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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-actcar (Saccharum officinarum
L.), sendo considerada uma das culturas de maior importancia econdmica, € com
matéria-prima que permite os menores custos de producio de agucar e dlcool pelo fato
da energia consumida no processo ser proveniente dos proprios residuos.

A fertilizacdo nitrogenada na cultura da cana-de-agucar apresenta baixa
eficiéncia, com pequeno aproveitamento do nitrogénio (N) aplicado. Aumentar a
eficiéncia do uso de N ainda é um desafio, e o inoculante a base de bactérias
diazotréficas pode ser uma alternativa eficaz (SCHULTZ et al., 2012).

A funcao de transformar o N existente no ar atmosférico em formas assimildveis
para plantas - Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) - € realizada por bactérias
fixadoras (diazotréficas), sendo a enzima universal, envolvida no processo, conhecida
como nitrogenase. Urquiaga et al., (2012), conduziram experimento utilizando o método
de diluicao isotépica de PNe balanco de N para quantificar a contribuicao da FBN em
dez variedades de cana-de-agucar, e obtiveram valores superiores a 60% de N,
absorvido pela planta, proveniente das bactérias.

O género Azospirillum é um dos mais estudados entre as bactérias diazotréficas
promotoras de crescimento vegetal, e vem sendo utilizado em inoculantes para culturas
como a da cana-de-agucar, para a qual estudos obtiveram resultados positivos
principalmente no desenvolvimento da planta e na produtividade.

O mercado brasileiro de fertilizantes é fragil e com grande dependéncia de
importagdes. E fundamental, portanto, encontrar alternativas para o uso mais eficiente
dos fertilizantes e, nesse contexto, alguns microrganismos, como as bactérias
diazotréficas, podem desempenhar um papel relevante e estratégico para garantir altas
produtividades a baixo custo. Portanto, € interessante conhecer se a aplicacdo de
produtos agroquimicos pode vir a prejudicar o desenvolvimento da bactéria.

Baseado no exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo
via foliar de Azospirillum brasilense sobre a produtividade e qualidade da cana-de-
acuicar, bem como encontrar a dose ideal, a fim de reduzir ou mesmo suprir a
necessidade de adubagdo nitrogenada de cobertura em soqueira, e verificar a

compatibilidade com agroquimicos usualmente utilizados na cultura.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da cana-de-acicar (Saccharum officinarum L.)

A cana-de-agucar € uma graminea semiperene, membro da familia Poaceae, que
desde o periodo colonial tem se apresentado como uma cultura de grande importancia
para a economia brasileira, com receita bruta no ano de 2015 de R$ 50.296 milhdes,
fechando em 23% a mais do que no ano de 2014. (CONAB, 2017a).

O Brasil € o maior produtor mundial dessa cultura de grande importancia para o
agronegocio brasileiro, e considerada uma das grandes alternativas para o setor de
biocombustiveis devido ao grande potencial na producdo de etanol e aos respectivos
subprodutos. Além da producdo de etanol e actcar, as unidades de producdo tém
buscado operar com maior eficiéncia, até mesmo com geracdo de energia elétrica,
auxiliando na redugdo de custos e contribuindo para a sustentabilidade da atividade
(CONAB, 2017b).

A producdo de agucar no Brasil foi de aproximadamente 40 milhdes de
toneladas na safra 17/18, a maior produg¢do das dltimas quatro safras, ocupando no
mundo o primeiro lugar na produgéo e na exportacio desse produto, seguido da India e
da Unido Europeia. Esse aumento na producdo de agucar pode ser justificado pela
reducgo da safra na India e a abertura de novos mercados na Unido Europeia, porém, o
mesmo fez com que houvesse reducdo na producdo de etanol hidratado de
aproximadamente 2,6% quando comparado a safra anterior (CONAB, 2017b; USDA,
2017).

A drea cultivada com cana-de-actcar até dezembro da safra 2017/18 foi de
aproximadamente 10 milhdes de hectares, com drea colhida de 8,7 milhdes de hectares,
numero 3,4% menor em relacdo ao ocorrido na safra passada. A producdo foi de 636
milhdes de toneladas com produtividade média de 72,7 t ha'l, e aumento de 2,8 % no
actcar total recuperdvel - ATR (média de 138 t ha™) quando comparado com a safra

anterior (CONAB, 2017b).

2.2 Nutricdo em cana-de-acuicar

As quantidades de nutrientes extraidas do solo pela cana-de-acicar variam de

acordo com os métodos de cultivo, variedade, tipo de solo e disponibilidade de

10



nutrientes no solo. Na maioria das pesquisas a ordem de extracdo dos macronutrientes é
de K>N>Ca>Mg>S >P (MAEDA, 2009).

Trabalhos realizados por Oliveira et al. (2010) com a alocac¢do de nutrientes na
parte aérea da cana-planta apresentaram, em média, valores de 179, 25, 325, 226 e 87
kg ha!l de N, P,0s, K,O, Ca e Mg, respectivamente, o que proporcionou a seguinte
ordem decrescente de extracdo: K > Ca > N > Mg > P. Valores semelhantes foram
encontrados por Franco et al. (2007), em que o acimulo de nutrientes na parte aérea da
variedade SP81-3250 na colheita de cana-planta apresentaram a seguinte ordem
decrescente: K > N > Ca > S > Mg > P. J4 Coleti et al. (2006), estudando as variedades
RB835486 e SP81-3250, encontraram para cana-planta, a seguinte ordem de extracdo de
nutrientes: K >N > S > P > Mg > Ca, e na cana-soca: K>N>P > Mg > S > Ca.

Raij et al. (1996), apresentaram que as faixas de teores foliares adequados de
nutrientes para a cana-de-agtcar sio: N (18-25 g kg™), P (1,5-3,0 gkg™"), K (10-16 g kg’
1), Ca(2-8¢ kg'l), Mg (1-3 g kg'l) eS (1,530 g kg'l). Enquanto Malavolta (1981),
apresenta os niveis criticos para a cana-de-acucar de: N (16 g kg'l), P(12¢g kg‘l), K (12
gke').Cadgke'). Mg(2gkg)eS 2gke?).

Korndorfer (1994) cita que a adubacdo é uma pratica que interfere de diversas
maneiras na qualidade da cana-de-acguicar. A adubacdo nitrogenada estd associada a um
maior crescimento vegetativo e, portanto, maior umidade na cana, além disso, pode
diminuir o teor de sacarose dos colmos.

O N é um dos nutrientes que estd diretamente relacionado com o rendimento das
culturas, tendo baixa disponibilidade principalmente em solos tropicais e subtropicais.
Além do carbono e hidrogénio, o N € o nutriente mais abundante na matéria viva,
participando na composi¢cdo de moléculas de 4cido nucleicos, proteinas e
polissacarideos entre outras. Entretanto, apesar de ser requerido pelos seres vivos e
encontrado em abundancia na natureza, ele se apresenta na forma ndo assimilada,
necessitando, portanto, de uma transformac@o para uma forma combinada que facilite
sua assimilacio (FRANCO; DOBEREINER, 1994). A transformacdo desse nutriente
presente no ambiente em forma assimildvel pela planta pode ser realizada por bactérias
fixadoras de N.

Resultados de pesquisa em diferentes variedades e classes de solo revelam que a
exigéncia nutricional de N para a produ¢do de uma tonelada de colmo por hectare
(TCH) variou de 0,92 a 1,80 kg (ORLANDO FILHO et al., 1980; COLETI et al., 2006;
TASSO JUNIOR et al., 2007; FRANCO et al., 2008). Essa variacdo ¢ justificada pela
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resposta de cada variedade ao nutriente, segundo pesquisas, a relacdo percentual entre
quantidade exportada e extraida pode variar de 18 a 70% (OLIVEIRA et al., 2010), e s6
a quantidade exportada pode variar de 16 a 60% de todo o N acumulado na parte aérea
(COALE et al., 1993; WOOD et al., 1996; KORNDORFER et al., 1997; GAVA et al.,
2001; RAKKIYAPPAN et al., 2007).

Nas socas, as respostas a adubacdo nitrogenada sao mais frequentes, entretanto,
sao expressivas as diferencgas entre as doses aplicadas e a quantidade acumulada pela
cultura. No Brasil, sdo aplicados, em média, 45 kg ha™' de N na cana-planta e 80 kg ha™
nas socas, ao passo que o acimulo de N total nas folhas verdes e secas e nos colmos
pode chegar a 260 kg ha na cana-planta (VITTI et al., 2011) e, em média, a 120 kg ha™
nas socas (BAPTISTA et al., 2014).

O aciamulo de N em quantidades expressivamente superiores as doses aplicadas
nos canaviais brasileiros tem estimulado a investigacdo sobre o beneficio da interacdo
da cana-de-acucar com bactérias endofiticas fixadoras de N, e quanto a possibilidade de
se fornecer parte do N acumulado pela planta por meio da FBN (DOBEREINER, 1961).
Estima-se que a contribuicdo da FBN para a nutri¢do nitrogenada da cana-de-agucar no

Brasil pode contribuir com pelo menos 40 kg ha' de N (URQUIAGA et al., 2012).

2.3 Fixacao Biolégica de Nitrogénio

2.3.1 FBN na nutricao de plantas

Alguns microrganismos sdo capazes de transformar o N presente na atmosfera
em forma assimildvel para a planta (amdnia — NHj), sendo essa transformacgdo
denominada de FBN. A interacdo entre plantas e microrganismos fixadores de N,
denominada endossimbiose, € determinada em parte pelo genétipo da planta que serve
como abrigo, proporcionando ambiente com umidade favordvel e protecdo contra
dessecacdo, temperatura e estresse luminoso, enquanto a bactéria fornece o N. A planta
também disponibiliza compostos de carbono como glicose, frutose e sacarose, que
servem como alimento para esses microrganismos (REIS et al., 2000).

