biolégicas em contato com uma solugao de
SH teriam sua permeabilidade aumentada, consequentemente, a entrada de ions
e a nutricdo celular seriam facilitadas. Contudo, como a homeostase celular é
prejudicada, seria pouco provavel que a acado surfactante das SH teria algum
significado fisiologico efetivo.

Sabe-se que as SH alteram o desenvolvimento das plantas (Chen &
Avaid, 1990; Facanha et al., 2002; Nardi et al., 2002; Zandonadi et al., 2007) e
interferem indiretamente no metabolismo vegetal pelos efeitos ocasionados no
solo, como complexacdo de metais, aumento da capacidade de troca catibnica,
fornecimento de nutrientes e retengcdo de humidade (Rocha & Rosa, 2003). Esses
efeitos das SH, principalmente da fracdo bioativa dos AH, sobre o
desenvolvimento vegetal, tém-se demonstrado dependentes da fonte, da dose e
do gendtipo da planta (Vaughan & Malcolm, 1985; Rodda et al., 2006).

Os efeitos fisiologicos das SH mais estudados sdo sobre a promogéo do
crescimento radicular (Faganha et al., 2002; Rodda et al., 2006; Zandonadi et al.,
2007). Grande parte dos efitos bioestimulantes do AH tem sido creditada a sua
atividade similar a auxinas (Chen & Avaid, 1990; Canellas et al., 2002; Faganha et
al., 2002). Zandonadi (2006), usando plantas mutantes insensiveis a auxinas,
comprovou a acado hormonal do tipo auxinica promovida por SH isoladas de
diferentes fontes de matéria organica. Canellas et al. (2002) detectaram a
presenca de auxinas em SH isoladas de vermicomposto e observaram aumento
na atividade e na sintese da H*-ATPase da membrana plasmatica isolada de
raizes de milho. A sintese de H*-ATPase de membrana plasmatica é induzida
através da modulagdo de genes Mha2 (Frias et al., 1996). De acordo com
Quaggiotti et al. (2004), as SH isoladas de vermicomposto também podem

modular a expresséo destes genes.



Substéncias humicas de massa molecular relativamente elevada
(essencialmente acidos humicos), promoveram o desenvolvimento radicular de
plantulas de milho e café e a ativacdo da H'-ATPase de membrana plasmatica
(Faganha et al.,, 2002). As H'-ATPases (bombas de H') sdo enzimas
transmembranares capazes de hidrolizar ATP, gerando energia e um gradiente
eletroquimico que esta diretamente envolvido com absor¢cdo de macro e
micronutrientes. Além disso, promove o0 aumento da plasticidade da parede
celular através da acidificagdo do apoplasto, fator fundamental para o processo de
crescimento e alongamento da célula vegetal (Cosgrove, 1998). Esse ultimo
mecanismo esta relacionado com a teoria do crescimento acido, que postula que
o aumento de extrusdo de protons mediado pela H'-ATPase da membrana
plasmatica induz a agcdo de enzimas especificas que atuam sobre a parede
celular, aumentando sua plasticidade e, consequentemente, permitindo o
alongamento da célula (Rayle e Cleland, 1972).

A aplicagcao de AH em plantas de interesse agricola vem sendo estudada e
confirmando seu uso em solugdo para a promocao de crescimento de diversas
culturas, tais como, abacaxi (Baldotto et al., 2009), arroz (Tejada e Gonzales,
2004) e videira (Ferrara e Brunetti, 2008). A cana-de-agucar e milho testados em
condigdes controladas (Marques Jr et al. 2008; Conceigao et al., 2009), poderiam

expressar um potencial agrondmico em condigdes de campo.

2.2. Bactérias diazotroficas endofiticas

Primeiramente, o termo endofito foi usado para se referir a colonizagao
interna das raizes das plantas por microrganismos (bactérias e fungos) que
usualmente ndo causam dano aparente ao hospedeiro e vivem a maior parte de
sua vida dentro da planta. Posteriormente, esta definicdo foi extendida a bactérias
e fungos que colonizam o interior das raizes e parte aérea e que promovem
efeitos benéficos aos hospedeiros (Petrini et al., 1992).

A definigdo mais aceita do termo endofito, consiste de microrganismos
que podem ser isolados de tecidos vegetais, superficialmente desinfestados, ou
extraidos de dentro da planta, e que ndo causam danos visiveis ou induzem

sintomas na planta (Kloepper et al., 1997).



Devido a capacidade de colonizar o interior dos tecidos vegetais (raizes e
parte aérea) sem incitar sintomas visiveis de doenga, 0s microrganismos
endofiticos podem ser capazes de promover o crescimento vegetal (Mirza et al.,
2001), atuando sobre a fisiologia do hospedeiro de uma forma positiva ou ainda,
seguindo as tendéncias da biotecnologia moderna, emergir como vetores naturais
sendo utilizados com o objetivo de transferir e principalmente expressar genes
residentes ou exdgenos, introduzidos pela técnica de DNA recombinante (Baldani
et al., 1997).

Estes microrganismos parecem penetrar ativamente nos tecidos das
plantas usando enzimas hidroliticas como celulases e pectinases, além de
usarem aberturas naturais ou provocadas por injurias (Quadt-Hallmann et al.,
1997; Reinhold-Hurek e Hurek, 1998). O modo de dispersdo das bactérias
endofiticas no ambiente pode ser via sementes, propagagcédo vegetativa, partes
mortas da planta ou insetos (Baldani et al., 1997).

Bactérias endofiticas possuem a capacidade de colonizar habitats
especificos no interior dos tecidos das plantas, o que permite que estas bactérias
estejam protegidas dos niveis de oxigénio que inibem a atividade da enzima
nitrogenase. Além disso, facilitam o acesso, com reduzida competicédo, por fontes
de carbono. Desta forma, estas bactérias sdo beneficiadas e podem contribuir
com a FBN diretamente nos tecidos das plantas. Esta colonizagédo pode ser local,
como nos espacos intercelulares das células do cortex radicular ou pode ser
sistémica, sendo transportada através dos elementos condutores (James et al.,
1994).

Azospirillum

Bactérias diazotréficas do género Azospirillum apresentam atualmente oito
espécies, sendo sete consideradas diazotréficas e com capacidade de colonizar
tanto a rizosfera quanto o interior de raizes de varias plantas forrageiras e cereais:
A. lipoferum e A. brasilense (Tarrand et al., 1978), A. amazonense (Magalhaes et
al., 1983), A. halopraeferens (Reinhold et al., 1987), A. irakense (Khammas et al.,
1989), A. largimobile (Dekhil et al., 1997), A. dobereinerae (Eckert et al., 2001) e
A. oryzae (Xie e Yokota, 2005).



Descrito por Tarrand et al. (1978), a espécie mais importante deste género
€ A. brasilense, por acumular maior numero de informagdes sobre aspectos
fisiolégicos e moleculares. As espécies A. brasilense e A. lipoferum séao
frequentemente encontradas colonizando a maioria das plantas de regides
tropicais e temperadas de interesse agronémico (Baldani et al., 1984; Baldani et
al., 1997). As espécies citadas e o Azospirillum amazonense tém sido isolados em
milho, arroz, cana-de-agucar, sorgo, palmeiras e fruteiras (Reis, 2006). Na cana-
de-agucar 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).

As demais espécies sdo de ocorréncia mais restrita. A. halopraeferens, foi
isolada somente do rizoplano e raizes da Poaceae Kallar, crescida em solos
salinos no Paquistdo (Reinhold et al., 1987). A. irakense s6 foi encontrada em
amostras da rizosfera e raizes de plantas de arroz cultivadas no Iraque
(Khammas et al., 1989). A. largomobile tem sua ocorréncia restrita as aguas de
um lago na Australia (Dekhil et al., 1997) e nao esta descrita como fixadora de
nitrogénio. A partir de plantas Miscanthus sinesensis, familia Poaceae, foi isolada
uma nova bactéria nomeada A. doebereinerae (Eckert et al., 2001). A. oryzae foi

isolada de raizes de arroz em 1982, no Japao (Xie e Yokota, 2005).

Herbaspirillum

A primeira espécie 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., 1996) e na Australia (Boddey et al., 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 al., 1996) tem sido
encontrada em associagao com cana-de-agucar, em raizes de Digitaria insularis
crescida no interior dos canaviais (Olivares et al., 1996), em capim-elefante (Reis
et al., 2000) e em frutiferas como abacaxizeiros e bananeiras (Cruz et al., 2001).

H. frisingense foi descrita a partir do isolamento de amostras de tecidos de

raizes e colmos de diversos gendtipos de capim-elefante coletados no Brasil, e



das poaceas Spartina pectinata, Miscanthus sinensis e M. sacchariflorus,
coletadas na Alemanha (Kirchhof et al., 2001).

A mais nova espécie diazotréfica descrita, a H. lusitanum, nao fixa
nitrogénio em associagdo com nao leguminosas. Foi isolada de nédulos de raizes

de feijao coletados em Portugal (Valverde et al., 2003).
Gluconacetobacter

Bactérias endofiticas deste género fixadoras de nitrogénio atmosférico sao:
G. Azotocaptans, G. Johannae e G. diazotrophicus.

As espécies G. azotocaptans e G. johannae foram isoladas de rizosfera e
rizoplano de plantas de café cultivadas no México (Fuentes-Ramirez et al., 2001)
e amostras de rizosfera de café cultivados no Brasil (Santos et al., 2006).

Gluconacetobacter diazotrophicus possui poucos hospedeiros, foi
encontrada em associagao com plantas ricas em agucar como a cana-de-agucar,
batata-doce e capim cameron, todas apresentando propagagao vegetativa
(Dobereiner, 1992). Esta bactéria foi isolada de inumeras variedades de cana-de-
agucar crescidas nas diversas regides do Brasil, tendo sido encontrada também
na Australia (Li e Macrae, 1991), Cuba (Fuentes-Ramirez et al., 1993), Argentina
(Dong et al., 1994) e México (Bellone et al., 1997). Esta bactéria coloniza raizes,
colmos e folhas de cana-de-agticar em nimeros de até 10° células g’ de massa
fresca (Reis et al., 1994; Boddey et al., 1998).

Burkholderia

Bactérias diazotréficas endofiticas do género Burkholderia foram isoladas
de arroz (Oliveira, 1992), mandioca (Balota, 1994), batata-doce e posteriormente
de cana-de-agucar (Baldani et al., 1996). Sdo encontradas em associagédo com
plantas da familia das leguminosas, participando na formagéo de nddulos. 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 assocido as nao leguminosas (Vandamme et al.,
2002).
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Diversas espécies foram descobertas em cana-de-agucar: a B. unamae foi
isolada de cana-de-agucar, café e milho de diferentes localidades do México
(Caballero-Mellado et al., 2004), B. tropica isolada de plantas de cana-de-agucar
no Brasil e Africa do Sul, solo nos EUA e milho (Reis et al., 2004) e B. silvatlantica
sp, isolada de folhas de cana-de-agucar e rizosfera de milho no Brasil (Perin et al.,
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).

2.2.1. Fixagao Biolégica do Nitrogénio - FBN

O nitrogénio (N) € um dos elementos mais abundantes nas plantas como
constituinte essencial de proteinas, horménios e clorofilas, entre outras moléculas.
Embora presente na atmosfera em aproximadamente 78% da constituicdo
gasosa, o N é encontrado na forma molecular (N2), que ndo é absorvivel pelas
plantas. A maioria obtém o N do solo sob as formas de nitrato, ambnia, amdnio e
aminoacidos, sendo encontrados canais e transportadores de membranas para
todas estas formas (Willians e Miller, 2001), que s6 estao prontamente disponiveis
em pequenas quantidades no solo (1 a 2% do N do solo), necessitando ser
transformado em formas combinadas, passiveis de serem aproveitadas pelas
plantas.

As transformagdes industriais ocorrem com gastos energéticos elevados,
sendo necessario cerca de 15 Mcal para obtencdo de 1 kg de N-fertilizante a
partir do N do ar (Macedo e Koller, 1997), que utiliza temperaturas em torno de
200 °C e pressbes em torno de 200 atm, requerendo energia derivada de
combustiveis fosseis (processo Haber-Bosch), energéticamente dispendiosos
(Taiz e Zeiger, 2004). Estes combustiveis possuem reservas limitadas, e
consequentemente precos crescentes.

Estima-se que a contribuicdo de nitrogénio fixado biologicamente seja de
139 milhdes de Mg de N ano™', enquanto que a fixagdo quimica contribui com 49
milhdes de Mg de N ano™', de modo que a substituicdo de fertilizantes quimicos
pela inoculacdo com bactérias que nodulam leguminosas do género
Bradyrhizobium, nos campos de soja, representou uma economia de cerca de U$

3,3 bilhdes para agricultura brasileira em 2006 (Moreira, 2008).
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No processo de FBN, organismos procariotos sdo capazes de assimilar o
N, atmosférico e converté-lo a forma assimilavel (NHs). A FBN ocorre gracas a
enzima nitrogenase, o que do ponto de vista energético é dispendioso para o
organismo que a realiza, sendo que a reagdo pode ocorrer a temperatura
ambiente e pressao atmosférica adequada. (Reis et al., 2006).

Além da incorporag&o de nitrogénio no ecossistema, a FBN tem um papel
fundamental na preservagao do meio ambiente, principalmente pela redugao dos
niveis de nitrato lixiviado para lagos e rios advindos de fertilizantes nitrogenados.
A FBN constitui um processo chave com elevado potencial de aplicacdo na
agricultura comercial, e tem sido alvo de pesquisas desenvolvidas no Brasil e no
mundo com vias a possibilitar redugdo de custos e de desequilibrios do meio

ambiente.