Granade et al. (1990) demonstrou que a fertilizagdo nitrogenada pode reduzir a
incidéncia de doencas em trigo e que a concentracdo de N tem sido requerida para
conservar certa quantidade de proteinas nas sementes, mantendo-se a saide das plantas.

Assim, todo o N requerido pela planta deverd vir de fertilizantes, com a ressalva de que
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aquelas que, vivem em simbiose com bactérias fixadoras de N, podem utilizé-los em
menor quantidade.

Estima-se que a contribui¢do de N fixado biologicamente na cultura da soja seja
de 139 a 170 milhdes de toneladas por ano, enquanto que a fixa¢do quimica contribui
com apenas 49 milhdes de toneladas por ano (PEOPLES; CRASWELL, 1992), de modo
que a substituicdo de fertilizantes minerais pela inoculacdo com bactérias que fazem
FBN como as do género Bradyrhizobium sp., nos campos de soja, representou uma
economia de cerca de USS$ 3,3 bilhdes para agricultura brasileira em 2006 (MOREIRA,
2008), principalmente em solos tropicais onde as perdas sdo mais elevadas.

As bactérias fixadoras de N podem ter sua eficiéncia comprometida quando em
contato com agroquimicos que podem reduzir a capacidade de suporte do crescimento e
pode estar associada a menor eficiéncia de utilizacdo dos recursos presentes no meio
pela bactéria. Em condi¢des de estresse, parte da energia disponivel ao organismo ¢é
despendida para manter mecanismos celulares e bioquimicos de tolerancia ao estressor,
em detrimento do crescimento, reduzindo o coeficiente de rendimento microbiano
(SCHIMEL et al., 2007).

Entretanto, Santos et al. (2005) observaram incrementos na taxa respiratdria por
unidade de biomassa microbiana em resposta a adi¢cao de agroquimicos ao solo, sendo
essa taxa diretamente proporcional as doses aplicadas.

Assim, percebe-se a necessidade de verificar se produtos aplicados na cultura
podem vir a alterar a eficiéncia da bactéria fixadora de N aplicada na planta. Por essa
razdo, as empresas que produzem produtos biolégicos devem fornecer informagdes de
compatibilidade de seus produtos com a maioria dos agroquimicos utilizados

(MEDEIROS, 2011).

2.3.2 FBN na cultura da cana-de-acicar

H4 muitas evidéncias de que a cana-de-acucar seja beneficiada pela interacdo
com bactérias diazotréficas (BODDEY et al., 2001). Débereiner (1961) sugeriu que as
altas produtividades alcancadas, com baixo uso de fertilizantes nitrogenados poderiam
ser explicadas por contribui¢des da associagdao das plantas com organismos que fazem
FBN. Posteriormente muitas espécies destes organismos foram isoladas da rizosfera da
cana-de-actcar e detectadas dentro de tecidos vegetais (JAMES, 2000; PERIN et al.,
2006; THAWEENUT et al., 2011; FISCHER et al., 2012; CASTRO-GONZALEZ et al.,
2012).
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As formas pelas quais a associacdo pode beneficiar o desenvolvimento e a
produtividade das plantas sdo: FBN (URQUIAGA et al., 1992); produ¢do de hormonios
promotores de crescimento, como o acido indolacético (AIA) (SUMAN et al., 2001);
solubilizacao de fosfatos, (SINGH et al., 2007; SHUKLA et al., 2008); aumento no teor
de C organico do solo; e aumento de N e retencdo de nutrientes essenciais na rizosfera
(YADAV et al., 2009).

Diversos estudos foram conduzidos para confirmagao do potencial natural das
bactérias diazotréficas em fixar o N da atmosfera na cultura da cana (YONEYAMA et
al., 1997; BODDEY et al., 2001; URQUIAGA et al., 2012). Nessas avalia¢cdes, foram
constatados valores da contribuicdo relativa da FBN entre zero e 70% do N acumulado.
As principais razdes apontadas para essa grande variabilidade foram diferencas
varietais, visto que a eficiéncia da FBN € dependente do genétipo da planta
(URQUIAGA et al., 1992 e BODDEY et al., 2001), de condi¢des edafocliméticas e
diferencas nas metodologias de avaliacdo (UNKOVICH et al., 2008).

Dobereiner; Duque (1980) demonstraram em suas pesquisas que em solos
fertilizados com baixa ou nenhuma aplicacdo de N, as contribui¢cdes da FBN observadas
poderiam fornecer de 30% a 70% da necessidade de N em cana-de-acucar.

A inoculacdo com bactérias diazotréficas também pode aumentar a velocidade
de brotacdo das gemas e emissao de raizes em colmos de cana-de-actcar utilizados para
o plantio, o que também € desejavel especialmente considerando o sistema atual de
mudas pré-brotadas (LANDELL et al., 2012).

A descoberta da FBN pela cana-de-actcar abriu caminho para as pesquisas para
elaboracdo de inoculantes a base de bactérias diazotroficas (OLIVEIRA et al., 2003).
Segundo Pedraza (2008), além da contribui¢cdo da FBN em cana-de-agucar, a associacio
com bactérias diazotréficas possivelmente reduza o uso de fertilizantes por beneficiar as
plantas de diversas formas, tais como: solubilizacdo de fosfatos e zinco (SARAVANAN
et al., 2007; ESTRADA et al., 2013), producdo de reguladores de crescimento como
auxinas, giberelinas e citocininas (LIN et al., 2012; SANTI et al., 2013).

Entretanto, resultados de ensaios desenvolvidos em diferentes regides produtoras
do Brasil mostraram que apenas em poucos casos o inoculante influencia na FBN,
apesar de relatos de aumentos significativos na produgcdo de biomassa aérea e raizes
(PEREIRA et al., 2013; GIRIO et al., 2015), bem como na produtividade de colmos
(OLIVEIRA et al., 2006; SCHULTZ et al., 2012; SCHULTZ et al., 2014), atribuidos a
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efeitos de promotores de crescimento vegetal (BASHAN et al., 2004; GIRIO et al.,
2015).

Avangos nas técnicas que utilizam a relacdo isotépica *N/"°N no solo e nos
tecidos das plantas desenvolvidas por Unkovich et al. (2008) evidenciam que o processo
natural de FBN contribui significativamente para a nutricdo nitrogenada da cana-de-
acicar (URQUIAGA et al., 2012). Essas técnicas mostram, ainda, que o is6topo BN
dilui-se nos tecidos das plantas com a diminuicdo do N disponivel no solo, e que ha
reducdo gradual de >N nos tecidos das plantas na medida em que o solo é exaurido com
as colheitas sucessivas da cana-de-acicar (URQUIAGA et al.,, 2012). Segundo
Unkovich et al. (2008), a reducio da concentracdo do isGtopo °N nos tecidos vegetais
ocorre devido a FBN, que incorpora o N, atmosférico com 0,3663% de atomos de BN
(valor padrdo da atmosfera), enquanto o N disponivel no solo normalmente apresenta
concentracdes superiores do is6topo.

Um levantamento realizado por Polidoro et al. (2001), verificou que as
variedades comerciais de cana-de-agucar RB72454 e SP80-1842 apresentaram elevado
potencial para a FBN nas dreas amostradas, no entanto, o manejo da fertilidade do solo
e a nutricdo das plantas apresentaram tendéncia em influenciar na magnitude dessa
contribuicao.

Apesar de varios trabalhos apresentarem resultados positivos no Brasil, estudos
realizados em outros paises, como Austrdlia (BIGGS et al., 2002) e Africa do Sul
(HOEFSLOOQT et al., 2005) com o balanco de N, ndo encontraram nenhuma evidéncia
para a contribuicilo de FBN nas variedades de cana-de-acucar testadas sob suas

condigoes.

2.3.3 Azospirillum brasilense

Dobereiner (1966) encontrou, na rizosfera da grama batatais (Paspalum
notatum), uma nova bactéria, isolada e identificada como Azospirillum brasilense. Nos
anos seguintes, foram isoladas de cana-de-acucar e cereais (milho, arroz e sorgo) trés
novas espécies de Azospirillum que ndo somente colonizavam a rizosfera, mas também
apresentavam certas estirpes capazes de infectar a planta, fornecendo o N de forma mais
eficiente (BALDANI; DOBEREINER, 1980).

O Azospirillum brasilense € uma bactéria endofitica causadora de endosimbiose,

gram-negativas, com formato de bastonetes e esta presente em toda a parte da planta (no
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caso da cana-de-agucar, estd presente nas raizes, folhas e colmos) e em todos os tipos de
solo.

O wuso de Azospirillum tem despertado grande interesse por parte de
pesquisadores em biologia e fertilidade do solo, uma vez que, quando associadas a
rizosfera de plantas podem contribuir para a nutricdo nitrogenada destas. Segundo
Okon; Vanderleyden (1997), a otimizacdo da possivel simbiose entre Azospirillum spp e
plantas podera resultar em incrementos de produtividade e em diminui¢do dos custos de
producdo, principalmente com a aquisicao de adubos nitrogenados.

Segundo esses mesmos autores, baseando-se em dados acumulados durante 22
anos de pesquisa com experimentos de inoculacdo em campo, de pequenas dreas,
descreveram que o género Azospirillum spp aumentou o rendimento em importantes
culturas, como por exemplo, soja, milho e arroz, embora ressaltem que o ganho vai mais
além do que o simples fixar biologicamente o N, pois também auxilia na ampliacdo da
superficie de absor¢do das raizes da planta e, consequentemente, do volume de substrato
do solo explorado. Como mecanismo de a¢do, muitos desses efeitos do Azospirillum spp
nas plantas possam ser atribuidos a producdo, pela bactéria, de substincias promotoras
de crescimento, entre elas auxinas, giberilinas e citocininas, € ndo somente a fixacao
bioldgica de N.

Além de substancias promotoras de crescimento, Azospirillum brasilense e
Azospirillum lipoferum produzem o 4cido organico gluconico que solubilizam fontes de
fosfato inorganico insolivel (RODRIGUEZ et al., 2004), fazendo com que disponibilize
mais P presente no solo para a planta.

No trabalho realizado por Silva et al. (2004) com Azospirillum brasilense
inoculado em sementes de cevada e trigo, foi observado efeito nas raizes, quando
desenvolvidas em solo pobre em nutrientes, causando alteragdes na morfologia do
sistema radicular e no aumento nio apenas do nimero de radicelas, mas também do
diametro das raizes laterais e adventicias (primdrias e secundérias). Ocorreu também
aumento na altura da planta e maior desenvolvimento. Nesse trabalho também foi
verificado que o Azospirillum brasilense atuou como indutor de resisténcia.

Todavia, segundo Cadore (2014), as bactérias do género Azospirillum sdo
diazotréficas endofiticas facultativas e a aplicag@o via foliar torna-se uma alternativa de
inoculagdo, que além de evitar possiveis incompatibilidades com determinados tipos de
agroquimicos aplicados no momento do plantio podendo proporcionar efeitos

prejudiciais, tem a finalidade de melhorar o estabelecimento destas bactérias, ja que elas
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podem se translocar, penetrar via estdmato e colonizar as raizes via xilema. Porém,
ainda hé poucos relatos do mecanismo de absorc¢ao na folha, a forma de conversdao de N
e qual a eficiéncia para esse modo de inoculacdo, a qual depende de alguns fatores, tais
como: genética da planta hospedeira, tipo de estirpe, temperatura no momento da
aplicacdo, afinidade dessa bactéria (gram negativa) com os mecanismos fisiolégicos da

folha e dentre outros.
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CAPITULO 1 - Compatibilidade biolégica de Azospirillum brasilense com
agroquimicos utilizados no manejo fitossanitario em cana-de-
acucar

RESUMO

LINO, ANA CAROLINA MAROSTICA. Compatibilidade biologica de Azospirillum
brasilense com agroquimicos utilizados no manejo fitossanitario em cana-de-
acucar. 2018. 18 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia.'

A associagcdo entre bactérias diazotroficas e plantas de cana-de-acicar, em véarios
trabalhos, mostra que pode se resultar em menor necessidade de aplicagdes de adubos
nitrogenados. Porém, a eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio pode ser afetada
por agroquimicos, para isso é necessario que os produtos aplicados sejam seletivos a
bactéria. O estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade de Azospirillum brasilense
a agroquimicos utilizados no manejo fitossanitidrio em cana-de-acticar. O experimento
foi montado com placas de Petri em delineamento inteiramente casualizado utilizando
seis produtos foliares comerciais (Clorantraniliprole, Thiamethoxam, Lambda-cialotrina
+ Clorantraniliprole, Etiprole, Fipronil e 6leo mineral), cada um em cinco concentracoes
(ndo diluido; diluido uma, duas, trés e quatro vezes), um padrio (dgua) e uma
testemunha (antibidtico). Foi realizado o isolamento e a multiplicacdo de Azospirillum
brasilense presente em um produto comercial, para realizacio dos antibiogramas, e
confirmado, através de testes bioquimicos, se a colonia de bactéria obtida em
laboratério era a desejada. Apds a confirmacdo, as bactérias foram multiplicadas em
placas de Petri e ao meio foram colocados papéis circulares de filtro adicionando
diluicdes dos produtos testados. Os produtos testados ndo influenciaram negativamente
o crescimento da colonia da bactéria estudada, em condi¢des controladas - “in vitro”,
em nenhuma das diluicdes testadas, com excecdo ao ingrediente ativo Lambda-
cialotrina + Clorantraniliprole, que na concentracdo nao diluida apresentou inibigao.
Porém, a aplicacdo desses produtos em campo € feita somente quando diluida. Sendo
assim, os agroquimicos testados apresentaram alta seletividade a Azospirillum
brasielense, nao inibindo seu crescimento em condicoes “in vitro™.

Palavras-chave: antibiograma, Saccharum officinarum L., agroquimicos, bactéria
fixadora de nitrogénio.

'Comité Orientador: Gaspar Henrique Korndorfer — UFU (Orientador) e Hamilton Seron Pereira — UFU
(Co-orientador).
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ABSTRACT

LINO, ANA CAROLINA MAROSTICA. Biological compatibility of Azospirillum
brasilense with agrochemicals used in phytosanitary management in sugarcane. 18
p- 2018. Dissertation (Master in Agronomy) - Federal University of Uberlandia.”

Studies show that the association of diazotrophic bacteria with sugarcane plants can
result in reduced need for nitrogen fertilization. The efficiency of biological nitrogen
fixation can be affected by the use of agrochemicals, for this, it is necessary that the
products applied be selective to the bacteria. Therefore, the study aimed to evaluate the
sensitivity of Azospirillum brasilense to agrochemicals used in phytosanitary
management in sugarcane. The experiment was set using Petri dishes in a completely
randomized design with six commercial foliar products (Chlorantraniliprole,
Thiamethoxam, Lambda-Cyalothrin + Chlorantraniliprole, Ethiprole, Fipronil and
mineral oil), each in five concentrations (undiluted; diluted once, twice, three and four
times), check treatment and control. The isolation and multiplication of Azospirilum
brasilense of a commercial product was performed for use in the tests. The presence of
the bacteria was confirmed by biochemical tests. After confirmation, the bacteria were
multiplied and the dilutions of the tested products were added with circular filter paper
on the Petri dishes. The tested products did not negatively influence the colony growth
of the studied bacteria, in controlled conditions - “in vitro”, in none of the tested
dilutions except the non diluted Lambda-Cyalothrin + Chlorantraniliprole treatment
which presented inhibition. However, the application of these products in the field is
only done if diluted. Therefore, the tested agrochemicals presented high selectivity to
Azospirilum brasilense, not inhibiting their “in vitro” growth.

Keywords: antibiogram, Saccharum officinarum L., agrochemicals, nitrogen-fixing
bacteria.

*Supervising Committee: Gaspar Henrique Korndérfer — UFU (Supervisor) and Hamilton Seron Pereira
(Co-supervisor).
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1 INTRODUCAO

A presenca de pragas e doencas na cultura da cana-de-agicar pode causar baixa
produtividade de colmos e agicar, menor longevidade do canavial e, até mesmo, queda
na qualidade industrial da matéria-prima. No controle de pragas utiliza-se manejos com
produtos biolégicos e quimicos.

A aplicagdo de agroquimicos sobre culturas que realizam simbiose com bactérias
fixadoras de N atmosférico pode prejudicar a efici€éncia na assimilacdo desse nutriente
(MARENCO et al., 1993; NOVO et al., 1996; SANTOS et al., 2005), podendo causar
danos especificos em células bacterianas, como alteracdes no DNA, inibicio na
producdo de proteinas, danos oxidativos e destruicdo de membranas (PHAM et al.,
2004).

Em soqueira de cana-de-agucar sdo realizadas com frequéncia aplicacOes de
inseticidas e, nessa mesma época, podem ocorrer aplicacdes foliares de fertilizantes e
até mesmo de solucdes contendo bactérias fixadoras de N como opg¢do para incremento
na nutricio das plantas. No entanto, ndo se sabe se hd perdas na eficiéncia da
inoculagdo, via foliar, como por exemplo, com bactérias como Azospirillum brasilense,
seguida de agroquimicos, devido a essas bactérias poderem ser afetadas pelo produto
quimico. Atualmente, ndo existem trabalhos demonstrando a sensibilidade dessas
bactérias a produtos usualmente utilizados no controle de pragas na cultura da cana-de-
acucar. Essa sensibilidade das bactérias a certos produtos, como antibidticos ou outros,
pode ser medida através de bioensaios conduzidos “in vitro”, também conhecidos como
antibiogramas.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar a sensibilidade da

bactéria Azospirillum brasilense a agroquimicos utilizados na cultura da cana-de-agucar.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Produtos utilizados

Os testes de compatibilidade, também conhecidos como antibiogramas, foram

realizados no Laboratério de Bacteriologia Vegetal (LABAC) da Universidade Federal

de Uberlandia no periodo de dezembro/2016 a janeiro/2017.

No antibiograma foi utilizado um inoculante liquido comercial para obtenc¢do do

Azospirillum brasilense e seis agroquimicos registrados para a cultura de cana-de-

acucar, além de um antibiético para controle da proliferacdo da bactéria. Os produtos

foram:

Inoculante: solucao liquida da bactéria Azospirillum brasilense (Cepas AbV5
e AbV6 — UFPR) em concentracdo minima informada de 2x10® UFC mL™.
Nome comercial: Masterfix® L gramineas.

Clorantraniliprole: Inseticida de contato e ingestdo, recomendado para o
controle de broca da cana (Diatraea saccharalis). Nome comercial:
Altacor®. Tipo de formulacdo: Granulado dispersivel em dgua (WG). Dose
recomendada: 60 g ha” em 200 L ha™' de calda.