2.2.2. Bactérias diazotroéficas endofiticas: além do beneficio da FBN

Uma das primeiras associagdes tipicamente rizosféricas descobertas
entre gramineas e bactérias foi com Beijerinckia fluminensis e cana-de-agucar em
solos tropicais (Dobereiner & Ruschel, 1958). Posteriormente, a identificacao do
novo género de bactéria diazotréfica associada a raizes de gramineas,
Azospirillum (Ddbereiner & Day, 1975), resultou em um novo incentivo para o
estudo destas interacdes (Baldani et al, 1997).

Pesquisas envolvendo bactérias fixadoras de nitrogénio ou diazotroficas
associadas as plantas tém mostrado a ocorréncia de uma grande variedade de
microrganismos isolados a partir das mais diversas familias do reino vegetal.
Estes microrganismos estédo presentes nos mais diversos ecossistemas desde no
solo, nas plantas, no mar, no interior de insetos e até nos animais (Baldani et al.,
2002). As bactérias diazotroficas que colonizam plantas da familia das gramineas
podem ser agrupadas em trés categorias: organismos de rizosfera, que inclui
todas as espécies que colonizam a superficie radicular, tais como: Azotobacter
paspali e Beijerinkia spp.; endofiticos facultativos, todas as bactérias diazotréficas
que podem colonizar a superficie e interior das raizes, representadas
basicamente pelas espécies de Azospirillum, exceto A. halopraeferens; e
endofiticos obrigatérios, constituido principalmente pelas espécies isoladas mais
recentemente como Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp e

Azoarcus spp, que sao capazes de colonizar o interior de raizes e tecidos aéreos
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de plantas (Baldani et al., 1997). As espécies mais estudadas pertencem ao
género Herbaspirilum e Gluconacetobacter diazotrophicus. Estas tém sido
também isoladas de outras plantas, como café, abacaxi, sorgo, dentre outras
(Reis et al., 1993; Baldani et al., 1997; James & Olivares, 1998).

A variagao na contribuicdo da FBN na nutrigdo nitrogenada em gramineas
foi demonstrada por uma série de trabalhos com diferentes metodologias que
incluem a redugado de acetileno (Burris, 1975), diferenga do N-total (Boddey,
1987), diluicio isotdpica de N (Vallis et al., 1967; Boddey et al., 1994) e
abundancia natural de "N (Shearer & Kohl, 1986). No entanto, os efeitos das
bactérias diazotréficas sobre a planta hospedeira vao além da contribuicdo da
FBN, como: promogao do crescimento e protegcao vegetal, maior resisténcia a
estresses bidticos e abidticos, além de apresentar alto potencial biotecnolégico
(Andrews e Harris, 2000; Zahir et al., 2003). Por isso, a pratica da inoculagao de
bactérias que possuem tais efeitos em plantas ndo leguminosas foi adotada em
alguns paises e demonstram potencial para o agronegoécio (Bashan, 1998;
Kennedy et al., 2004).

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) compdéem um
grupo heterogéneo de bactérias que podem ser encontradas na rizosfera e
superficie da raiz, atuando no crescimento das plantas de forma direta e indireta
(Ahmad et al., 2008). Estas bactérias apresentam a habilidade de converter
nutrientes importantes da forma indisponivel para a disponivel. Esta conversao
ocorre através de processos bioldgicos e sob a influéncia de fatores ambientais
como, por exemplo, o tipo de solo (Vessey, 2003). Os mecanismos de agao direta
das PGPR incluem, por exemplo, a fixacdo bioldgica de nitrogénio, sintese de
sideroforo (Bar-Ness et al., 1992), producéo de fitormonios (Bastian et al., 1998;
Glick et al., 1999), solubilizagdo de fosforo e zinco (Sundara et al., 2002;
Saravanan et al., 2007), dentre outros. Ja os mecanismos de acgao indiretos
incluem a supressao de organismos deletérios do ambiente endofitico através de
competicdo ou antibiose (Nejad e Johnson, 2000, Somers, et al., 2005), redugao
de fatores de estresses como etileno endogeno (Enyedi et al.,, 1992),
antagonismos a fitopatogenos (Tsimili-MichaelL et al., 2000; Piiidon et al., 2002),
dentre outros.

As raizes das plantas podem apresentar modificagdes no seu

desenvolvimento em resposta a um estimulo ambiental, incluindo gravidade, luz,
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contato e invasao por microrganismos (Baldani et al., 1999). Considerando seu
possivel papel no crescimento de pélos radiculares, as bactérias diazotréficas
poderiam promover efeitos benéficos sobre a morfologia radicular através de
alguns possiveis mecanismos, tais como, indu¢cdo da expressdo de genes que
sao responsaveis pelo crescimento de pélos, em fungdo de mudangas nos niveis
de fitormonios (Jain e Patriquin, 1985; Bashan e Levanony, 1990), mudangas na
absorcao de nutrientes minerais (Lin et al., 1983) ou ainda através da indugao da
extrusao de protons (Bashan, 1990). Nao se sabe até que ponto, a formagao de
pélos radiculares depende de fatores genéticos, ambientais e, ou da produgéo de
substancias promotoras de crescimento, que também s&o produzidas pela maioria
das bactérias diazotroficas endofiticas (Mirza et al.,2001; Radwan et al., 2002).

A promogao de crescimento vegetal por bactérias tem sido atribuida a
producdo de fitormbénios que s&o capazes de promover o desenvolvimento e
proliferagdo das raizes, resultando em uma absorcdo eficiente de agua e
nutrientes (Mirza et al., 2001). Zahir et al. (2001) demonstraram que espécies
pertencentes aos géneros Azotobacter e Pseudomonas sao capazes de produzir
citocininas e que, em associacdo com plantas de arroz, podem aumentar o
rendimento desta cultura. Benizri et al. (1998) mostraram que na associagéao de
milho com a rizobactéria Pseudomonas fluorescens, os compostos secretados
pelas raizes na rizosfera podem estimular a produg¢ao de auxinas pela bactéria.

Uma série de trabalhos verificou aumento de massa e area radiculares de
plantas ndo-leguminosas inoculadas com diazotroficos (Olivares, 1997; Canuto et
al., 2000). Olivares et al. (2001) verificaram aumento na atividade da H*-ATPase
de membrana plasmatica isolada de raizes de plantas de cana-de-acucar
inoculadas com Herbaspirillum seropedicae HRC 54 e Gluconacetobacter
diazotroficus PAL5 e um aumento correspondente na area radicular, em um efeito
bastante semelhante ao provocado pelas SH. Alguns autores demonstraram a
producdo de fitormdnios, como auxinas, giberelinas e citocininas, por
Herbaspirillum e Gluconacetobacter (Bastian et al., 1998; Fuentes-Ramirez et al.,
1993). Hormonios produzidos pelas bactérias podem induzir a formagao de raizes
laterais, contribuindo para incrementos de biomassa e alteragdes na geometria
radicular com consequéncias positivas para o crescimento, bem como facilitar a
reinfestacdo dos microrganismos e aumento do nivel populacional no interior dos

tecidos.
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2.3. A cultura da cana-de-agucar: caracteristicas botanicas, aspectos

econdmicos e panorama atual

Originaria da Nova Guiné, a cana-de-agucar pertence a divisdo
Angiospermae, classe Monocotyledoneae, membro da familia Poaceae
(anteriormente denominada Gramineae), tribo Andropogoneae e género
Saccharum. Dentro deste género ocorrem principalmente seis espécies:
Saccharum officinarum L, S. robustum Brandes e Jeswiet, S. barberi Jeswiet, S.
sinense Roxb, S.spontaneum L., e S. edule Hassk. (Daniels & Roach ,1987).

Atualmente, o Brasil possui 4 programas de melhoramento da cana-de-
agucar principais: 1) Programa Cana do Instituto Agrondmico de Campinas,
iniciado em 1933; 2) Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-agucar da
RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroalcooleiro), formado por Universidades Federais (UFRPE, UFAL, UFGAL,
UFGO, UFV, UFRRJ, UFSCar, UFPR); 3) Centro de Tecnologia Canavieira
(CTC), que iniciou seus trabalhos em 1968 (como COPERSUCAR); 4) CanaVialis
(Grupo Votoratin), que iniciou suas atividades em margo de 2003. Estudos
paralelos ao desenvolvimento dessas variedades, relacionados a FBN por
bactérias diazotroficas endofiticas em associagdo com estas plantas, tém sido
realizados visando atender a crescente demanda pela producdo de cana-de-
acgucar.

No Brasil, a cultura proporciona a geragao de cerca de 4 milhdes de
empregos diretos e indiretos, movimentando em torno de 41 bilhdes de reais e
recolhendo cerca de 12 bilhdes de reais em impostos e taxas (Jornalcana, 2008).
Ocupa cerca de 8,0 milhdes de hectares cultivados (IBGE, 2009), representando
uma extensa area territorial, compreendida entre os paralelos 35° de latitudes
Norte e Sul, apresentando melhor rendimento em climas tropicais, com uma
produgao 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 o
maior produtor mundial. A cultura encontra condi¢des climaticas favoraveis para
se desenvolver no Brasil. Quase todos os estados brasileiros produzem cana,
muito embora o maior estado produtor ainda seja Sdo Paulo, com cerca de 60%

da producgao nacional.
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O Brasil, gragas a agroindustria canavieira, € pioneiro na utilizagdo em
larga escala de combustivel limpo e renovavel. E o principal pais a empregar o
alcool (etanol combustivel) em veiculos automotivos, apds o desenvolvimento dos
chamados “carro bicombustivel ou FLEX”, movidos a alcool, a gasolina ou a

ambos os combustiveis ao mesmo tempo.

2.3.1. Bactérias endofiticas em cana-de-agucar

A pesquisa agricola moderna tem como maiores desafios a extensao da
FBN para culturas nao-leguminosas. Aumentos relativamente pequenos no
potencial de FBN de culturas estratégicas no combate a fome (e.g., arroz, milho)
ou em alternativas energéticas (cana-de-agucar) teriam impacto econémico e
ecolégico muito significativo (Olivares, 1997). Do ponto de vista econdmico, a
diminuicdo do uso de fertilizantes nitrogenados reduz custos da produgéo,
tornando a agricultura economicamente mais viavel e competitiva, e, do ponto de
vista ecoldgico, uma baixa aplicagdo de nitrogénio reduz problemas de poluigao
ambiental (Dobereiner, 1997).

A descoberta de endodfitos associados com plantas de cana-de-agucar
(Cavalcante & Ddbereiner, 1988; Baldani et al., 1992; Olivares et al., 1997) tem
encorajado muitos laboratérios a trabalhar na identificagdo de associagdes entre
outras gramineas e bactérias. O processo de infeccao e colonizagdo por essas
bactérias foi estudado, em cana-de-agucar, por James et al. (1994), que
verificaram que a via de penetragdo ocorre pela lamela média no ponto de
emergéncia da raiz lateral, ferimentos da epiderme ou pela coifa da raiz, bem
como através dos estdbmatos foliares. Dentro das plantas, as bactérias séo
preferencialmente encontradas nos espacos intercelulares, paredes celulares e
lumen, dos elementos de vaso do xilema, sendo provavelmente, o apoplasto o
local de maior atividade fisiolégica (James e Olivares, 1998).

Com a descoberta dos diazotréficos endofiticos colonizando em numeros
elevados raizes, colmo e folhas de cana-de-agucar e de outras gramineas, é
possivel explicar o grande potencial da contribuicdo de diazotréficos para o
suprimento de nitrogénio as culturas de cana-de-agucar, j4 que em certas
variedades desta cultura, a fixagdo de nitrogénio por estas bactérias pode ser

suficiente para suprir trés vezes a produtividade média atual brasileira (60 Mg ha
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'), desde que outros nutrientes e agua nao sejam limitantes (Franco e Dobereiner,
1994). Estudos para avaliar o potencial da fixacdo biolégica de nitrogénio em
variedades de cana-de-agucar brasileiras crescidas no campo apontam para a
importancia das condigdes ambientais favoraveis (solo e clima) para os melhores
efeitos da FBN (Polidoro et al. 2001, Boddey et al., 2003).

Respostas variadas de plantas a inoculacdo com bactérias diazotréficas
tém sido associadas também ao veiculo e a forma de inoculagao destas bactérias.
Diversas formas de inoculagdo tém sido utilizadas, porém poucos trabalhos tém
sido realizados para aperfeicoar o processo de inoculagcdo. No entanto, métodos
como imersao de sementes ou plantulas em cultura microbiana antes do plantio
(Islam e Bora, 1998), adicao da cultura bacteriana diretamente sobre o substrato
(Canuto et al., 2003) ou aplicagao foliar (Singh et al., 1999) tém sido utilizados
com frequéncia. Outras metodologias de inoculagdo bastante estudadas tém sido
as inoculagbes de bactérias diazotroficas em plantulas micropropagadas (Reis et
al., 1999) e colmos (Muthukumarasamy et al., 1999) de cana-de-agucar.