Thiamethoxam: Inseticida sist€mico, recomendado para o controle de
cigarrinha (Mahanarva fimbriolata). Nome comercial: Actara 250. Tipo de
formulacio: WG. Dose recomendada: 1 kg ha” em 200 L ha™ de calda.
Lambda-cialotrina + Clorantraniliprole: Inseticida de contato e ingestao,
recomendado para o controle de broca da cana (Diatraea saccharalis). Nome
comercial: Ampligo. Tipo de formula¢do: Suspensdo concentrada (SC). Dose
recomendada: 100 mL ha™ em 200 L ha™' de calda.

Etiprole: Inseticida de contato do grupo Fenilpirazol, recomendado para o
controle de cigarrinha (Mahanarva fimbriolata). Nome comercial: Curbix
200. Tipo de formula¢io: SC. Dose recomendada: 2,5 L ha™ em 200 L ha™!
de calda.

Fipronil: Inseticida de contato e ingestdo do grupo Pirazol, recomendado
para controle de broca da cana (Diatraea saccharalis). Nome comercial:
Regente 800. Tipo de formulacdo: WG. Dose recomendada: 40 g ha' em
200 L ha™' de calda.
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= Oleo mineral: Adjuvante do grupo quimico dos hidrocarbonetos aliféticos.

Nome comercial: Nimbus. Tipo de formulagdo: Concentrado emulsiondvel

(SC). Dose recomendada: 1 L hal em 200 L ha! de calda.

= (Clorafenicol: Antibidtico utilizado para controlar a proliferagao da bactéria

Azospirillum, segundo Lopez-Reyes et al. (1989). Dose recomendada:

0,0013g mL™

2.2 Multiplica¢ao da bactéria

Na multiplicacdo da bactéria foram realizadas dilui¢des seriadas em placas de
Petri com meio de cultura s6lido LB (Luria-Bertani) e com o uso de alca de Drigalsky.
A diluicdo foi feita a partir de 1 mL obtido do inoculante contendo suspensdo bacteriana

e realizada em até sete vezes coletando uma aliquota de 100 uLL da amostra com bactéria

para 900 puL de dgua contida em tubos eppendorf, conforme descrito na Figura 1.

1 mL ~
Suspensdo
Bacteriana
100 L 100 uL
’—> 100 pL ...
| } |
o 6 o
ND 1/1»(1) 1/1(?20
(107 (107
100 L 100 L 100 uL
[l O T B

100 uL

Yl

i

1/10™!
(10" ™Dy

g

L

100 pn
I:I

i —> 900 uL

1/10"
(10™)

g

100 uL

=

INCUBACAO POR 72 HORAS A 28°C

'YX Xo

Figura 1. Procedimento para execucdo da técnica de multiplicacdo por diluicdes

seriadas em placas e contagem de colonias de bactérias. Adaptado de Romeiro

©

(2001). (ND significa concentragao nao diluida).
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Ap6s as dilui¢des, foi realizado o plaqueamento da diluicio 10" com trés
repeti¢des para posterior contagem de colOnias e a confirmacdo da bactéria por meio de
testes bioquimicos. Algumas das placas foram incubadas em estufa a 33°C e outras em
estufa a 28°C, porém somente as placas incubadas a 28°C apresentaram coldnias da
bactéria, o que pode significar sensibilidade do Azospirillum brasilense a altas
temperaturas.

Os testes bioquimicos para identificar a bactéria foram realizados com base no
trabalho de Mehnaz; Lazarovits (2006), no qual utilizaram os testes de Gram, Catalase,
Oxidase, Esculina, Hidrdlise da Gelatina e Arginina. Para o teste de Gram foi utilizada a
solubilidade em KOH, um método para diferenciar bactérias gram-positivas de gram-

negativas sem uso de coloracao.

2.3 Antibiograma

A metodologia adotada para realizar o antibiograma foi a descrita por Romeiro
(2001), avaliando a toxidez direta dos agroquimicos através do halo de inibicdo do
crescimento em meio de cultura.

Foram adicionados 10 mL da suspensdo bacteriana (108 UFC mL‘l), obtida a
partir da multiplicacdo da bactéria, ao meio Nutriente Liquido (NL) para cultivo sob
agitacdo de 150 rpm, a 28°C, por 24 h.

Em placa de Petri foi vertida uma camada bésica de meio agar-dgua (2%), com a
finalidade de garantir a uniformidade, em termos de espessura, da sobrecamada,
corrigindo eventuais desniveis e irregularidades existentes no fundo da placa
(ROMEIRO, 2001). Em seguida, a0 meio de cultura LB semi-s6lido em temperatura
morna (sem estar muito quente a ponto de prejudicar a viabilidade da bactéria, e nem
fria a ponto do meio solidificar) foi adicionando o NL contendo a bactéria cultivada,

que entdo foi vertido sobre a camada bésica (Figura 2).
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Figura 2. Procedimento para execucdo de antibiogramas com discos de papel filtro.

Adaptado de Romeiro (2001).

Nos agroquimicos foram realizadas dilui¢des seriadas em cinco concentracdes
sendo: ndo diluido (ND), 10'1, 10"2, 10°% ¢ 10™*. Para tal, concentracdes conhecidas dos
produtos soélidos, calculadas com base na sua massa molar correspondente e
considerando o volume de calda de 200L ha™', foram diluidas em 1mL de agua e, para
os produtos liquidos, foi utilizado ImL do produto puro, o que corresponderam as
concentracdoes ND. A partir dessa, por meio de dilui¢des seriadas feitas com 0,1mL da
solugd@o contendo o produto e 0,9mL de dgua alcancou-se as demais concentragoes.

Nas placas de Petri foram colocados sobre o meio contendo a bactéria cultivada,
cinco discos de papel de filtro estéril (6mm de diametro) e, sobre eles, adicionados 10
uL das solucdes contendo as diferentes concentracdes dos agroquimicos testados
(Figura 3A). Apés as diluicdes e as adigdes dos produtos, as placas foram incubadas em
estufa a 28°C.

O antibidtico (Clorafenicol) ndo sofreu dilui¢do por tratar-se de um padrao e,
tanto para ele quanto para a testemunha (dgua) os discos foram colocados no centro das

placas (Figura 3B).
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Figura 3. Placa de Petri com a posicdo dos discos de papel filtro nas diferentes

concentracdes dos produtos (A) e nas testemunhas (B).

2.4 Delineamento experimental

Para cada produto, o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)
com sete tratamentos, sendo: cinco concentracdes (ND, 10'1, 10'2, 107 e 10’4),
testemunha somente com dgua e o padrdo com antibidtico, com trés repeticdes. As
concentracoes 107 e 10™ representam a dose recomendada da maioria dos produtos,
com excecdo do Thiamethoxam (dose recomendada estaria entre 107a10% e Etiprole
(diluigoes de 102 a 107 seriam as equivalentes a recomendacdo de campo).

Com o auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008), a
comparagdo entre os tratamentos foi feita mediante testes de médias - Tukey a 0,05 de

significancia.

2.5 Avaliacoes

A primeira avaliagcdo foi a de identificacdo da bactéria, expressa pelo resultado
visual de cada um dos testes bioquimicos realizados.

Avaliou-se também o nimero de coldnias da bactéria (Figura 4), por meio de

contagem de colOnias realizada 72 horas apds a incubacdo.
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Figura 4. Coldnia de Azospirillum brasilense em placa de Petri com meio LB.

O ndmero de coldnias observadas na placa de Petri foi multiplicado pela diluicao
da solu¢do contendo a bactéria, gerando os resultados de Unidades Formadoras de

Coldnias (UFC) por mL conforme apresentado na Equacgao 1.

EQUACAO 1: UFC = NC x 10" x10

NC = numero de coldnias;

nd = nimero de vezes em que a solucao contendo a bactéria foi diluida;

10 = fator de transformacao da unidade uL. para mL.

Por fim, foram avaliados os halos de inibi¢do por meio de medi¢do do didmetro
médio, com auxilio de uma régua, e nao houve crescimento bacteriano apds 48 horas de
incubagdo. O nido crescimento da bactéria é facilmente identificado pela mudanca de
cor, saindo de uma coloracdo turva para uma transparente. A ndo turbidez no meio

demonstra que nao houve proliferacdo da bactéria.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Multiplicacao da bactéria

Confirmou-se através dos resultados visuais dos testes de Gram (Figura 5A),
Catalase (Figura 5B), Oxidase (Figura 5C), Esculina (Figura 5D), Hidr6lise da Gelatina
(Figura SE) e Arginina (Figura 5F) a presenca da bactéria Azospirillum brasiliense no

produto comercial utilizado.

Oxidase - Positiva

@)
o
Z
=
~
o

Catalase - Positiva

- Gelatina - Negativa Arginina - Negativa

Figura 5. Resultado visual de testes biolgicos de Gram (A), Oxidase (B), Catalase (C),
Esculina (D), Hidrdlise da Gelatina (E) e Arginina (F) confirmando que a

bactéria multiplicada era Azospirillum brasilense.
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O Azospirillum brasilense, segundo o trabalho de Mehnaz; Lazarovits (2006), é
uma bactéria gram-negativa, ou seja, possui camada de lipopolissacarideo na parede
celular que facilmente € dissolvido em KOH 3%, o que torna o meio viscoso (Figura
SA).

As bactérias podem produzir a enzima oxidase, que na presenca de oxigénio,
forma um composto de tonalidade arroxeada em um curto intervalo de tempo (Figura
5B) quando utilizado Tetrametil Parafenilenodiamino Dihidrocloreto a 1%. O
Azospirillum brasilense € uma bactéria que produz a enzima oxidase sendo um
importante diferencial entre bactérias gram-negativas.