Estudos envolvendo metodologias de inoculagdo demonstraram que a H.
seropedicae (HRC54) foi encontrada em maior numero populacional em plantas
de cana-de-agucar, variedade RB72454 e oriundas de toletes, inoculadas por
imersdo durante 6 horas ou adigdo do indéculo no substrato (Canuto, 2008).
Oliveira et al. (2002, 2006) avaliaram o efeito da inoculagdo de misturas
bacterianas nas variedades de cana-de-agucar SP701143 e SP813250
micropropagadas e verificaram que houve efeito da inoculagdo sobre a FBN, cuja
contribuicdo média foi ao redor de 30 % do nitrogénio acumulado quando
inoculadas com a mistura de cinco bactérias diferentes. A variedade RB72454 é
consegue um bom desenvolvimento em condi¢gdes de baixa fertilidade do solo,
sendo uma das que se beneficiam do processo de FBN (Xavier, 2006).

Trabalhos realizados em condi¢gdes controladas utilizando inoculagéo de
bactérias como Herbaspirillum junto com substéncias humicas em mini-toletes da
variedade RB72454 de cana-de-agucar tratados termicamente, mostraram efeito
da inoculacdo, combinada ou ndo com substancias humicas, sobre o aumento
populacional da bactéria inoculada, assim como na promoc¢édo do crescimento
radicular induzido por ambos, inoculagdo da bactéria selecionada e do acido
hamico, sugerindo novos modelos de utilizagdo das bactérias diazotréficas em

plantas (Marques Jr et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos propostos nesse trabalho, uma série de
experimentos foi realizada com milho e cana-de-agucar. As descricbes dos

procedimentos e metodologias se encontram a seguir:

3.1. Obtencao dos acidos humicos

Os acidos humicos foram extraidos e cedidos pelo Prof. PhD. Luciano
Pasqualoto Canellas. Foram isolados de vermicomposto conforme Canellas et al
(2002) para os experimentos com cana-de-agucar micropropagada e segundo
Canellas et al (2010) para os demais ensaios. A Tabela 1 apresenta a analise

elementar dos AH cedidos para os experimentos.

Tabela 1. Analise elementar dos acidos humicos utilizados nos experimentos de
avaliacao do seu uso combinado com bactérias diazotroficas endofiticas.

P i Composicao Elementar Razao Atbmica
Acidos Humicos c H N 0 N H/C oI
g Kg"
AH\* 485,0 56,0 32,0 422,0 17,68 1,59 0,65
AHv** 446,0 451 37,5 4714 14,00 1,20 1,20

*Acidos humicos utilizados no experimento com cana-de-agticar micropropagada
** Acidos humicos utilizados nos experimentos com milho e cana-de-agucar oriundas de toletes
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3.2. Obtengao do in6culo bacteriano

O inéculo foi obtido a partir de crescimento bacteriano em meio DYGS

liquido (Dobereiner, 1995), a temperatura de 30°C, por 36 horas, sob 140 rpm.
3.3 Contagem de bactérias

O numero de bactérias na raiz (expresso em log n° de bactérias por g de
massa fresca da raiz) foi estimado utilizando a técnica Numero Mais Provavel
(NMP) (Pochon e Tardieux, 1962). Utilizou-se 1 grama de raiz lavada com agua
destilada, cortada em pedagos e macerada em 9 mL de solugdo salina (1/4 dos
sais do meio NFb (Tarrand et al., 1978). Em seguida, 1 mL desta solugao foi
utilizado para a realizacdo das diluicbes seriadas de 102 a 10° em tubos de
ensaio contendo 9 mL de solug&o salina. Em seguida, uma aliquota de 0,1 mL foi
inoculada em frascos com capacidade para 12 mL, contendo 5 mL dos meios
semi-solidos e semi-seletivos para cada espécie inoculada: LGI-Pcaldo (Reis et
al., 1994) para populagdes de Gluconacetobacter diazotrophicus; JNFB (Baldani
et al., 1992) para Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans; LGl (Baldani
et al., 1984) para Azospirillum. Amazonense; JMV para Burkholderia sp. A
contagem do numero de microrganismos foi baseada na presenca ou auséncia de
pelicula caracteristica pela consulta a Tabela de McCrady (Doébereiner et al.,
1995) para 3 repetigdes por diluicdo e os valores obtidos sofreram transformagao
logaritimica. A anadlise estatistica foi realizada através do software SAEG for

Windows, versao 9.0, desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa (UFV).
3.4 Atributos tecnolégicos e produtividade

A qualidade da cana-de-agucar como matéria-prima industrial pode ser
definida por uma série de caracteristicas intrinsecas da propria planta, alterada
pelos manejos agricola e industrial, que definem seu potencial para produg¢ao de
agucar e alcool. Sob os aspectos tecnologicos, os colmos sao constituidos de
caldo e de fibra (Fernandes, 2003).

Segundo Stupiello (1987), a qualidade da cana-de-agucar depende de um

grupo de atributos e ndo se deve apenas considerar como um sinénimo do
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conteudo de sacarose, ainda que seja o0 parametro mais importante. Alguns dos
diversos atributos considerados para indicar a qualidade sao: Pol da cana, Pol do

caldo, brix do caldo, agucares redutores, pureza aparente e fibra da cana.
Teor de Solidos Soluveis (°Brix em %)

Brix, segundo Fernandes (2003), é o parametro mais utilizado na industria
do acgucar e do alcool. Solidos soluveis Totais (°Brix em %) é a porcentagem, em
gramas, de solidos dissolvidos na agua presente em um produto (cana-de-
agucar). Expressa a porcentagem aparente de solidos soluveis contidos em uma
solucao agucarada impura.

A determinacgao do Brix é feita a partir do caldo extraido da cana-de-agucar
efetuada em refratdbmetro digital, provido de correcdo automatica de temperatura
e ajuste de campo, com saida para impressora e/ou registro magnético, devendo
o valor final ser expresso a 20°C. O indice de refragdo que € proporcional ao

indice de sdlidos soluveis ou Brix € obtido pela expressao:

_ Sen(i)
" Sen(r)

Em que:
I — Brix ou teor de sélidos soluveis;
Sen (i) — Seno do angulo de incidéncia

Sen (r) — Seno do angulo de refragao.

Para o julgamento do estagio de maturagao da cana com relagao ao brix, o
valor ideal para considera-la madura € de no minimo 18,0% e durante todo o

decorrer da safra (Fernandes, 1985).
Fibra industrial na cana-de-agucar (%)
Fibra é a porgédo do colmo da cana-de-agucar insoluvel em agua, incluindo

toda a matéria estranha que acompanha os colmos (Lopes, 1986; Gravois e
Milligan, 1992).
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A fibra industrial sera fungdo do peso, em gramas, do material fibroso
residual de prensagem (bolo umido de bagago) e equivalera a 0,1005 desse peso,
expresso em porcentagem. Portanto, o calculo da fibra da cana é baseado na
correlacdo entre residuos fibrosos e fibra industrial, determinada

experimentalmente (CRSPCTS-PB, 1997) segundo a equagao abaixo:

rrapa < (L00PSUPU D)
5(100-5)

Em que:

PS= peso do bolo seco a 105°C;
PU = peso do bolo umido (residuo fibroso);

b =Brix do caldo extraido

A quantidade de fibra na cana-de-acucar tem influéncia direta no processo
de moagem, pois se tem que uma porcentagem de fibra muito alta significa uma
baixa quantidade de caldo extraido e consequentemente, baixa produgdo de
agucar. Por outro lado, como a fibra é utilizada para a produgcéo de energia na
queima das caldeiras, uma porcentagem muito baixa requer um custo de energia

mais elevado no processo (Gravois e Milligan, 1992).

Teor de Sacarose (Pol do caldo em %)

De acordo com Lopes (1986), Pol € a quantidade em peso de sacarose em
100 ml de solugédo, medida pelo desvio 6tico provocado pela solugao, no plano de
uma luz polarizada. O indice Pol da cana sofre influéncia do teor de fibra da cana
(Stupiello, 1987).

A determinacdo do teor de sacarose € realizada apds a clarificagdo do
caldo com subacetato de chumbo (sal de Horne), utilizando-se para esta um
aparelho denominado sacarimetro automatico (ACATEC) modelo DAS 2500, com
peso normal igual a 26g aferido a 20°C, provido de tubo polarimétrico de fluxo
continuo e com saida para impressora e/ou registro magnético. Segundo Silva
(2003), o funcionamento dos sacarimetros € baseado em principios fisicos,

tomando como base as propriedades da luz e sua natureza ondulatdria,
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determinando assim a concentracdo de acgucares opticamente ativos, do tipo
sacarose.
A partir da equacao que exprime a lei de Biot (Caldas, 1998) determina-se

o teor de sacarose na cana-de-acucar:

C 100.cx
La'.y

Em que:

C= concentragao de acucair;

a = angulo de rotagdo do plano de vibrag&o da luz polarizada;
L = comprimento da coluna iluminada de liquido;

at.y= rotagao especifica.

E importante salientar que é necessaria a corregdo da leitura para ajustar

a temperatura ambiente em torno de 20°C, utilizando-se a seguinte equacéao:

L corrigisa = L [1 + 255 X 10_5{1--20}]

Em que:
L corrigida = POL. do caldo extraido (%);
L= leitura no sacarimetro;

T =temperatura ambiente.
Pol da Cana

Enquanto Pol% caldo representa a porcentagem de sacarose contida em
uma solugdo de agucares, enquanto que a Pol% cana é a porcentagem de
sacarose existente na cana, caldo + fibra (Fernandes, 2000). No Estado de Séao
Paulo, segundo este autor, uma cana para ser considerada madura deve
apresentar Pol% cana variando de 14,4 (inicio da safra) a 15,3 (transcorrer da
safra). Deuber (1988) afirma que uma cana-de-agucar torna-se madura no
momento em que apresentar um teor minimo de sacarose com Pol% cana acima
de 13. Ainda, segundo o autor, a maturacéo, na Regido Centro-Sul, tem inicio nos

meses de abril a maio. A evolugao do processo de maturagao, a partir do qual se
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inicia o processo de decréscimo. Este processo define as curvas de maturacao
que sao caracteristicas das variedades e, a0 mesmo tempo, influenciadas pelas
condi¢des de clima e solo.

Franco (2003), observou dados de Pol (caldo e cana) para a cana planta e
a cana soca e desta forma verificou que os colmos foram colhidos apds atingirem
0 ponto de maturagdo (Pol% cana com 14,7% na cana planta e 16,7% na cana

soca). Segundo Fernandes (2000), este valor deve ser maior ou igual a 14,4%.
Percentagem de Agucar Bruto (PCC)

O PCC é um indice que esta diretamente relacionado ao valor econémico
da tonelada da cana, ou seja, para valores elevados deste indice tém-se pregos

da cana compativeis no mercado. Sendo o PCC determinado pela equagao:

PCC=L, *(1-001*FI)*C

Em que:
Lcorr — Pol do caldo extraido (%)
FI — Fibra Industrial da Cana (%)

C — Fator de transformacéo de POL do caldo absoluto, este vale 0,955.
Pureza do caldo (%)

Segundo Lopes (1986), pureza é a relagdo entre o teor de sacarose de
uma solugédo (porcentagem de sacarose dissolvida) e o teor total de agucares,
expresso em %. Este parametro mede a quantidade de agucares contidos no
caldo, quanto mais elevado for seu valor, implicara em uma menor quantidade de
impurezas do caldo, e conseqlientemente o produto tera maior valor econémico.

A pureza é calculada com a percentagem de soélidos soluveis totais no
caldo extraido, apos a determinagdo dos valores de POL. e °BRIX. (Caldas,
1998).

POL .
° BEIX" acalde
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Fernandes (1985) ainda completa que os valores de pureza do caldo ideais
para considerar a cana-de-agucar madura sao de 80,0 e 85,0% para o inicio e
decorrer da safra, respectivamente.

Além da sacarose, tém-se na cana os agucares redutores (AR), que
segundo Fernandes (2003) é o termo empregado para designar os agucares
glicose e frutose, principalmente. Porcentagens altas de acgucares redutores
indicam baixa maturagao. No processo industrial sdo produtos precursores de cor,
isto é, participam de reacbes que aumentam a cor do acgucar, depreciando a
qualidade do produto. Durante a maturagdo da cana-de-agucar, a medida que o
teor de sacarose se eleva os agucares redutores decrescem de quase 2% para
valores abaixo de 0,5% entre Margo — Abril e Setembro — Outubro no Hemisfério

Sul, podendo chegar a valores de 0,2%.
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3.5. Potencial do uso de AH com bactérias endofiticas como insumo

agricola: um estudo relacionado a fenologia do milho.

O experimento foi realizado em condicdbes de campo, na Fazenda dos
Coqueiros, localizada no municipio de Casimiro de Abreu, no estado do Rio de
Janeiro, na Rodovia Serramar, Km 02, na latitude de 22°28'28°'S e longitude de
42°03'12"° W. Os tratos culturais foram executados de acordo com as
recomendacgdes técnicas para a cultura do milho na area. O plantio foi realizado
em dezembro de 2007 e a colheita em maio de 2008. Foi realizada adubacao de
plantio 200 kg de 4-20-20 ha™.

A produtividade da variedade DKB 789 foi avaliada apds plantio com
aplicacao de quatro tratamentos em trés periodos distintos, referentes aos
estadios fenoldgicos, via foliar com auxilio de um equipamento pressurizador

costal (Figura1). O volume de calda utilizado foi de 400 Lha™.

Figura 1. Visédo geral do experimento: A) Primeira aplicagao, plantas com 4 folhas
abertas e B) Segunda aplicagao.