Algumas bactérias sao capazes também de produzir a enzima catalase, como € o
caso do Azospirillum brasilense, que na presenca de peréxido de hidrogénio (H,0O,),
libera oxigénio, sendo verificado com a presenga de bolhas (catalase positiva) (Figura
50).

O teste de Hidrdlise da Gelatina determina a habilidade da bactéria em produzir
enzimas proteoliticas (gelatinase) que liquefazem a gelatina. Nesse caso, a bactéria em
estudo ndo produz a enzima, fazendo com que o meio se mantenha solidificado (Figura
SE).

A Arginina € utilizada para verificar se a bactéria é capaz de produzir amodnia, na
auséncia de oxigénio, tornando o meio alcalino. Se houver crescimento bacteriano no
teste, haverd reacdo alcalina e mudanca na colora¢do do indicador vermelho de fenol
para rosa-escuro, 0 que nao ocorre para o Azospirillum brasilense (Figura SF).

A hidrélise da Esculina gera glicose e esculetina, que reagem com ions férricos
do meio resultando em um complexo de coloragdo preta, sendo essa uma reacao

caracteristica de Azospirillum brasilense (Figura 5D).

3.2 Contagem da bactéria
O numero de colonias da bactéria encontrado na contagem foi de 146 em
solucdo diluida uma vez, resultando em 1,46 x 10* UFC mL"! de Azospirillum

brasilense, valor abaixo do informado pelo produto de 2 x 10 UFC mL" (Figura 6).
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Figura 6. Resultado da dilui¢io de 10" em meio LB e contagem de colonias de

Azospirillum brasilense por milimetro.

O valor baixo da UFC mL™" encontrado no processo de multiplicacdo, pode ser
devido ao meio de cultura utilizado ndo ter sido o mais adequado para o seu
desenvolvimento. Existem outros meios de cultura utilizados para isolamento de
Azospirillum brasilense como o NFb (Figura 7A), BMS (Meio Basal com Sacarose)
(Figura 7B) e BDA (Batata Dextrose Agar) (Figura 7C) (DOBEREINER et al.,1999;

BALDANTI et al., 2014), que poderiam apresentar valores diferentes do encontrado.

Figura 7A Figura 7B Figura 7C
Figura 7. Meios de cultura NFb (7A), BMS (7B) e BDA (7C) de isolamento de
Azospirillum brasilense (BALDANI et al., 2014).

Outros fatores que podem ter feito com que o produto ndo apresentasse o valor
minimo informado seria devido a problemas com armazenamento, transporte e outras

condi¢des que possam ter gerado mortalidade da bactéria quando em producgdo.
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3.3 Antibiograma
Os resultados do antibiograma demonstraram que ndo houve inibigdo do

crescimento de Azospirillum brasilense na presenca dos agroquimicos (Tabela 1).

Tabela 1. Didmetro (mm) do halo de inibi¢do ao crescimento de Azospirillum brasilense

na presenca de agroquimicos em diferentes diluicoes.

Diluicio"”

Ingredientes Ativos ) 5 3 .
Nao diluido 10° 10° 10° 10°

____________________________ P D
Clorantraniliprole 0,0a 00a 0,0a 00a 0,0a
Thiamethoxan 0,0a 00a 0,0a 00a 0,0a
Lambda-cialotrina+clorantraniliprole 3,7a 00a 0,0a 00a 0,0a
Etiprole 0,0a 00a 0,0a 00a 0,0a
Fipronil 0,0a 00a 0,0a 00a 0,0a
Adjuvante 0,0a 00a 0,0a 00a 0,0a
S Testemunha ~ 00a 00a 00a 00a 00a
Clorafenicol 11,7b 11,7b 11,7b 11,7b 11,7b
CV(%) 117,6 14,0 14,0 14,0 14,0
DMS 6.4 0,6 0,6 0,6 0,6

' Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de

significincia.

Apesar ter formado halo de inibi¢do do crescimento de Azospirillum brasilense
pelo ingrediente ativo Lambda-cialotrina+clorantraniprole (Tabela 1), deve-se ressaltar
que a dose que comprometeu o crescimento da bactéria foi a ndo diluida (Figura 8A), ou
seja, 100 vezes maior que a dose recomendada para a cultura. Portanto, a sua utiliza¢do
na dose recomendada ndo prejudicaria o desenvolvimento do isolado testado.

O tnico resultado que apresentou inibi¢do do crescimento da bactéria, formando
halo de inibi¢do de 11,7 mm de didmetro médio, foi o do Clorafenicol (Tabela 1), o que
jad era esperado, pois esse produto ¢ utilizado para assepsia de meios contendo

Azospirillum brasilense e outras bactérias. A Figura 8H mostra a formag¢do do halo de

inibi¢do do crescimento da bactéria.
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Figura 8. Compatibilidade de Azospirillum brasilense a agroquimicos. A- Lambda-cialotrina +
Clorantraniliprole (Ampligo); B- Fipronil (Regente); C- Clorantraniliprole (Altacor);
D- Etiprole (Curbix); E- Thiamethoxam (Actara); F- Adjuvante (Nimbus); G- Agua;
H- Clorafenicol (Antibiético).
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Fernandes et al. (2013), avaliando cinco tipos de inseticidas utilizados na cultura
da cana-de-agucar, verificaram que os ingredientes ativos imidacloprid, fipronil,
thiamethoxam, endosulfan e carbofuran ndo ocasionam nenhum efeito deletério a FBN
“in vitro” de Gluconacetobacter diazotrophicus, assim como observado nesse estudo,
que além dos ingredientes ativos fipronil e thiamethoxan, os inseticidas
clorantraniliprole, lamda-cialotrina+clorantraniliprole e etiprole também nao
ocasionaram inibicao do crescimento de Azospirillum brasilense.

No entanto, esses mesmos autores verificaram incrementos na duracdo da fase
de laténcia (lag) observados na presenca de thiamethoxan e endosulfan, bem como do
tempo de geracdo com o carbofuran, evidenciaram a ocorréncia de efeitos inibitérios
destes inseticidas sobre o crescimento de G. diazotrophicus nas condi¢des testadas.

Efeitos positivos de inseticidas sobre o crescimento microbiano t€m sido
relatados, como os apresentados por Kanungo et al. (1995), que mostraram que
aplicacdes sequenciadas de carbofuran promoveram incremento na populacdo de
Azospirillum sp. e Azotobacter sp. na rizosfera de plantas de arroz.

Apesar dos dados obtidos nesse ensaio nao terem demonstrado efeito negativo
na interagdo de produtos quimicos com bactéria, existem outros trabalhos que
demonstram que alguns produtos podem inibir o crescimento e desenvolvimento de
alguns microrganismos.

Gomez et al. (1998) registraram que a adi¢do do inseticida methidathion em
meio de cultura promoveu significativa redu¢do do crescimento e da atividade
nitrogenase de Azospirillum brasilense. O inseticida monochrotophos inibiu em 44 e
46% a atividade nitrogenase das Dbactérias Rhodobacter  spheroids e
Rhodopsseudomonas palustres, respectivamente. (CHALAM et al., 1997).

Os dados obtidos no presente trabalho foram decorrentes da utilizacdo dos
inseticidas na formulagdo comercial, ou seja, o ingrediente ativo mais todos os demais
ingredientes da formulagdo, tal qual o mesmo é comercializado e, consequentemente,
utilizado na agricultura.

Segundo Malkones (2000), os aditivos presentes na formulagdo dos
agroquimicos podem afetar os microrganismos e, em certos casos, até modificar o efeito
do agroquimico. Apesar do adjuvante utilizado nesse estudo ndo apresentar efeito
inibidor em Azospirillum brasilense, Kishinevsky et al. (1988), acredita ser possivel que

solventes, surfactantes e agentes molhantes presentes nas formulacdes comerciais
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contribuam para os efeitos inibitérios no crescimento de rizébios, ou de outro grupo de
bactérias fixadoras de N.

Cabe ressaltar ainda que a extrapolacdo de resultados obtidos “in vitro” onde se
possui grande controle de varidveis envolvidas, para situacao “in vivo”, precisa ser feita
com extrema cautela, visto que comprovar a sensibilidade de uma bactéria a
agroquimicos em condicdes “in vitro” por meio de bioensaios especificos ndo assegura,
necessariamente, a repetibilidade do resultado obtido a campo (FRIGO; ROMEIRO,
1988; ROMEIRO, 1984a; ROMEIRO, 1984b; ROMEIRO, 1984c; ROMEIRO, 1984d).
Porém, o teste “in vitro” mantém a bactéria em exposi¢do maxima ao produto quimico,
0 que ndo ocorre a campo devido a fatores externos que agem sobre o produto, como
por exemplo, radiacdo solar, deriva e ventos, os quais amenizam a acdo do principio
ativo (CAVALCANTI et al., 2002). Sendo assim, espera-se que os produtos testados
considerados compativeis com a bactéria por meio dos resultados encontrados também

o sejam quando aplicados em campo.
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4 CONCLUSOES

Os ingredientes ativos Clorantraniliprole, Thiamethoxam, Lambda-cialotrina+
Clorantraniliprole, Etiprole, Fipronil e também o adjuvante aplicados no controle
quimico de pragas em doses recomendadas para a cultura da cana-de-actcar,
apresentaram seletividade a Azospirillum brasilense, nao inibindo seu crescimento em

condigdes “in vitro”.
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CAPITULO 2 - Aplicacdo foliar de Azospirillum brasilense no desenvolvimento,
producio e qualidade da cana-de-agiicar

RESUMO

LINO, ANA CAROLINA MAROSTICA. Aplicacao foliar de Azospirillum brasilense
no desenvolvimento, producdo e qualidade da cana-de-acicar. 2018. 36 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia.’