Os tratamentos foram os seguintes: (i) - bactérias diazotroficas
(Herbaspirillum seropedicae HIll 206, isolado de milho variedade BR 451); (ii) -
acidos humicos extraidos de vermicomposto (20 mg Can L™); (iii)- bactérias
diazotroficas e acidos humicos e (iv) — controle. A diluigdo utilizada para calda foi

de 1L de meio (DYGS) com bactérias crescidas (10° células bacterianas) para
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cada 20L de agua. As épocas de aplicagdo dos tratamentos foram baseadas na
fenologia da planta e ocorreram no momento em que as plantas apresentaram: (i)
4 folhas (1° estadio), (ii) 4 e 8 folhas (2 aplicagdes) e (iii) 8 folhas (2° estadio)
abertas ou completamente expandidas.

As amostras para analise foliar foram obtidas segundo Martinez et al
(1999). Em sintese, no momento do aparecimento da inflorescéncia feminina
(cerca de 60 dias apds o plantio), coletaram-se amostras de 20 folhas, abaixo e
oposta das espigas de cada unidade experimental. Utilizou-se o tergo (20 cm) das
folhas sem a nervura central. A determinancdo dos teores de nutrientes foi de
acordo com Malavolta et al. (1997).

O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC) com 4 repetigdes. As parcelas foram constituidas de 6 linhas
de 100 metros com espacamento de 0,8m entre linhas, com 6 sementes por
metro linear.

A colheita foi mecéanica e realizada quando o grao estava com 18 a 22%
de umidade. A populagédo na ocasido da colheita foi estimada em torno de 45000

plantas ha™.

3.6. Efeito da aplicacao de AH e bactérias diazotréficas com adubacao

nitrogenada sobre a produtividade do milho

Foi realizado em condicbes de campo, na Fazenda llha da Saudade,
localizada no municipio de Macaé, no estado do Rio de Janeiro, na BR 101, Km
159, na latitude de 22°17°41"" S e longitude de 41°52’40"" W, em solo classificado
como Organossolo (Embrapa, 1999), solos pouco profundos, mal drenados. O
plantio foi realizado em maio de 2007 e a coheita em outubro de 2007. Foi
realizada adubacgao de plantio 200 kg de 4-20-20 ha™'. A adubacdo de cobertura
ndo foi realizada. Os tratos culturais foram executados de acordo com as
recomendacgdes técnicas para a cultura do milho na area.

Avaliou-se a produtividade da variedade DKB 789 apds plantio com a
aplicacdo de oito tratamentos: (i) controle; (ii) bactérias diazotroficas
(Herbaspirillum seropedicae HIIl 206; (iii) acidos humicos extraidos de
vermicomposto (20 mg Can L™); (iv) bactérias diazotroficas e acidos htimicos; (v) —
controle + 50 kg ha™ de N; (vi) bactérias diazotréficas + 50 kg ha™ de N; (vii) AH
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+ 50 kg ha” de N; e (viii) AH+ bactérias + 50 kg ha” de N. A aplicagdo dos
tratamentos foi via foliar e realizada no momento em que as plantas apresentaram
4 folhas completamente abertas, com auxilio de um trator e um implemento
pressurizador. A adubacéao nitrogenada foi realizada manualmente no mesmo dia.
A diluicdo utilizada para calda foi de 1L de meio (DYGS) com bactérias crescidas
(10° células bacterianas) para cada 20L de agua. O volume de calda utilizado foi
400 Lha™ O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC) com 4 repetigdes. As parcelas foram constituidas de 6 linhas
de cem metros com espacamento de 0,8 m entre linhas, com 6 sementes por
metro linear. A populagédo estimada na ocasido da colheita foi em torno de 45000

plantas ha™.

3.7. Efeito da aplicacao foliar de AH e bactérias endofiticas sobre a
produtividade de cana-de-agucar.

Os experimentos foram realizados em condigbes de campo, na Fazenda
Abadia, localizada no municipio de Campos dos Goytacazes, no estado do Rio de
Janeiro, na latitude de 21°43’ S e longitude de 41°12’ W, com 12 m de altitude, em
solos predominantes classificados como Cambissolo (Embrapa, 1999), ainda em
processo de desenvolvimento e com a presenga de materiais de origem na massa
do solo, com boa drenagem e textura argilo-siltosa, em torno de 38, 52 e 10% de
argila, silte e areia, respectivamente. A analise quimica do solo evidenciou valores
de pH (H.0) = 5,5; S-S0, = 46,0 (mg dm™); P = 3,5 (mg dm™); K* = 0,25 (cmol,
dm?3); Ca** = 4,5 (cmol. dm™); Mg™ = 1,8 (cmol. dm™); AI"*™* = 0,1 (cmol, dm™);
H*+Al = 3,8 (cmol, dm™); Na* = 0,1 (cmol, dm™); C = 16,4 (g dm™); M.O. = 28,5 (g
dm™); Fe = 68,0 (mg dm™); Cu =2,0 (mg dm™); Zn = 2,1 (mg dm™); Mn = 15,4 (mg
dm®) e B = 0,4 (mg dm™). Os tratos culturais foram executados de acordo com as
recomendacgdes técnicas para a cultura de cana-de-acucar na area. A variedade
testada inicialmente foi a RB867515 (mineirinha).

Os tratamentos aplicados foram: (i) - bactérias diazotroficas
(Herbaspirillum seropedicae HRC 54); (ii) - &acidos humicos extraidos de
vermicomposto (20 mg Can L™); (iii)- bactérias diazotréficas e acidos humicos e
(iv) — controle. A aplicagao dos tratamentos foi via foliar e realizada aos 100 dias

apos o plantio, com auxilio de um equipamento pressurizador costal (Figuras 5 e
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6A). A diluicao utilizada para calda foi de 1L de meio (DYGS) com bactérias
crescidas (10° células bacterianas) para cada 20L de agua. O volume de calda
utilizado foi 400 Lha™". Na Figura 2, encontra-se uma vis&o geral do experimento e

aplicagao dos tratamentos.

A B

Figura 2 Visao parcial do experimento com cana-de-agucar RB 867515 (A) e
aplicagao de acidos humicos e bactérias aos 90 dias apds o plantio (B).

O delineamento experimental utilizado foi o Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC) com 4 repetigdes. As parcelas foram constituidas de 5 linhas
de 10 metros com espagamento de 1,30m entre linhas, 0,5 m entre plantas, com
aceiro de dois metros entre parcelas. Avaliou-se a produtividade da cana-de-
agucar crua, variedade RB867515 referente aos respectivos tratamentos. Para
esta avaliagdo, somente as 3 linhas de 5 metros centrais de cada parcela foram

coletadas.
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3.8. Potencial do uso de AH e bactérias diazotroficas em mudas

micropropagadas de cana-de-agucar.

3.8.1. Aplicagao de AH e bactérias em mudas micropropagadas in vitro

Utilizou-se mudas de cana-de-agucar da variedade NA 56.79 produzidas e
cedidas pela Biofabrica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Campus Leonel Miranda, provenientes da técnica de micropropagacao.
Os seguintes tratamentos foram aplicados in vitro:

(i) controle, plantas crescidas em meio de cultura de tecidos MS;

(if) in6éculo misto (IM) uma mistura de 5 estirpes bacterianas. Aplicou-se 1 mL de
cada estirpe (10° células bacterianas) por frasco com mudas (50 mL de MS);

(iii) acidos humicos (AH) isolados de vermicomposto. Foram aplicados 5 mL de
AH (20 mg Can L") por frasco (50 mL de MS).

(iv) uso combinado do IM com AH (20 mg Can L™).

A inoculacdo das bactérias foi realizada ao final do periodo de
enraizamento das plantulas, na fase Ill do processo de micropropagacéo. O meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) tradicional foi modificado pela supressdo de
horménios e vitaminas e uso de 1/10 da concentragdo original de agucares e
minerais conforme Reis et al (1999).

Sete dias apds a aplicagao in vitro dos tratamentos realizou-se contagem

das bactérias conforme item 3.3.
3.8.2 Preparo do Inéculo Misto e do acondicionamento das mudas

Os inoculantes foram preparados utilizando estirpes puras dos padroes dos
microrganismos diazotroficos endofiticos como descrito na Tabela 2. As cinco
estirpes utilizadas nesta tese foram inicialmente testadas e selecionadas por
Oliveira (2003) em seus estudos de inoculagao das plantulas micropropagadas de
cana-de-agucar variedades SP701143 e SP813250, em diferentes ambientes de

produgdo como Seropédica-RJ, Piracicaba-SP e Jau-SP.
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Tabela 2. Microrganismos endofiticos e partes da planta de cana-de-agucar de
obtencao das estirpes

Espécies Estirpe P:T::t:a Cana-de-agucar
ClcosceCOaoT  R1IZBI e S
Herbaspirillum seropedicae BR 11335 Raizes SP701143

H. rubrisubalbicans BR 11504 Colmos SP701284
Azospirillum amazonense BR 11145 Colmos CB453
Burkholderia tropica BR 11366 Perfilhos SP711406

Todas as estirpes estdo depositadas da colegéo de culturas da Embrapa-Agrobiologia

Apods 7 dias de inoculagao, as plantas foram transferidas para bandejas de
isopor de 128 células com substrato de 1:1:1 de areia, terra e torta de filtro, para
serem aclimatizadas em telado (sombrite 50%) e viveiro por um periodo de 90
dias, conforme rotina de producdo de mudas da Biofabrica da Estacao
Experimental do Campus Leonel Miranda - UFRRJ. As mudas nao receberam

fertilizacdo quimica, sendo apenas irrigadas diariamente quando necessario.

3.8.3. Ensaio de campo: avaliagdo do crescimento, produtividade e

caracteristicas agroindustriais

Para avaliar o potencial das mudas micropropagadas tratadas com AH e
bactérias, neste experimento foram utilizadas as mudas micropropagadas
restantes, avaliadas na fase de aclimatizagdo sob telado (sombrite 50%). As
mudas foram transplantadas das bandejas de isopor para o campo apds 90 dias
da fase de aclimatizacao.

Estas mudas foram levadas para o campo em um experimento em faixas
com parcelas subdivididas com quatro repeticdes. Nas parcelas foram aplicados o
equivalente a 0, 10 e 20 Mg de vermicomposto ha™, e nas subparcelas foram
dispostas as mudas com os seguintes tratamentos: (i) - mudas inoculadas com
bactérias diazotrdéficas; (ii) - mudas tratadas com acidos humicos; (iii)- mudas

tratadas com o uso combinado de bactérias diazotroficas e acidos humicos e (iv) -
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mudas sem tratamento. Na Figura 3, € demonstrada uma visdo geral do

experimento.

4 W

Figura 3. Visdo parcial do ensaio de campo: pesagem do vermicomposto (A),
distribuicdo do vermicomposto nas linhas de plantio (B), plantio no campo (C).

As parcelas foram constituidas de uma linha de 30 metros com
espacamento de 1,40 entre linhas, 0,5 m entre mudas, com aceiro de dois metros
entre parcelas. Verificou-se a persisténcia do efeito do uso em conjunto de AH e
bactérias diazotréficas endofiticas sobre a taxa de mortalidade das mudas. Em
seguida realizou-se o replante das mudas.

3.8.4.1 Localizagao e caracteristicas climaticas

O experimento foi conduzido em condigcbes de campo de margo de 2005 a
agosto de 2008 na area experimental da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), Campus Leonel Miranda, localizado na Estrada do agucar, s/n,
Penha, no municipio de Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro. Sua
localizagao geografica se da no paralelo 21°43’52"" de latitude sul e o meridiano
41°12°50"" de longitude oeste em uma altura de 8 m em relagdo ao nivel do mar.

Na figura 4, sdo apresentados dados da precipitagao pluviométrica nos
anos de 2005 a 2008, caracterizando o periodo seco (junho a setembro) e
chuvoso (outubro a maio) no Rio de Janeiro, RJ. As caracteristicas climaticas 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.
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Analise de solo, realizada de acordo com Embrapa (1997), indicaram na
amostra de 0-20 cm: pH em agua 4,7; Ca** = 7 mmol..dm™; Mg**= 4 mmol..dm™;
AI™* = 2 mmolc.dm™; P= 7,1 mg.dm™; K= 40,2 mg.dm™, carbono organico (C.O.)=
6,3 g kg-', matéria organica (M.O.)= 10,9 gk.g™". O preparo do foi através de uma
aracdo e posterior gradagem e ndo recebeu adubacdo mineral e nem sofreu

corregéo de acidez. Apoés o transplante foi realizada irrigagao por asperséo.
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precipitagdo (mm)
dias com chuva

precipitagdo (mm)
dias com chuva

precipitagdo (mm)
dias com chuva

precipitagdo (mm)
dias com chuva

‘- Precipitagdo em mm —o— Dias com chuva ‘

Figura 4. Chuva acumulada x numero de dias com chuvas para os anos 2005 (a),
2006 (b), 2007 (c) e 2008 (d) em Campos dos Goytacazes, RJ. Fonte: Estagao
meteorolégica da UFRRJ, Campus Leonel Miranda.
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A precipitagdo anual para os anos de 2005, 2006, 2007 e 2008 foi de
1347,30; 853,60; 1234,70 e 1635,80 mm, respectivamente.

3.8.4.2 Colheitas e caracteristicas avaliadas

A primeira colheita do experimento (cana planta) foi realizada em agosto de
2006 aos 16 meses apos o plantio, a segunda colheita (1 cana soca) foi em
agosto de 2007 aos 12 meses apos a 1° colheita e 28 meses apds o transplante e
a terceira colheita (22 cana soca) foi em agosto de 2008 aos 12 meses apés a 2°
colheita e 40 meses apds o transplante. Durante a colheita a cana-de-agucar foi
separada em colmo, ponteiros (folhas verdes) e palha (folhas secas). Estimou-se
a produtividade da lavoura (rendimento de colmos frescos), através de pesagem
em campo.

Para analise foliar, coletaram-se amostras de 20 folhas aleatoriamente de
cada unidade experimental. Em seguida foram utilizados os 20 centimetros
medianos (terco médio), descartando-se a nervura central. Estas amostras foram
submetidas a secagem em estufa a 70°C com circulagédo forgcada de ar por 72
horas e moidas em moinho tipo Wiley (com peneiras de 20 mesh). O teor de
fésforo foi analisado colorimetricamente pelo método do molibdato, o teor de
potassio foi analisado por espectrofotometria atbmica de emissédo de chama, os
teores de Ca, Mg, Mn, Zn e Cu foram analisados por espectrofotometria de
absorcao atbmica e o teor de enxofre foi analisado por turbidimetria apds digestéao
do material seco (0,5 g) com acido nitrico 65% (4 mL) e acido perclérico 70% (2
mL).

As caracteristicas agroindustriais avaliadas foram: (i) — Teor de Fibra; (ii) —
Teor de pureza; (iii) — grau Brix; (iv) - pol % cana (% de sacarose por colmo); (v) —
numero de colmos por parcela; (vi) — peso médio do colmo; (vi)) — peso da
parcela; (viii) — TCH (total de cana por hectare) e (ix) — TPH (total de pol por
hectare). Para avaliacdo destas caracteristicas industriais foram retiradas de cada

tratamento uma subamostra de 10 colmos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Potencial do uso de AH com bactérias endofiticas como insumo

agricola: um estudo relacionado a fenologia do milho.

Os resultados da contagem do numero mais provavel de bactérias
diazotroficas endofiticas sdo apresentados na Figura 5. Observou-se que a
populacdo de endofiticos ndo sofreu influéncia da época de aplicagdo. Ja em
relacdo aos tratamentos, aqueles constituidos de bactérias apresentaram maiores
populagdes nos tecidos vegetais, variando de 30 a 45% para bactéria e
AH+bactéria em relagdo ao controle.

6,5

6,0
55

50

4,5
4,0 -

log do NMP . g freca de raiz"

3,5 A

3,0 -
Controle Bactéria AH AH+bactéria
Tratamentos/época de aplicagao foliar
O 4Folhas O 4+8Folhas | 8Folhas

Figura 5. Log do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotréficas
endofiticas por grama de raiz fresca em resposta a pulverizagdo foliar em
diferentes estadios fenoldégicos de milho DKB 789, crescidas em meio JNFb.
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E importante destacar que a presenca de AH além de ndo inibir a
populacdo de células bacterianas proporcionou o estimulo destas. Este fato
também foi observado em condicbes de laboratério por Marques Jr (2006)
utilizando milho e diferentes fontes de AH. O NMP de bactérias encontrado no
controle e em plantas que receberam apenas AH é justificado pela populagéo

nativa.

Teores foliares de macro e micronutrientes foram avaliados pelo critério de
faixa de suficiéncia, de acordo com Martinez et al (1999), tomando-se como
referéncia dados considerados adequados para culturas produtivas de milho,

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teores foliares de nutrientes considerados adequados para a cultura do
milho.

Macronutrientes Teor (g Kg™) Micronutrientes Teor (mg kg™)
Nitrogénio 27,5-32,5 Boro 4-20

Fosforo 25-3,5 Cobre 6-20

Potassio 17,5-22,5 Ferro 20-250

Calcio 25-4,0 Manganés 20-150
Magnésio 25-4,0 Molibdénio 0,15-0,20
Enxofre 1,0-2,0 Zinco 20-70

Fonte: Martinez et al (1999)

Os resultados das analises foliares com teores médios de
macronutrientes e micronutrientes em fungao dos tratamentos estdo na Tabela 4.
Em referéncia aos teores de N, observou-se que apenas o tratamento controle
apresentou-se abaixo da faixa de suficiéncia de acordo com Martinez (1999). As
plantas que receberam bactérias diazotroficas, apresentaram os maiores teores
de N, totalizando incrementos de 11,74 e 19,69%, devido aos tratamentos

bactéria e AH+bactéria em relagdo ao controle.



Tabela 4. Teores médios de macronutrientes e micronutrientes na folha de milho DKB 789 em fungéo dos tratamentos

N P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn
g Kg” mg kg

Controle 27,32 C 355AB 3509A 319 B 2,03 B 98,39 C 16,92 C 4245 4119 C
Bactéria 30,53 AB 300 B 2790 B 391A 259A 122,92 AB 19,17 BC 34,50 46,17 BC
AH 29,00 BC 3,83A 36,25A 422A 256A 120,67 BC 20,08 B 36,16 55,17 AB
AH+Bactéria 32,71 A 3,38AB 29,15 B 420A 2,77A 144,33 A 23,67 A 41,00 63,83A
F 9,56** 4,99** 8,80** 4,68** 4,76** 9,61* 11,65* 1,13ns 13,96**
CV% 8,59 15,62 15,34 12,62 13,81 17,25 14,25 32,19 17,98

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna, ndo diferem pelo teste Tukey. ns, * e ** representam: n&o significativo,

significativo pelo teste F com p<0,05 e p<0,01.

9¢
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Estes resultados indicam um potencial de bactérias diazotréficas em
proporcionar aumento nos teores de N na cultura do milho em condigdes de
campo, apos pulverizacdo foliar. Ja, folhas tratadas apenas com AH
apresentaram resultados que nao se diferenciaram estatisticamente do controle.
Contudo, ao pulverizar AH com bactérias, o resultado foi maior que o controle, ou
seja, a presenca de AH em solugdo com bactérias n&o inibiu o potencial destas.

Para o nutriente P, folhas de plantas controle e aquelas com AH
apresentaram-se acima da faixa de suficiéncia (Tabelas 3 e 4). As plantas que
receberam aplicagdo de apenas bactérias proporcionaram teores um pouco
abaixo (4,87%) que o controle, porém estatisticamente iguais. Ja os AH foram
responsaveis pelos incrementos de 27,66, 13,31 e 7,88% em relacdo as
bactérias, AH+Bactérias e controle, sendo que somente o maior estimulo foi
considerado diferente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (Tabela 4).

Segundo Martinez (1999), todos os tratamentos proporcionaram teores
classificados como consumo de luxo para o K. Este elemento apresentou-se em
menores teores, quando as bactérias estavam presentes, alcangando a redugao
de 20,4% para apenas bactérias e 16,92% para AH+bactérias em relacdo ao
controle (Tabela 4).

Todos os tratamentos causaram incrementos de teores de Ca nas folhas
em relagao ao controle. Contudo, os tratamentos com apenas AH e AH+bactérias
foram classificados como consumo de luxo. Semelhantemente, comportaram-se
os teores de Mg, porém todos dentro da faixa de suficiéncia com excec&o do
controle que se apresentou um pouco abaixo (Tabela 4).

Observando-se os teores de micronutrientes, nota-se que todos foram
classificados dentro da faixa de suficiéncia, com excessao do Cu, que ultrapassou
esta faixa com ambos os tratamentos que continham AH, proporcionando
incrementos de 39,89 e 18,67% para AH+bactéria e AH, em relacdo ao controle.
Para o nutriente Fe, o destaque foi para o tratamento AH+bactérias com 46,69%
de estimulo em relagdo ao controle e aproximadamente 23,78% em relagdo aos
demais tratamentos. Os maiores teores de Mn foram devido aos tratamentos em
que o AH estava presente com até 54,96% a mais em relagdo ao controle. Apesar
de suficientes segundo Martinez et al (1999), os terores de Zn foram os unicos
dentre os analisados neste trabalho em que os tratamentos nao proporcionaram

diferengas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Para os resultados referentes as épocas de aplicacdo, somente os teores
de Ca e Cu foram significativos e estdo apresentados na Tabela 5. Para ambos os
nutrientes, a aplicagao dos tratamentos no primeiro estadio (4 Folhas) foi maior do
que no segundo (8 Folhas) e classificada como consumo de luxo. Os tratamentos
aplicados nos dois estadios para mesma planta (4+8 Folhas) apresentaram-se de

forma intermediaria.

Tabela 5. Teores médios de calcio e cobre na folha de milho DKB 789 em fungao
das épocas de aplicagao.

Ca Cu
g kg™ mg kg
4 Folhas 4,16 A 21,25 A
4+ 8 Folhas 3,84 AB 20,00 AB
8 Folhas 3,64 B 18,62 B
F 4.68* 11,65**
CV(%) 12,62 14,25

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna nao diferem pelo teste
Tukey a 1%.

Os resultados de produtividade obtidos apdés a colheita mecanica
encontram-se na Tabela 6. Em relagcdo a época de aplicagdo, ao comparar a
produtividade do tratamento AH+bactérias nas trés épocas avaliadas, verificou-se
que o respectivo tratamento proporcionou maiores produtividades com duas
aplicagdes (4+8 folhas) e com uma aplicagdo no 2° estadio fenoldgico (8 folhas).
Os incrementos na produtividade chegaram a aproximadamente 26,60 e 17,43%
em relagdo ao 1° estadio. Segundo Deuner et al (2008), em plantas de milho ha
uma intensa absorcdo de N nas fases iniciais de desenvolvimento, sendo a
deficiéncia deste uma das maiores limitagdes a produtividade. Seus resultados
sugerem que a cultura do milho na fase inicial € mais eficiente em absorver N
inorganico pelas raizes em comparagao com adubacao foliar. Este fato pode ser
uma possivel explicacdo para os melhores resultados com as plantas mais
velhas, aquelas com maior numero de folhas.

E importante ressaltar que o tratamento apenas bactéria, demonstrou-se

independente da época de aplicacdo, pois, n&o proporciou diferentes
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produtividades nos distintos periodos fenologicos. Assim como esperado para as
plantas controle, que ndo receberam nenhum tratamento nas diferentes épocas
de aplicagao. Ja os efeitos na produtividade ocasionados pelo tratamento AH, em
relacdo as épocas de aplicagdo, apresentaram-se de forma dependente do
estadio fenologico, uma vez que aumentos de até 90,37% foram alcancados
quando se pulverizou plantas com 8 folhas expandidas (2° estadio) em relagéo a
plantas com apenas 4 folhas (1° estadio). Ao realizar duas aplicagbes (4+8
folhas), observaram-se incrementos de até 34,65% na produtividade comparados

com somente uma aplicagdo no 1°estadio fenoldgico (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito da aplicagao foliar de acidos humicos e bactérias endofiticas e da
combinacdo de AH+bactérias sobre a produtividade de milho DKB789 em
diferentes estadios fenologicos.

EPOCA DE APLICACAO
TRATAMENTO 4 folhas 4 e 8 folhas 8 folhas
Mg ha™
AH+Bactéria 3,883 Ab 4,916 Aa 4,560 Aa
BACTERIA 3,563 ABa 3,883 ABa 3,241 Ba
CONTROLE 2,679 ABa 2,636 Ba 2,768 Ba
AH 1,746 Bb 2,351 Bab 3,324 Ba
F 6,43* 4,15* 2,96*

CV(%) 26,78

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, ndo
diferem pelo teste Tukey a 5%.

Ao analisar o efeito dos tratamentos sobre a produtividade dentro do 1°
estadio (4 folhas), observou-se que os unicos tratamentos que se apresentaram
diferentes foram AH+bactéria e AH. Ao aplicar apenas AH ou somente bactérias
nas folhas, as respostas variaram do controle em torno de 33%, mas néo o
suficiente para caracterizar diferenga pelo teste tukey a 5% de probabilidade.
Porém, ao combinar o tratamento AH com bactérias, o estimulo da produtividade
foi cerca de 122%, suficiente para diferenciar os tratamentos AH e AH+bactérias
(Tabela 6).
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Quando se realizou duas aplicagbes (4+8 folhas), o efeito do tratamento
AH+ bactérias foi em média 90,06% superior a produtividade das plantas controle
e daquelas que receberam apenas AH. Verificou-se que com estas aplicagdes, a
presenga dos AH nado inibiu o potencial das bactérias em estimular a
produtividade.

No 2° estadio (8 Folhas), os resultados da aplicagdo de AH+bactérias
foram superiores em média 46,57% aos demais tratamenos. Nesta fase, a
evidéncia de que a presenca de AH na solugcédo nao inibe o efeito das bactérias
fica mais pronunciada, pois os efeitos de cada tratamento isolado, ndo sé&o
suficientes para se igualar aos resultados da combinacdo AH+bactérias. Neste
estadio fenoldgico, o colmo além de suportar as folhas e partes florais, atua
também como ¢érgédo de reserva. Tal acumulo ocorre apdés o término do
desenvolvimento vegetativo e antes do inicio do enchimento de graos, ja que, até
esse ponto, todo carboidrato foi utilizado na formac¢ao de novas folhas (Magalhaes
& Paiva, 1993). Fancelli & Dourado-Neto (2000) afirmaram que o principal evento
relacionado ao 2° estadio (8 folhas) refere-se a ocorréncia da definicdo do
potencial produtivo das plantas através da diferenciagdo do meristema apical,
justificando a importancia de nitrogénio disponivel nesta fase. A aplicagdo de
AH+bactérias foi capaz de promover a produtividade por periodos limitrofes de
maxima definicdo do potencial produtivo da cultura do milho.