Fixacdo bioldgica de nitrogénio com bactéria, como por exemplo, Azospirillum
brasilense, em cana-de-aguicar, vem sendo apresentada como alternativa econdmica e
ambientalmente sustentdvel pois pode diminuir a necessidade de adubos nitrogenados,
sem que haja perdas na produtividade. O objetivo deste trabalho foi verificar a resposta
da aplicacdo de Azospirillum brasilense com e sem adubagdo nitrogenada em soqueira
de cana-de-acicar. O experimento foi realizado em duas unidades produtoras
localizadas em Tupaciguara-MG e Guaira-SP, em dareas de soqueira das variedades
RB855156 e RB966928, respectivamente. O delineamento foi de blocos casualizados,
com quatro repeti¢des e oito tratamentos sendo eles aplicacdes combinadas de 60 kg ha’
I'de N com doses diferentes 0,2,0,4,06¢e08L ha'l) da solucdo contendo a bactéria,
somente doses de N (60 e 120 kg ha’l) e da bactéria (0,8 L ha'l), e a testemunha sem
aplicagdo de N e da bactéria. Foi avaliada quantidade de perfilhos 60, 90 e 120 dias
apos a aplicacdo, concentracdo de N na folha e extraido pela planta, produ¢do de colmos
(TCH) e acucar (TAH), e andlises da qualidade da matéria prima (ATR, Pol, Brix,
pureza e fibra). A aplicacdo da bactéria via foliar em cana-soca, nio interferiu na
concentracdo de N foliar, ATR, Brix, Fibra e Pol, nas duas variedades estudadas. A
variedade RB966928 foi responsiva a aplicagdo foliar de Azospirillum brasilense
obtendo aumento na producdo de colmos e de agicar em relacdo a testemunha. A
aplicacdo foliar Azospirillum brasilense em cana-soca apresenta potencial de utilizagdo
indicando ser uma alternativa de uso para reduzir o custo com a adubac¢ao nitrogenada.

Palavras-chave: bactéria fixadora de nitrogénio, Saccharum officinarum L., cana-soca,
producdo de colmos, producdo de agucar.

3Comité Orientador: Gaspar Henrique Korndérfer — UFU (Orientador) e Hamilton Seron Pereira — UFU
(Co-orientador).
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ABSTRACT

LINO, ANA CAROLINA MAROSTICA. Foliar application of Azospirillum
brasilense on sugarcane development, production and quality parameters. 2018. 36
p. Dissertation (Master in Agronomy) - Federal University of Uberlandia.*

Biological nitrogen fixation by bacteria, as Azospirillum brasilense, in sugarcane crop,
has been presented as an economic and environmental sustainable alternative, as it can
reduce the need of nitrogenous fertilizers without yield loss. The objective of this study
was to verify the response for spraying Azospirillum brasilense with or without nitrogen
fertilization in ratoon cane. The experiment was established in two producing units
located in Tupaciguara-MG and Guaira-SP, in ratoon areas of RB855156 and
RB966928 varieties, respectively. The experimental design was completely randomized
block with eight treatments and four replications with the combined applications of 60
kg ha! N with different doses (0.2, 04, 0.6 and 0.8 L ha'l) of solution containing the
bacteria, only N doses (60 and 120 kg ha’l), only bacteria solution dose (0.8 L ha‘l) and
the control without N and the bacteria application. It was evaluated the amount of tillers
60, 90 and 120 days after application, foliar N content and N extracted by the plant,
cane and sugar yield and quality parameters as TRS. Foliar bacteria application did not
affected foliar N content, TRS, total soluble solids, fiber and sucrose content, in the two
varieties studied. The variety RB966928 was responsive to the leaf spraying of the
product containing Azospirillum brasilense obtaining a significantly increase in the cane
and sugar yield in relation to the control. The Azospirillum brasilense leaf spraying in
sugarcane ratoon presents potential of use, indicating to be an alternative of use to
reduce cost of nitrogen fertilization.

Keywords: nitrogen-fixing bacteria, Saccharum officinarum L., ratoon cane, cane yield,
sugar yield.

*Supervising Committee: Gaspar Henrique Korndérfer — UFU (Supervisor) and Hamilton Seron Pereira
(Co-supervisor).
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1 INTRODUCAO

Um dos principais desafios do setor sucroenergético é conseguir produzir mais
cana com O menor custo, uma meta a ser seguida em qualquer contexto agricola. A
inoculagdo de bactérias fixadoras de N pode ser considerada uma alternativa para
contribuir para que o setor consiga atingir esse objetivo, pois estudos demonstram que a
FBN pode permitir ganhos de produtividade reduzindo a utilizagdo de insumos de alto
custo.

A nutricdo adequada da cana-de-acicar € uma pratica comprovadamente
reconhecida como sendo uma das principais responsdveis pelos incrementos de
produtividade da cultura. Considerando que a aduba¢@o mineral é a mais utilizada para
o fornecimento de nutrientes e por representar grande parte dos custos de produgdo,
buscar alternativas para as unidades produtoras de agucar e dlcool, visando diminuir
esses custos, representa uma grande contribuicdo dos 6rgdos de pesquisa (RAMOS,
2013).

Aumentar a eficiéncia das fontes de N € um desafio e a inoculagdo com bactérias
diazotréficas pode ser uma alternativa eficiente, ja& que a FBN pode trazer beneficios
quanto a melhorias na produtividade, no desenvolvimento da planta e até mesmo na
resisténcia a estresse hidrico. Para isso sdo necessdrias investigacdes para determinar
como estas bactérias irdo se desenvolver e realizar a fixacdo de N com baixa ou sem a
necessidade de serem alimentadas com adubos nitrogenados sintéticos. Se bem-
sucedido, isso ajudaria o meio ambiente, reduziria o custo de produgdo e ajudaria os
agricultores, principalmente dos paises em desenvolvimento, que ndo podem comprar
fertilizantes nitrogenados (COCKING, 2007).

Atualmente existem poucos trabalhos demonstrando a eficiéncia da FBN por
meio da aplicagdo de bactérias em cana-soca via foliar, portanto, o objetivo deste
trabalho foi verificar a resposta da aplicacdo de Azospirillum brasilense com ou sem

adubacdo nitrogenada em soqueira de cana-de-agucar.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacido do produto contendo Azospirillum brasilense

Para o estudo da aplicagao de Azospirillum brasilense via foliar em soqueira de
cana-de-actcar, foi utilizado o MASTERFIX® L GRAMINEAS, um inoculante liquido
comercial contendo a bactéria (Cepas AbVS5 e AbV6 — UFPR) com concentragdo
minima informada de 2 x 102 UFC mL"'. Produto utilizado nas culturas de arroz, milho

e trigo.

2.2. Delineamento experimental
O experimento foi montado em um delineamento experimental de blocos

casualizados, com oito tratamentos e quatro repeti¢oes (Tabela 1).

Tabela 1. Doses do inoculante e de N utilizadas em cada tratamento.

Tratamentos
Dose A. brasilense Dose de N
(Lha™) (kg ha™)

0,0 0

0,0 120
0,0 60
0,2 60
0,4 60
0,6 60
0,8 60
0,8 0

As parcelas experimentais foram compostas por cinco linhas de cana com 10 m
de comprimento espacgadas a 1,5 m entre si, totalizando assim 60 m” de drea por parcela.
Entre as parcelas foram adotados espagos nas cabeceiras com dois metros sem cana

(Figura 1).
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Figura 1A Figura 1B

Figura 1. Imagem aérea da drea experimental (1A) e vista lateral das parcelas (1B)

2.3 Instalacao

O ensaio foi instalado em dreas de cana-soca em duas unidades produtoras de
cana-de-actucar: Usina Bioenergética Aroeira (Tupaciguara-MGQG) e na Usina Acucareira
Guaira (Guaira-SP), nos estdgios de 2° (variedade RB855156) e 3° (variedade
RB966928) cortes respectivamente. As variedades sao bastante utilizadas nessas regides
e apresentam caracteristicas semelhantes como maturacdo precoce e boa brotagdo, mas
diferem, por exemplo, quanto ao perfilhamento, recomendacio de ambientes de
producdo e teores de sacarose (ANEXO A) (RIDESA, 2010).

O solo das dreas sdo classificados como LATOSSOLO VERMELHO-
AMARELO Distréfico com textura muito argilosa (76% de argila) em Tupaciguara-MG
(ANEXO B — Tabela 1B) ¢ LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico com textura
muito argilosa (68% de argila) em Guaira-SP (ANEXO B — Tabela 2B) (EMBRAPA,
2013). Suas caracterizacdes quimicas e fisicas detalhadas estdo apresentadas em anexo
(Tabela 1B e Tabela 2B, ANEXO B).

A contagem das bactérias diazotrdficas presentes nesses solos foi 5,54 x 10°
UFC g de solo seco na drea experimental localizada em Tupaciguara-MG, e 1,28 x 10’
UFC g'1 de solo seco em Guaira-SP (ANEXO C — Tabela 1C).

A aplicagdo dos tratamentos (Tabela 1) ocorreu no inicio da estacdo chuvosa
sendo no final de outubro de 2016 em Guaira-SP e comeco de novembro de 2016 em
Tupaciguara-MG, aproximadamente 60 dias apds a colheita.

A fonte de N utilizada foi o Nitrato de Amonio (33% N), aplicado manualmente

em faixa a aproximadamente 25 cm ao lado da linha de cana (Figura 2A). A aplicacdo
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da bactéria foi feita em solugdo de concentragdo varidvel de acordo com os tratamentos
(Tabela 1), via foliar, com auxilio de um pulverizador costal de CO, com volume de
calda de 233L ha" (Figura 2B). A pulveriza¢do do inoculante ocorreu nas horas com
temperaturas mais amenas do dia (a partir das 18h e 30min na Usina Bioenergética
Aroeira, e a partir das 07h e 30min na Usina Acucareira Guaira, com duracdo de no
méximo duas horas de aplica¢do), o que foi evidenciado pelo bom molhamento das

folhas (Figura 2C).

Figura 2A Figura 2B Figura 2C

Figura 2. Aplicacdao do adubo nitrogenado (2A), da soluc@o contendo a bactéria (2B)

e molhamento foliar apds a aplicagdo (2C).

As informacdes pluviométricas nas dreas, nos meses que ocorreram as
instalacdes dos experimentos, foram de 366 mm na Usina Bioenergética Aroeira
(ANEXO D — Tabela 1D) e 55 mm na Usina Acucareira Guaira (ANEXO D — Tabela
2D).

2.4 Avaliacoes

Aos 60 e 90 dias ap6s a aplicagdo (DAA) foi realizada a contagem do nimero de
perfilhos. Com 120 DAA, além da contagem de perfilhos, foi realizada também a coleta
de folhas com a primeira bainha visivel (TVD) (Figura 3) de duas plantas por linha em
cada parcela, para que fosse feita a andlise do teor de N foliar seguindo a metodologia

descrita pela Embrapa (2009).
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Figura 3. Caracteristica da bainha da folha TVD coletada para anélises de N foliar

(GUIMARAES, 2016).

As colheitas dos experimentos ocorreram em maio de 2017 (181 DAA) na Usina
Bioenergética Aroeira (variedade RB855156), e novembro de 2017 (377 DAA) na
Usina Acgucareira Guaira (variedade RB966928).

Na colheita da Usina Bioenergética Aroeira foram cortados manualmente trés
metros lineares de cana, sem falhas maiores que 50 cm, das trés linhas centrais,
realizando desponte e retirada de excesso de palha (Figura 4A), e as amostras foram
pesadas manualmente com o auxilio de um tripé acoplado em uma balanca (Figura 4B).

Na Usina Acucareira Guaira foram cortadas manualmente dez metros lineares de
cana das trés linhas centrais, sendo feito desponte e retirando o excesso de palhada, e
em seguida foi realizada a pesagem com célula de carga acoplada a uma carregadeira
(Figura 4C). O peso dos colmos obtido foi extrapolado para toneladas por hectare,

resultando na produtividade - TCH (toneladas de colmo por hectare).
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Figura 4* Figura 4B Figura 4C

Figura 4. Amostras de cana cortada manualmente por parcela (4A), e pesagem dos
colmos realizada com balanca acoplada a um tripé (4B) e com célula de

carga em uma carregadeira (4C).

Para a realizacdo das andlises de qualidade da matéria prima, foram amostrados,
aleatoriamente, 10 colmos dentre os cortados para pesagem e encaminhados ao
laboratorio da usina (PCTS — Pagamento de Cana por Teor de Sacarose) a qual gerou o
resultado de Acucar Total Recuperavel (ATR — kg t"), Sélidos Soltveis Totais (Brix em
%), Pureza do Caldo (%), Fibra industrial (%) e Teor de sacarose (Pol do caldo em %).
Com os resultados de TCH e de ATR, foram calculados os valores de producdo de
acucar por hectare (TAH) de cada tratamento.

Durante a colheita, foram cortadas 10 canas seguidas da linha central de cada
tratamento (Figura SA) para andlise de N extraido pela planta. As plantas selecionadas
foram trituradas inteiras (com colmos, palmitos e folhas) (Figura 5B), o material obtido
foi misturado e uma amostra de 1kg retirada e levada para secar em estufa (Figura 5C).
ApOs a secagem da amostra, foi realizada a pesagem do material seco € a moagem antes
de serem levadas ao laboratério para andlise de N seguindo a metodologia descrita pela

Embrapa (2009).

50



Figura 5* Figura 5B Figura 5C

Figura 5. Feixe com 10 canas (5A) antes de serem triturados (5B) sendo
posteriormente misturados e coletada uma amostra (5C) para andlise do teor

de N extraido pela planta.

O valor de N obtido nas andlises foi multiplicado ao peso da massa seca
calculando assim a quantidade de N extraido por quilograma de massa seca de cada

tratamento.

2.5 Anadlises estatisticas

Com o auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008) as médias
foram comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de significancia. As
comparacdes com a testemunha e com a maior dose de N foram realizadas pelo teste de
Dunnett a 0,05 de significincia e, para as doses (0, 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 L ha! do
inoculante), em caso de significincia do teste de F, foram feitas regressdes, as quais

estdo representadas por graficos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracao de N foliar

Existem indicios na literatura que mostram que a inoculacdo com bactérias
diazotréficas pode favorecer, em alguns casos, o acimulo e concentracio de nutrientes
nas plantas pela fixacdo biolégica de nitrogénio (MUNOZ-ROJAS; CABALLERO-
MELLADO, 2003; SARAVANAN et al., 2007; ESTRADA, 2013; LIN et al., 2012).

A concentracdo de N na folha de cana-de-actcar aos 120 dias apds a aplicagcdo
do inoculante foi semelhante em todos os tratamentos, tanto para a variedade RB855156

quanto para a RB966928, conforme demonstrado na tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo de N na folha de cana-soca das variedades RB855156 e
RB966928 aos 120 dias apds a aplicagdo de doses de N combinadas ou ndo

com doses do produto contendo Azospirillum brasilense aplicada via foliar.

Tratamentos N foliar "
Dose A. brasilense Dose de N RB855156 RB966928
L ha’ kgha' g kg
0 60 20,65 a 18,73 a
0,2 60 20,28 a 16,80 a
0,4 60 20,48 a 16,98 a
0,6 60 19,88 a 1593 a
0,8 60 20,83 a 18,20 a
0,8 0 19,95 a 16,10 a
0 120 20,20 a 16,63 a
0 0 19,78 a 16,28 a
CV (%) 5,90 13,41

D Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia.
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia.

O teor de N foliar da variedade RB855156 estd dentro da faixa ideal considerada
por Raij et al. (1996), cujos valores sdo de 18 a 25 g kg, no entanto, a variedade
RB966928 apresentou niveis criticos de N (proximos a 16 g kg'l), segundo Malavolta
(1981), com excegdes aos tratamentos com apenas 60 kg ha™ de N e com 60 kg ha' de
N mais 0,8 L ha™ do inoculante (Tabela 2).

Ao verificar o comportamento das doses crescentes do inoculante combinado

com 60 kg ha' de N mineral, nio foi encontrado modelo de regressdo para as

52



variedades RB855156 e RB966928 e, nos dois casos, a dose que apresentou as menores
concentracdes de N foliar (19,9 e 15,9 g kg respectivamente) foi a de 0,6 L ha” da
bactéria (Figura 6).
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Figura 6. Concentracdo de N foliar pela planta das variedades de cana-de-acticar
RB855156 (A) e RB966928 (B) apds a aplicacdo de doses do inoculante com

Azospirillum brasilense via foliar em soqueira.

No trabalho realizado por Guimaraes (2016), no qual foram testados dois tipos
de inoculantes contendo bactérias diazotroficas com diferentes formas de aplicacdo, ao
contrdrio do que obtido no experimento (Tabela 2), verificou-se que Azospirillum
brasilense via pulverizacdo foliar, em cana-planta, favoreceu o aumento do teor de N
foliar.

Costa (2014), ao estudar o efeito da aplicacdo de inoculante composto por
bactérias diazotréficas, associado a doses de N fertilizante, verificou que a aplicacdo de
inoculante em soqueira implicou em aumento do teor foliar de N com incremento em
producgido de colmos.

Prado Junior (2008), ao avaliar o comportamento de duas variedades de cana-de-
acucar frente a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus no sulco de plantio e a
aplicacdo de fontes nitrogenadas, percebeu que os tratamentos estudados ndo
aumentaram o teor de N nas folhas TVD aos 8 meses. Por outro lado, em casa de
vegetacdo Muthukumarasamy et al. (1999) observaram aumento significativo no
contetido de N nas folhas de cana.

Ha controvérsias quanto a técnica da andlise foliar para avaliar o estado

nutricional da cana-de-acticar. Nem sempre a andlise da folha diagndstico representa o
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potencial de absorc¢ao do nutriente ao longo do ciclo da cultura, conforme Orlando Filho

et al. (2001).

3.2 Quantidade de perfilhos por metro

Para a variedade RB855156 a aplicacdo do inoculante na dose de 0,2 L ha™
reduziu a quantidade de perfilhos aos 60 DAA em relacdo ao tratamento com 120 kg ha
' de N, sem uso de bactéria fixadora de N (Tabela 3). Diferente dos demais periodos de
avaliagcdo, aos 90 DAA os tratamentos apresentaram comportamento semelhantes, com
média de 18,0 perfilhos por metro (Tabela 3). Aos 120 DAA observa-se que as doses
intermediarias do inoculante (0,4 e 0,6 L ha'l) combinadas com N (60 kg ha‘l)
obtiveram valores semelhantes aos tratamentos com N (60 e 120 kg ha'l), sendo maiores

do que a testemunha (Tabela 3).