Os resultados da presente investigacédo, refletem aos encontrados por
Marques Jr (2006) em plantulas de milho em condi¢des de laboratorio. Este
trabalho demonstrou que o uso de AH e bactérias afeta de maneira positiva os
aspectos bioquimicos e morfolégicos, bem como em fungdo da dose e fonte,
influencia o numero populacional de bactérias associadas as raizes da planta, e
consequentemente a magnitude de resposta a inoculagdo, em plantulas de milho.
Conceicéo et al (2008), estudaram o efeito do recobrimento de sementes de milho
com AH, bactérias diazotréficas endofiticas e o uso em conjunto de AH e
bactérias na estimulagdo do crescimento vegetal e na populagdo de bactérias
estabelecidas na planta hospedeira. Os autores observaram que a adicdo de AH,
bactérias e o uso em conjunto estimularam o crescimento vegetal. Verificaram
ainda que os AH utilizados no recobrimento de sementes de milho tém menor
capacidade de estimular o crescimento radicular, em comparagdo ao uso em

solucdo. O efeito benéfico da inoculacdo também pode estar relacionado com a
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estirpe inoculada, em que estirpes isoladas da mesma planta apresentaram
melhores resultados (DoObereiner & Baldani, 1982; Reynders & Vlassak 1982;
Boddey et al., 1986). Estes trabalhos demonstam o potencial do uso de
AH+bactérias para estimular plantas. Os estudos precisam avangar para
elucidagao das causas destas respostas a fim de maximinizar a produtividade.

Em sintese, os dados demonstraram que o estadio fenolégico da planta
influenciou na capacidade da combinagdo AH+bactérias em proporcionar
aumento de produtividade, levando o potencial produtivo até o segundo estadio
de desenvolvimento do milho.

O conhecimento da época mais adequada de fornecimento de AH e
bactérias endofiticas na lavoura de milho é imprescindivel ao desenvolvimento de

estratégias de manejo que aumentem o seu aproveitamento.
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4.2. Efeito da aplicacao de AH e bactérias diazotréficas com adubacgao

nitrogenada sobre a produtividade do milho

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagdo de acidos
humicos, bactérias diazotroficas e a adubagéo nitrogenada sobre a produtividade
agricola do milho var DKB 789 utilizando o manejo de plantio direto. O efeito
visual da aplicagédo de aplicacao foliar de AH e bactérias diazotréficas endofiticas

(HIII206) encontra-se na Figura 6.

Figura 6. Efeito visual da aplicagdo de aplicacdo foliar de acidos humicos
(20mgCL™") e bactérias diazotréficas endofiticas (HI1206) no milho DKB 789.
Controle a direita e AH + bactérias + N a esquerda.

Os resultados deste ensaio encontram-se na Tabela 7. Verificou-se que os
tratamentos AH, bactéria e AH+bactéria que receberam adicdo de N, foram
superiores aos mesmos na auséncia deste elemento. O incremento na producao
de graos foi de 35,27% para AH+bactéria com N em relagdo a AH+bactéria sem
N. Ja para bactéria com N o estimulo foi de 34,63% em relacdo a apenas
bactéria. O tratamento AH e bactérias com N, proporcionou incremento de
34,88% em relagdo ao controle nitrogenado e 85,25% em elacdo ao controle

absoluto (sem N).
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Quando comparados o controle absoluto (sem N) e o controle nitrogenado,
a percentagem de incremento de producgdo é de aproximadamente 37,35%. Outro
fato que merece destaque é que o uso combinado de AH+bactéria, com ou sem
N, é capaz de provocar respostas significativas em relagdo aos seus respectivos
controles (com e sem N).

Tabela 7. Produtividade agricola do milho var DKB 789 em plantio direto, tratado
com acidos humicos, bactérias diazotréficas endofiticas e adubagéo nitrogenada.

Tratamentos Produtividade média de graos
Mg ha™
AH + Bactéria + N 5812,50 A
Bactéria + N 5406,25 A
AH + N 4718,75 AB
Controle + N 4309,38 B
AH + Bactéria 4296,88 B
Bactéria 4015,63 BC
Controle 3137,50 C
AH 2987,50 C
CV(%) 27,07
F 2,96*

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna, nao diferem pelo teste
Tukey a 5%.

O uso de AH+bactéria também proporcionou resultados semelhantes aos
apresentados pelas plantas que receberam apenas adubagado nitrogenada
(controle com N) (Tabela 7).

Pesquisas envolvendo bactérias diazotroficas e adubagao nitrogenada em
diversas culturas como: abacaxi (Werber et al, 2004), mamao (Lima et al, 2009),
trigo (Sala et al, 2007) e banana (Werber et al, 2003), tém demonstrado o
beneficio deste manejo. Machado et al (2003), pesquisando sobre efeito da
adubacdo nitrogenada e da inoculagdo com bactérias diazotréficas no milho,
concluiram que houve efeito da adubacdo em todos os caracteres bioquimicos
avaliados e a inoculagdo apresentou efeito na atividade da enzima glutamina
sintetase na raiz a partir da reacao da transferase.

A absorcao de N pelas plantas de milho na forma de amoénia e a produgao

de amoénia pelas bactérias, fazem com que o ambiente externo da planta (solo e
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rizosfera) e interno (espaco inter e intramembranas) tenham um pH mais baixo.
Nas regides tropicais as variedades de milho devem ter certa adaptabilidade na
aquisicao de N na forma de amobnia (Machado & Magalhdes, 1995), tolerancia a
pH baixo (Machado & Magnavaca, 1991), além de tolerancia a outros tipos de
estresse, pois essas situagdes prevalecem em solos tropicais sujeitos a
frequentes estresses bidticos e abidticos. Consequentemente, € de se supor que
as bactérias diazotroficas eficientes nos mecanismos de fixagdo de nitrogénio em
milho podem ter adaptabilidade a pH baixo e ser tolerantes a aménia (Lin et al.,
1989). Além disso, outros fatores influenciam no aumento da produtividade de
graos como a eficiéncia de absorc¢ao de N pela cultivar e sua translocagao para os
graos em crescimento, onde ocorrera a formagao dos compostos de reserva.

Marques Jr (2006) avaliando o efeito do uso combinado de AH e
Herbaspirillum seropedicae sobre caracteristicas morfoldégicas de plantulas de
milho, em condigdes de laboratério, encontrou incrementos de até 81% de massa
seca em relagdo ao controle. No presente trabalho, em condi¢des de campo,
observou-se respostas de até 27,98% da aplicagdo de bactérias em relacdo ao
controle absoluto (sem N). Para o tratamento com apenas AH, sugere-se que os
resultados poderiam ser melhores caso a aplicagao fosse realizada no segundo
estadio de desenvolvimento do milho, como constatado no experimento do item
anterior envolvendo época de aplicacdo. E importante lembrar que neste ensaio a
aplicacdo foi mecanizada, o que torna mais dificil a aplicagdo no 2° estadio de
desenvolvimento.

Aumentar a eficiéncia por meio de novos insumos agricolas, baseado em
acidos humicos e bactérias diazotréficas, no manejo, pode ser um meio de
melhorar a produtividade. Entretanto, ainda € necessario conhecer melhor os

mecanismos envolvidos neste processo para otimiza-lo.
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4.3. Efeito da aplicagao foliar de AH e bactérias endofiticas sobre a

produtividade de cana-de-agucar.

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito da aplicagéo foliar de

AH e bactérias sobre a produtividade da cana-de-agucar var. RB 867515 em

condigdes de campo espressas em TCH (Tonelada de Cana por Hectare) e TPH

(Tonelada de Pol por Hectare). Os resultados dos teores de nutrientes foliares e

das demais caracteristicas agroindustriais estdo na Tabela 8.

Tabela 8. Teores médios de macronutrientes nas folhas da cana-de-agucar var

RB 867515 (cana-planta).

Tratamentos P K Ca Mg
gKg™
Controle 10,01 1,17 11,37 6,43 1,98
Bactéria 10,09 1,14 12,11 5,57 1,91
AH 9,97 1,15 12,54 5,19 1,84
AH+bactéria 10,40 1,25 12,41 5,69 1,90
F 0,49ns 1,08ns 0,67ns 1,52ns 1,17ns
CV% 9,35 8,57 2,05 12,97 26,57

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5%. Ns — n&o significativo.

Observou-se que nao houve efeito dos tratamentos sobre os teores de

macronutrientes (Tabela 8), assim como para as caracteristicas agroindustriais

apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas agroindustriais da cana-de-agucar RB 867515 (cana-

planta).
Tratamentos BRIX FIBRA POL PCC PUR
%

----- 0 Mg vermicomposto ha ™' -----
Controle 20,73 10,89 18,25 15,15 86,12
Bactéria 20,58 10,84 18,16 14,98 85,61
AH 20,71 11,18 18,37 15,06 88,17
AH+bactéria 20,57 10,74 17,90 14,96 86,14
CV (%) 2,21 3,72 2,54 2,61 1,83
F 0,56ns 1,39ns 1,13ns 0,67ns 1,63ns

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey a 5%. Ns — n&o significativo.
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Os resultados de produtividade obtidos pela pesagem dos colmos
encontram-se na Tabela 10. Verificou-se que os efeitos sobre a TCH e TPH foram
de maneira semelhante.

Tabela 10. Efeito da aplicagao foliar de bactérias diazotrdficas endofiticas (HRC
54), acidos hiimicos extraidos de vermicomposto (20 mg CAH L™") e da aplicagdo

de bactérias + acidos humicos sobre a produtividade de cana-de-agucar var.
RB867515 em condi¢cdes de campo.

Tratamentos TCH TPH
Mg ha™

AH + Bactéria 221,15 A 36,89A
Bactéria 183,31 AB 31,64AB
Controle 179,46 B 2921 B
AH 168,54 B 28,73 B
CV (%) 9,19 7,14

F 6,99** 4.77*

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna nao diferem pelo teste
Tukey a 5%. ns, * e ™ representam: ndo significativo, significativo pelo teste F
com p<0,05 e p<0,01.

A cana-de-acucar respondeu a aplicacdo foliar de AH+Bactéria com
aumento de produtividade em aproximadamente 23,23% em relagdao ao controle.
Apesar da produtividade referente ao tratamento com apenas AH néao se distinguir
do controle, a presenca de AH junto com bactérias, nao inibiu o efeito destas, pelo
contrario provocou estimulo de 20,64% suficiente para se diferenciar dos
resultados de apenas AH e do controle. Respostas com magnitudes semelhantes
foram encontradas por Silva (2009), testando inoculantes com a mistura de
bactérias diazotréficas endofiticas e polimeros. O autor constatou um aumento
médio da produtividade das variedades RB72454 e RB867515 de 50 e 30 Mg ha
1.

E importante ressaltar que como n3o foi observado aumento nos teores
foliares de N com os tratamentos com bactérias (Tabela 9), mas foi verificado
estimulo na produtividade, sugere-se que a causa destes efeitos esteja
relacionada a capacidade de promog&o de crescimento vegetal por bactérias,
devido a producdo de fitormbnios que sao capazes de promover O
desenvolvimento e proliferacdo das raizes, resultando em uma absorcgao eficiente

de agua e nutrientes (Mirza et al., 2001; Olivares et al, 2002).
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Govindarajan et al. (2007), avaliaram a inoculagao de estirpes de Klebsiella
sp., Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia
vietnamiensis e Azospirillum lipoferum, juntamente com adubagdo de 140 kg ha™
de N fornecido a cana-de-agucar micropropagada variedade CoV 92102. Os
autores verificaram que tanto a inoculacdo de Kilebsiella sp. como
G.diazotrophicus, associada a adubacao de 140 kg ha' de N, promoveu as
maiores produ¢cdes de massa de matéria seca (3,7 e 3,1g por planta,
respectivamente), acima do controle fertilizado com 280 kg N ha™' até seis meses
apods o plantio.

A magnitude das respostas de produtividade encontrada no presente
trabalho é considerada promissora, pois para regido Norte-Noroeste Fluminense a
média de produtividade desta variedade na regidao é de aproximadamente 65 Mg
ha™ (Asflucan, 2009).

Apesar de pesquisas envolvendo uso de bactérias em cana-de-agucar se
mostrarem cada vez mais presentes, ainda nido esta bem claro qual € a melhor
forma de aplicacdo e pouco se conhece sobre o uso de aplicagao foliar. No

presente trabalho, este tipo de aplicacdo mostrou-se eficiente.
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4.4. Potencial do uso de AH e bactérias diazotréficas endofiticas em mudas

micropropagadas de cana-de-agucar.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de AH e bactérias
diazotroficas endofiticas em plantas micropropagadas de cana-de-agucar na fase
de aclimatizacdo e, posteriormente, na fase de estabelecimento da lavoura
experimental no campo. Uma visdao geral do experimento e dos resultados

encontra-se na Figura 7.
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Figura 7. Visao geral do experimento. Cana-de-agucar micropropagada in vitro, na
fase de aclimatizagdo em casa de vegetagdo e no campo.
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4.4.1 Contagem do Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias diazotréficas

endofiticas em mudas micropropagadas de cana-de-agucar.

Os resultados da contagem de bactérias encontram-se nas Tabelas 11 e
12. Observou-se logo apos a inoculagéo, conforme esperado, maiores populagdes
em mudas tratadas com bactérias. Para o tratamento com apenas bactérias,
estes incrementos variaram de 48,42 a 98,04% em relagdo ao controle. A
presenga de bactérias nos tratamentos controle e AH é justificada pelo
desenvolvimento da populacdo natural na cana-de-acucar. A aplicacdo de AH
demosntrou capacidade de influenciar na populacédo de Azospirillum com estimulo
de 43,65% em relacdo ao controle. Para as demais espécies bacterianas os

estimulos de AH em relagdo ao controle ndo foram significativos.

Tabela 11. Populacdo de bactérias diazotréficas endofiticas em mudas
micropropagadas de cana-de-agucar aos 7 dias apos a inoculagao.

Tratamento LGI-P JNFb LGI JMV
Log n° de células.g fresca de raiz ™

Controle 414 C 508 B 465 C 409 C
Bactéria 8,01 A 7,54 A 8,08 A 8,10 A
AH 5,40 BC 554 B 6,68 B 567 C
AH+Bactéria 7,06 AB 8,12 A 8,14 A 7,74 B
CV (%) 9,46 7,20 3,49 5,0
F 12,40** 3,16* 10,40** 10,05**

LGI-P- Gluconacetobacter diazotrophicus; JNFb — Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans;
LGl — Azospirillum amazonense; JMV — Burkholderia sp.

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna, ndo diferem pelo teste Tukey a 5%. * e **
representam significativo pelo teste F com p<0,05 e p<0,01.

E importante observar que a presenca de AH junto com bactérias, ndo teve
efeito significativamente negativo na populagcdo de Herbaspirillum e
Gluconacetobacter e Azospirillum.

Em referéncia a fase de aclimatizacdo, as maiores populacbes de

Herbaspirillum e Gluconacetobacter foram devido ao tratamento AH+ bactéria,
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demonstrando o estabelecimento da resposta apresentada na primeira contagem

(Tabela 12).

Tabela 12. Populacdo de bactérias diazotréficas endofiticas em mudas
micropropagadas de cana-de-agucar aos 60 dias apds a inoculagao.

Tratamento LGI-P JNFb LGI JMV
Log n° de células.g fresca de raiz ™

Controle 3,36 B 498 B 4,56 AB 4,38 B
Bactéria 6,14 A 586 B 4,77 AB 7,67 A
AH 324 B 495 B 3,48 B 484 B
AH+Bactéria 6,37 A 7,49 A 5,58 A 5,55 AB
CV (%) 8,54 7,47 7,19 9,54
F 5,40** 6,20** 8,20** 5,05**

LGI-P- Gluconacetobacter diazotrophicus; JNFb — Herbaspirillum seropedicae, H. rubrisubalbicans;
LGI — Azospirillum amazonense; JMV — Burkholderia sp.

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna, ndo diferem pelo teste Tukey a 5%. * e **
representam significativo pelo teste F com p<0,05 e p<0,01.

Verificou-se que para Burkrolderia o efeito dos AH com bactérias em
relacdo a populagdo nao foi positivo. Um fato que merece destaque é o
estabelecimento da populagcao de Herbaspirillum na presenca de AH. Observa-se
que logo apos a inoculagdo, o tratamento apenas bactéria consegue se
diferenciar do controle (Tabela 11). Aos 60 dias da inoculagao, isso n&o ocorre,
demosntrando que seu estabelecimento s6 é efetivo com AH+bactérias (Tabela
12).
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4.4.2. Resultados da Cana Planta

4.4.2.1 Teores foliares de N, P, K, Ca e Mg na cana-planta

A interpretacao foi realizada pelo critério de faixas de suficiéncia de acordo
com Malavolta et al. (1997) e Raij et al. (1996) apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Faixas de teores adequados (faixa de suficiéncia) de macro e
micronutrientes para a cana-de-agucar.

N P K Ca Mg
gKg™
Cana-panta 19 - 21 20-24 11-13 8-10 2-3
Cana-soca 20 -22 1,8-2,0 13-15 5-7 2 -25

Fonte: Adaptado Malavolta et al. (1997) e Raij et al. (1996).

Os resultados da analise foliar da cana-planta encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14. Teores médios de nutrientes nas folhas da cana-de-acucar
micropropagada var NA 5679 (cana planta)

Tratamentos N P K Ca Mg
gKg™

------- 0 Mg vermicomposto ha ™" ------
Controle 10,12 1,14 11,54 6,38 2,35
Bactéria 10,20 1,12 12,06 5,50 2,18
AH 9,57 1,13 12,69 5,15 2,19
Bactéria+ AH 9,50 1,20 12,38 5,70 2,34

------- 10 Mg vermicomposto ha ™" ------
Controle 10,08 1,26 13,98 5,94 2,22
Bactéria 10,45 1,26 14,57 5,63 2,11
AH 10,06 1,30 15,41 5,90 2,17
Bactéria+ AH 9,67 1,29 15,41 5,01 2,07

------- 20 Mg vermicomposto ha ™" -
Controle 9,97 1,23 11,96 6,66 2,47
Bactéria 10,12 1,18 14,47 5,20 1,80
AH 9,81 1,25 14,16 5,68 3,00
Bactéria+ AH 10,03 1,31 13,01 5,83 2,38
F 0,49ns 1,63ns 1,98ns 3,48** 1,17ns
CV% 11,22 7,68 12,50 13,36 25,45

ns, * e ** representam: ndo significativo, significativo pelo teste F com p<0,05 e
p<0,01.
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Os tratamentos estudados ndo aumentaram os teores de nitrogénio nas
folhas da cana-de-agucar, conforme se verifica na Tabela 14, estando os valores
abaixo da faixa considerada adequada. O acumulo de nutrientes é influenciado
por diversos fatores, dentre outros, caracteristicas morfolégicas e fisiologicas do
sistema radicular, a aeragao do solo, a disponibilidade de agua e de nutrientes no
solo e as condigdes térmicas (Vitti e Mazza, 2002; Dematté, 2005; Vasconcelos e
Garcia, 2005). E importante lembrar que ndo é somente a FBN que promove
aumento de producdo. Fatores relacionados a promotores de crescimento e
bactérias, como fitorménios também podem atuar no estimulo de producéo,
resultando em uma absorgéo eficiente de agua e nutrientes (Mirza et al., 2001;
Olivares et al, 2002).

Os teroes de K variaram da faixa de suficiéncia até o consumo de luxo para
cana-planta. Apesar de apresentar influéncia dos tratamentos, os terores de Ca
(Tabela 15), foram classificados como deficientes quando comparados com a
faixa ideal de nutrientes para cana-planta (Tabela 13). Para Casagrande (1991), a
deficiéncia prejudica os pontos de crescimento, o desenvolvimento radicular e o

vigor dos colmos.

Tabela 15. Teor médio de calcio na folha de cana-de-agucar em fungdo dos
tratamentos na cana planta.

Tratamentos Ca
gKg™
Controle 6,34 A
AH 5,57 AB
AH+Bactéria 5,21 AB
Bactéria 544 B

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna ndo diferem pelo teste
Tukey a 5%

O tratamento controle proporcionou maiores teores de Ca na folha
(16,54%) quando comparados com plantas que receberam apenas bactérias.
Malavolta et al. (1989) comentaram que além do calcio estimular o
desenvolvimento das raizes, aumentar a resisténcia a pragas e moléstia, auxilia
na FBN.
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4.4.2.2 Caracteristicas agroindustriais da cana-planta

Os resultados das caracteristicas agroindustriais da cana-planta
encontram-se na Tabela 16. N&do houve diferenga estastistica pelo teste tukey a
5% de probabilidade.

Tabela 16. Caracteristicas agroindustriais da cana-de-agucar micropropagada NA
5679 aos 16 meses apods plantio (cana planta)

Tratamentos BRIX FIBRA POL PCC PUR
%

------- 0 Mg vermicomposto ha ™" -------
Controle 22,43 11,26 20,05 16,82 89,41
Bactéria 22,00 11,09 19,71 16,58 89,57
AH 22,75 10,61 20,64 17,48 90,73
Bactéria+ AH 22,73 12,39 20,50 16,93 90,21

------- 10 Mg vermicomposto ha ™" -------
Controle 22,10 10,83 19,71 16,63 89,16
Bactéria 21,98 10,73 19,73 16,68 89,76
AH 22,15 11,05 19,62 16,51 88,55
Bactéria+ AH 21,90 10,27 19,36 16,47 88,42

------- 20 Mg vermicomposto ha ™" -------
Controle 22,38 11,40 19,74 16,56 88,22
Bactéria 21,83 10,38 19,41 16,49 88,96
AH 22,20 11,52 20,00 16,72 90,07
Bactéria+ AH 22,65 11,21 20,10 16,88 88,76
F 2,52ns 0,52ns 1,79ns 1,19ns 1,12ns
CV% 2,14 10,38 19,88 0,33 1,36

Ns - representa nao significativo pelo teste F com p<0,05.

Um fato que merece destaque € que tanto os tratamentos como as doses
de adubagdo organica nao inibiram as caracteristicas agroindustriais. Este
resultudado pode ser promissor se aliado ao aumento de produtividade, pois
consequentemente acarretara em aumento na produtividade de agucar devido ao

acréscimo de colmos produzidos.
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4.4.3. Resultados da primeira cana-soca.
4.4.3.1.Teores foliares de N, P, K, Ca e Mg na primeira cana-soca.
Os resultados das analises foliares da primeira cana-soca encontram-se na

Tabelas 17. Verificou-se efeito dos tratamentos em relacdo aos teores de P, K e

Ca e suas médias sao apresentadas na Tabela 18.

Tabela 17. Teores médios de nutrientes nas folhas da cana-de-acucar
micropropagada var NA 5679 (12 soca)

Tratamentos N P K Ca Mg
gKg"

------- 0 Mg vermicomposto ha ™' -----
Controle 10,71 1,07 7,36 7,55 2,00
Bactéria 11,31 1,13 8,20 6,66 1,91
AH 11,06 1,06 8,20 6,76 1,84
Bactéria+ AH 9,52 1,12 9,03 5,75 1,90

------- 10 Mg vermicomposto ha ™" -----
Controle 9,60 1,04 7,46 6,82 1,48
Bactéria 10,47 1,09 8,82 6,48 1,59
AH 10,24 1,03 8,83 5,50 1,30
Bactéria+ AH 9,30 1,02 9,97 5,27 1,38

------- 20 Mg vermicomposto ha ™" ----
Controle 9,09 0,99 5,68 7,79 2,01
Bactéria 10,82 1,14 8,51 6,70 1,76
AH 8,75 1,01 8,19 6,28 1,99
Bactéria+ AH 8,74 1,11 6,42 7,55 2,81
F 1,98ns 3,40** 4,56* 6,01** 1,20ns
CV % 14,01 7,69 16,41 12,15 24 42

ns, * e ** representam: ndo significativo, significativo pelo teste F com p<0,05 e
p<0,01.

Os tratamentos AH e bactérias quando aplicados isoladamente, nao
apresentaram diferentes teores de P, em relacdo ao controle. Quando aplicados
em conjunto, ou seja, AH+bactéria, observou-se acréscimo (22,68%) em relagéo
ao controle, suficiente para se diferenciar estatisticamente deste e ser classificado
dentro da faixa adequada de P para cana-soca segundo Malavolta et al. (1997) e
Raij et al. (1996) (Tabela 13).
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Em relagdo ao K, todos os tratamentos foram classificados como
insuficientes para cana-soca. Contudo, observou-se um potencial dos tratamentos
em proporcionar acréscimo médio deste elemento de 23,86%, em relacdo ao

controle.

Tabela 18. Teor médio de P, K e Ca na folha de cana-de-agucar em fungao dos
tratamentos na primeira soca.

Tratamentos P K Ca

g kg™
Controle 0,97 B 6,83 B 7,38 A
Bactéria 1,02 B 8,51 A 6,61 AB
AH 1,07 AB 8,4 A 6,18 B
AH+bactéria 1,19 A 8,47 A 6,199 B

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna nao diferem pelo teste
Tukey a 5%

Considerando os teores de Ca, apenas o controle foi classificado como
acima da faixa adequada e todos os demais tratamentos dentro desta faixa de
suficiéncia. Os efeitos do excesso de Ca ndo s&o totalmente conhecidos devido a
hipotese de haver deficiéncias de K e Mg Malavolta et al. (1989). Todavia,
Clementes (1989), relatou que quantidades excessivas de Ca aumentam a
absorgdo do Mg e reduzem grandemente a absor¢cao de K. A capacidade dos
tratamentos de reduzir os teores foliares de Ca também foi observada na cana-
planta (Tabela 13).



56

4.4.3.2 Caracteristicas agroindustriais da primeira cana-soca

Os resultados de analises tecnoldgicas da primeira cana-soca encontram-

se na tabela 19.

Tabela 19. Caracteristicas agroindustriais da cana-de-agucar micropropagada NA
5679 aos 28 meses apos plantio (12 soca)

Tratamentos BRIX FIBRA POL PCC PUR
%

------- 0 Mg vermicomposto ha ™' -------
Controle 20,93 10,99 18,23 15,35 87,11
Bactéria 20,58 10,84 17,66 14,90 85,81
AH 20,70 11,58 18,27 15,26 88,27
Bactéria+ AH 20,55 10,74 17,70 14,96 86,14

------- 10 Mg vermicomposto ha ™ -------
Controle 20,40 10,79 18,02 15,22 88,34
Bactéria 20,03 10,25 17,24 14,67 86,09
AH 20,15 11,29 17,72 14,87 87,96
Bactéria+ AH 20,13 10,56 17,75 15,04 88,19

------- 20 Mg vermicomposto ha ™" -------
Controle 20,15 11,41 17,12 14,34 85,02
Bactéria 20,25 10,43 17,87 15,17 88,25
AH 20,53 11,61 18,25 15,24 88,91
Bactéria+ AH 20,50 10,98 17,82 15,01 86,88
F 0,49ns 8,40™* 1,43ns 0,64ns 1,79ns
CV (%) 2,20 4,73 2,52 2,54 1,83

Ns e ** representam: nao significativo, significativo pelo teste F com p<0,01.

Observou-se que houve efeito significativo de tratamentos sobre FIBRA
dos colmos (Tabela 20).

As menores percentagens de FIBRA foram devido aos tratamentos que
levaram bactérias diazotréficas e classificadas dentro da faixa como ideais. A
porcentagem de fibra na cana € uma variavel agroindustrial de suma importancia.
Seus niveis, em uma cana normal, devem oscilar em uma faixa de 10-11%.
Segundo Fernandes (2000), fibra € a matéria insoluvel em agua contida na cana.
No campo, a fibra esta relacionada com a colheita, principalmente da cana
picada, normalmente a condicdo de tornar os colmos eretos evitando o

tombamento € na industrial, a importancia devido a moagem e balango térmico da
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fabrica. A fibra também é empregada nos calculos de determinacdes expressas
em porcentagem de cana, como a Pol, ART, AR e demais parametros que

definem a qualidade da cana-de-agucar como matéria-prima.

Tabela 20. Efeito dos tratametos com AH e bactérias diazotréficas sobre a FIBRA
e POL de colmos de cana-de-agucar no segundo corte.

Tratamentos FIBRA
%
Controle 11,06 AB
Bactéria 10,50 B
AH 11,49 A
AH+Bactéria 10,76 B

Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na coluna nao diferem pelo teste
Tukey a 5%

Franco (2003), afirma que é necessario conhecer o teor de fibra para
efetuar os calculos da capacidade de moagem de uma industria. Na cana
industrial, ou seja, na cana disposta na esteira de uma usina, por conta das
impurezas que acompanham a matéria-prima (impurezas vegetais e minerais), o
teor encontrado para fibra € maior, da ordem de 14-15%. Por outro lado, cana
com baixos teores de fibra pode inviabilizar o balango energético da industria.
Quando isso acontece a empresa tem que utilizar outras fontes de energia como
o oleo diesel, lenha e etc. As duas situagdes resultam em aumentos dos custos

de produgao.
4.4.4 Resultados da segunda cana-soca
4.4.41 Teores foliares de N, P, K, Ca e Mg na segunda cana-soca.
Os resultados dos teores médios de nutrientes nas folhas de cana-de-
agucar tratadas com AH e bactérias encontram-se na Tabela 21. Nenhum

elemento se diferenciou estatisticamente tanto em relacdo aos tratamentos como

em relacao as dosagens.
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Tabela 21. Teores médios de nutrientes nas folhas da cana-de-acucar
micropropagada var NA 5679 (22 soca)

Tratamentos N P K Ca Mg
g Kg"

------- 0 Mg vermicomposto ha ™" -------
Controle 12,39 1,94 9,66 5,37 1,49
Bactéria 13,98 2,00 9,66 6,59 1,86
AH 13,71 2,01 11,54 5,51 1,55
Bactéria+ AH 14,20 1,94 9,97 5,99 1,76

------- 10 Mg vermicomposto ha ™ -------
Controle 12,59 2,10 10,81 5,19 1,39
Bactéria 11,78 1,93 9,86 5,09 1,31
AH 12,27 2,19 13,33 3,82 1,56
Bactéria+ AH 14,39 1,97 12,91 5,15 1,52

------- 20 Mg vermicomposto ha ™" -------
Controle 13,21 1,97 10,81 6,62 1,84
Bactéria 11,82 2,00 10,08 6,76 1,81
AH 11,30 1,93 10,39 6,18 1,65
Bactéria+ AH 13,28 1,89 10,21 6,37 1,78
F 0,87ns 0,71ns 1,53ns 1,40ns 0,59ns
CV % 20,59 9,49 21,05 20,06 15,62

Ns- representa: nao significativo pelo teste F com p<0,05.

Verificou-se que apenas os teores meédios de P e de Ca estado classificados
dentro da faixa adequada para cana-soca (Tabela 13), resultado que no geral, foi

semelhante ao da primeira soca (Tabela 17).
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4.4.4.2. Caracteristicas agroindustriais da segunda cana-soca

Os resultados das caracteristicas tecnolégicas agroindustriais, dos colmos

de cana-de-acucar, avaliados neste trabalho encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22. Caracteristicas agroindustriais da cana-de-agucar micropropagada NA
5679 aos 40 meses apos plantio (22 soca)

Tratamentos BRIX FIBRA POL PCC PUR
%

------- 0 Mg vermicomposto ha ™' -------
Controle 19,70 10,25 16,91 14,40 85,71
Bactéria 20,25 10,42 17,67 15,01 87,71
AH 20,45 10,74 18,25 15,42 89,20
Bactéria+ AH 19,95 10,32 17,72 15,06 88,80

------- 10 Mg vermicomposto ha ™ -------
Controle 19,35 9,60 16,89 14,51 87,28
Bactéria 19,45 9,55 16,82 14,45 86,46
AH 19,60 10,57 17,31 14,67 88,34
Bactéria+ AH 19,55 10,16 17,11 14,58 88,77

------- 20 Mg vermicomposto ha ™" -------
Controle 19,75 10,26 17,36 14,77 87,87
Bactéria 19,70 10,59 17,41 14,74 90,89
AH 20,20 10,92 18,34 14,79 88,32
Bactéria+ AH 20,25 10,22 17,95 15,28 88,62
F 2,72ns 1,19ns 2,21ns 1,94ns 2,36ns
CV(%) 214 9,51 3,41 3.33 3,21

Ns - representa nao significativo pelo teste F com p<0,05.

Observou-se que no terceiro corte (22 soca), tanto para os tratamentos
quanto para doses de vermicomposto, ndo houve efeito significativo nas

caracteristicas agroindustriais.

4.4.5. Produtividade agricola da cana-de-agucar

Os resultados de produtividade média agricola das trés colheitas realizadas
neste experimento encontram-se na Tabela 23. No primeiro corte € na auséncia
de adubacéo organica, observou-se que os tratamentos apenas bactéria e somete
AH, proporcionaram incrementos na ordem de 15 e 20% de produtividade em
relacdo ao controle. Ao aplicar AH com bactérias, nota-se aumento de cerca de
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32% na produtividade em relagdo ao controle, o suficiente para torna-los
diferentes a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Tabela 23. Produtividade agricola da cana-de-agucar (TCH) micropropagada var.
NA 56 79 tratada com trés doses de vermicomposto (0, 10 e 20 Mg ha™") no sulco
de plantio e aplicacdo in vitro de acidos humicos (20 mg C L), bactérias
diazotroficas (Inoculo Misto) e acidos humicos + bactérias.

Doses de vermicomposto (Mg ha™)

0 10 20

TCH (Mg ha™)

---------- 12 colheita: 16 meses apos plantio (cana planta) mmmmmmmee

Controle 100,62 B 128,25 AB 122,50 AB
Bactéria 115,95 AB 104,55 B 102,30 B
AH 120,80 AB 144,10 A 145,70 A
AH+bactéria 132,65 A 153,45 A 123,75 AB
F 4,23* 5,79% 3,98*
CV (%) 14,28

---------- 22 colheita: 28 meses apos plantio (12 soca) mmmmmeee

Controle 75,46 8525 B 84,58 AB
Bactéria 79,21 78,78 B 73,50 B
AH 82,86 101,43 A 91,50 A
AH+bactéria 79,86 95,14 A 7161 B
F 0,51™ 5,68** 4,94**
CV (%) 10,17

---------- 32 colheita: 40 meses apos plantio (2% soca) mmmmmeee

Controle 76,55 83,04 80,93
Bactéria 80,53 81,95 67,53
AH 75,03 96,28 76,46
AH+bactéria 83,36 85,46 70,32
F 0,56" 1,70™ 1,44"
CV (%) 12,62

Médias de mesma colheita, seguidas de mesma letra maiuscula na coluna, ndo
diferem pelo teste Tukey (5%). ns, * e ** representam: n&o significativo,
significativo pelo teste F com p<0,05 e p<0,01.

Em relagdo as plantas que receberam 10 Mg ha' de vermicomposoto no

sulco de plantio, os melhores tratamentos foram aqueles constituidos de AH
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representando 12,35 e 19,65% de aumento para AH e AH+bactéria em relacdo ao
controle. Para a maior dosagem (20 Mg ha™), o maior resultado foi devido ao
tratamento com AH, cerca de 19,42% de incremento em relagédo ao controle.

Ao analisar os dados é possivel observar que a presenga da adubacgéao
organica influencia no potencial das bactérias diazotroficas endofiticas em
proporcionar aumento de produtividade de cana-de-acucar. Uma hipotese para
este fato é a competicdo estabelecida entre as bactérias estudadas com a
populagcdo de microrganismos presentes ou estimulada pelo composto organico.
Este fato também é observado na segunda colheita, que apresenta efeito dos
tratamentos em relagao a doses de vermicomposto.

Em referéncia a primeira rebrota, houve efeito residual dos tratamentos na
presencga de adubacgao organica. Na dose de 10 Mg ha™', os melhores resultados
foram devido aos tratamentos com AH e AH+bactérias com 18,97 e 11,60% de
aumento de produtividade.

Para verificar se os efeitos dos tratamentos permaneceriam na segunda
rebrota, foi realizada a terceira colheita (22 soca) aos 40 meses apds o plantio.
Contudo, como n&o houve resultados significativos, constatou-se que apds o
segundo corte (12 soca) é necessario realizar outra aplicagdo dos tratamentos.

Os resultados permitiram averiguar que a aplicagdo in vitro de AH e
bactérias diazotréficas endofiticas em mudas micropropagadas de cana-de-
acticar é eficiente e quando adicionado vermicomposto (10Mg ha™) no sulco de
plantio ha efeito residual no segundo corte.

O uso de AH e bactérias diazotréficas no manejo de cana-de-agucar
representa um potencial para o desenvolvimento de um insumo biolégico para a

produgao vegetal.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Um dos maiores desafios hoje € o de buscar alternativas para a produgao
agricola sustentada, ou seja, desenvolver um processo continuado de mudangas
na base tecnoldgica, no qual a exploragdo dos recursos, a orientagdo dos
investimentos e do desenvolvimento tecnologico esteja de acordo com as
necessidades atuais de producdo segundo novos padrbes, sem comprometer as
possibilidades de atendé-las no futuro.

A hipotese deste trabalho foi a de que € possivel combinar o efeito de
promogao do crescimento radicular caracteristico das SH com a inoculagao de
estirpes selecionadas de bactérias diazotréficas com vias a obtengdo de
magnitudes de respostas superiores a aplicagcédo isolada, visando a geragao de
um insumo agroecoldgico capaz de otimizar a produgdo em bases sustentadas.
Para atender o objetivo proposto nesse trabalho foi instalada uma sequéncia de
experimentos de campo.

Os ensaios que compdem esse trabalho tiveram o objetivo especifico de
avaliar:

- O efeito da aplicagao foliar de AH isolados de vermicomposto e Herbaspirullum
seropedicae estirpe HIll 206 em diferentes épocas de aplicacdo na cultura do
milho;

- A influéncia da aplicagdo foliar de AH isolados de vermicomposto e
Herbaspirullum seropedicae estirpe HIlIl 206 com adubagao nitrogenada na
produtividade do milho;

- A aplicagao foliar de acidos humicos isolados de vermicomposto e

Herbaspirullum seropedicae estirpe HRC 54 em cana-de-agucar;



63

- O efeito de AH isolados de vermicomposto e inéculo misto sobre cana-de-agucar

micropropagada na fase de aclimatizagdo e em condigbes de campo.
A partir dos resultados obtidos concluiu-se que:

- O uso de AH e de AH com bactérias diazotréficas via pulverizagao foliar no
milho é dependente da época de aplicacdo. As melhores produtividdes foram
atingidas com a utilizagdo de AH com bactérias endofiticas. As respostas da
aplicagao foliar de Herbaspirillum seropedaicae sao eficientes e ocorrem mesmo
se aplicadas no segundo estadio fenoldgico do milho.

- A aplicacédo foliar de AH extraidos de vermicomposto e Herbaspirillum
seropedicae HIlIl 206 com adubacdo nitrogenada € eficiente e promoveu
aumento de até 83% na produtividade de grédos do milho DKB 789.

- A cana-de-acucar RB 867515 respondeu a aplicagdo foliar de acidos
humicos isolados de vermicomposto e Herbaspirullum seropedicae estirpe HRC
54 com aumento de produtividade em cerca de 23% em relagédo ao controle.

- A aplicagao in vitro do uso combinado de acidos humicos extraidos de
vermicomposto e inéculo misto em mudas micropropagadas de cana-de-agucar
var NA 5679 ¢é eficiente e quando adicionado vermicomposto (10Mg ha™) no
sulco de plantio ha efeito residual na primeira rebrota. Apés o segundo corte ha

necessidade de reaplicagao.
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