Tabela 3. Quantidade de perfilhos por metro em cana-soca, variedade RB855156, em
funcdo da aplicacdo de doses de N combinadas ou ndo com doses do produto

contendo Azospirillum brasilense aplicada via foliar.

Tratamentos Ntmero de perfilhos "

Dose A. brasilense Dose de N 60 DAA 90 DAA 120 DAA

Lha kg ha’!

0,0 60 22,0a 18,4 a 18,2 a
0,2 60 19,5 a* 16,8 a 16,3 b
0,4 60 22,1 a 18,7 a 18,6 a
0,6 60 22,4 a 18,7 a 17,9 a
0,8 60 22,0a 179 a 172b
0,8 0 20,3 a 16,8 a 16,2 b

0 120 23,9 a* 19,0 a 18,8 a

0 0 21,1 a 17,5 a 17,3b

C.V. (%) 9,51 7,85 6,41

M Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia;
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia.

A quantidade de perfilhos na variedade RB966928 (Tabela 4) apresentou valores
maiores quando comparado com a RB855156, o que demonstra a caracteristica dessa
variedade de alto perfilhamento em cana-soca, bom crescimento e fechamento da entre

linhas (ANEXO A).
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Para a variedade RB966928, somente aos 60 DAA foram observadas diferencas
entre os tratamentos, sendo a testemunha o de menor quantidade de perfilhos por metro
(29,4), e inferior aos tratamentos com a aplicacdo de 0,6 L ha! do inoculante e também
aos tratamentos com 60 e 120 kg ha' de N (Tabela 4). Nesse mesmo periodo, observou
que o tratamento com aplicagdo somente da bactéria apresentou quantidade de perfilhos
inferior quando comparado a maior dose de N (120 kg ha'l) (Tabela 3). Nao houve
diferenca entre os tratamentos aos 90 e 120 DAA, sendo 26,7 e 26,2 a média de

perfilhos por metro, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Quantidade de perfilhos por metro em cana-soca, variedade RB966928, em
funcdo da aplicacdo de doses de N combinadas ou ndo com doses do produto

contendo Azospirillum brasilense aplicada via foliar.

Tratamentos Ntmero de perfilhos "
Dose A. brasilense Dose de N 60 DAA 90 DAA 120 DAA
Lha kg ha™

0,0 60 33,8 a+ 27,1a 24,1a
0,2 60 314D 278 a 272a
0,4 60 33,1a 26,7 a 245a
0,6 60 34,0 a+ 273 a 27,1 a
0,8 60 329a 259a 26,6 a
0,8 0 30,3 b* 26,1 a 27,2 a

0 120 34,8 a* 274 a 274 a

0 0 29.4 b+ 253 a 25,8 a

C.V. (%) 6,5 6,9 9,8

D Medias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia;
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia;

A boa brotacdo em soqueira caracteristica da variedade RB966928 associada a
aplicagdo de N mineral e a ocorréncia de chuva na drea (ANEXO D — Figura 2D), pode
explicar a diferenga na quantidade inicial de perfilhos entre os tratamentos aos 60 DAA
(Tabela 4).

O maior vigor das plantas aos 60 DAA pode estar associado, além da FBN, a
efeitos promotores de crescimento como producdo de fitormodnios (FUENTES-
RAMIREZ et al., 1993; SUMAN et al., 2008; BASHAN et al., 2004), solubilizagdo de
fosfatos (SINGH et al., 2007; SHUKLA et al., 2008), aumento no teor de C orgéanico do
solo, aumento da concentragdo de N e reten¢do de nutrientes essenciais na rizosfera

(YADAV et al., 2009). Esses efeitos podem estar associados ao aumento da eficiéncia
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do sistema radicular em absorver e aproveitar melhor os nutrientes e 4gua em camadas
mais profundas do solo, proporcionando as soqueiras maior resisténcia ao estresse
hidrico, principalmente nos primeiros meses apds as colheitas.

Segundo Creus et al. (2004), a inoculacdo de bactérias do género Azospirillum,
em trigo cultivado em Argissolo na Argentina, aumentou a resisténcia das plantas ao
estresse hidrico.

Como € de conhecimento, o N € o principal responsdvel pela brotacdo vegetativa
da planta, portanto a maior disponibilidade de N para a planta no inicio dessa fase faz
com que haja maior perfilhamento da soqueira, o que pode ser observado nos dados
encontrados nas Tabelas 3 e 4. Esse alto perfilhamento inicial tende a diminuir com o
passar do tempo até se estabilizar devido a competi¢do entre as plantas por agua,
luminosidade e nutrientes, fazendo com que o stand apresente quantidades menores de
perfilhos comparado ao inicio da brotacdo.

A quantidade de perfilhos por metro com diferentes doses do inoculante e 60 kg
ha™' N mineral, ndo se ajustou aos modelos de regressdo nos casos estudados (Figura 7).
A variedade RB966928 apresentou aos 90 e 120 DAA diminui¢do, em torno de 20%, no
nimero de perfilhos nos tratamentos sem a aplicacdo da bactéria e na dose de 0,4 L ha™
do produto contendo Azospirillum brasilense (Figura 7B). A reducdo verificada pode

ter ocorrido devido a fatores mecanicos, como por exemplo, pisoteio.
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Figura 7. Ndimero de perfilhos por metro aos 60, 90 e 120 DAA em variedades de cana-
de-agicar RB855156 (A) e RB966928 (B), apds a aplicacdo de doses do

inoculante com Azospirillum brasilense via foliar em soqueira.

Oliver (2014) ao estudar o efeito da inoculacdo de bactérias, associado a

diferentes doses de N fertilizante, observou que o uso do inoculante, aplicado de forma
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injetada e foliar, e os niveis de adubacdo, ndo influenciaram significativamente na
varidvel nimero de perfilhos por metro, no ciclo da cana-soca variedade RB92579. Por
outro lado, Prado Jr (2008), ao testar as variedades de cana RB72454 e IACSP936006,
inoculadas com bactérias diazotréficas em condi¢cdes de campo, observou aumento
significativo da produgdo de perfilhos para a variedade RB72454, inoculada com uma
concentracio de 107 células mL" de Gluconacetobacter diazotrophicus, estirpe
BR11281, com pulverizagdo no momento do corte, na linha de cana, sendo favorecida
tanto pela presenca de N como pela inoculagao.

Na India, Suman et al. (2005) estudaram o efeito da inoculagio de sete estirpes
de Gluconacetobacter diazotrophicus associadas a trés doses de N (0, 75 e 150 kg ha™)
na variedade de cana-de-acucar CoSe 92423, e observaram efeito significativo das
estirpes sobre o nimero de perfilhos. Suman et al. (2013) verificaram que o inoculante
composto de cinco espécies de bactérias diazotréficas (Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans,
Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica) associado a doses de N (0, 75 e 150
kg ha™), promoveu incremento na producdo de perfilhos e melhorou a eficiéncia de
utilizacdo do N fertilizante em todos os niveis de adubacio.

H4 ainda trabalhos, como o de Pereira (2011), em que ao avaliar a contribuicao
da inoculag¢do com bactérias diazotréficas, aplicadas em mistura e individualmente, em
seis variedades de cana-de-acucar, observou que o numero de perfilhos nio diferiu
estatisticamente do tratamento testemunha, sendo que em alguns casos, a aplicacdo das
bactérias promoveu a reducio desse parametro. Resultado semelhante foi encontrado no

experimento com a variedade RB855156 (Tabela 3).

3.3 Extracao de N pela parte aérea

A variedade RB855156 ndo apresentou diferenca entre os tratamentos para a
quantidade de N extraida na parte aérea (Tabela 5), porém a RB966928 mostrou menor
extracdo de N nos tratamentos com as menores doses do inoculante (0,2 e 0,4 L ha-1)

em relacdo aquele com aplicacao somente de 120 kg ha-1 de N (Tabela 5).
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Tabela 5. Quantidade de N extraido pela parte aérea da planta de cana-de-actcar,
variedades RB855156 e RB966928, em funcdo da aplicacdo de doses de N
combinadas ou ndo com doses do produto com Azospirillum brasilense

aplicadas via foliar na soqueira.

Tratamentos N extraido "
Dose A. brasilense Dose de N RB855156 RB966928
L ha' kg ha’! g kg’ —

0 60 12,6 a 10,1 a

0,2 60 12,1 a 9,0 a*

0,4 60 11,6 a 9,2 a*

0,6 60 11,9 a 9,8 a

0,8 60 11,8 a 9,7 a

0,8 0 12,9 a 9,8 a
0 120 12,1 a 11,2 a*

0 0 120a 10,1 a

CV (%) 5,7 8,9

D Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia;
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia.

Para variedade de cana RB855156, a combinacdo de N mineral com doses
crescentes do inoculante diminuiu a extracdo de N pela planta (Figura 8A), sendo a dose
de 0,4 L ha™' do inoculante, a que apresentou menor quantidade de N em um quilograma

de massa seca (11,6 g kg’l).
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Figura 8. Quantidade de N extraido pela planta das variedades de cana-de-acticar
RB855156 (A) e RB966928 (B) apds a aplicacdo de doses crescentes do

inoculante via foliar em soqueira.
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A quantidade de N extraida pela variedade de cana RB966928 em resposta a
aplicacdo de doses crescentes do inoculante ndo se ajustou aos modelos
“convencionais” de regressdo, mas pela dispersido dos pontos. Pode-se inferir que a dose
de 0,6 L ha' apresentou maior valor (9,8 g ka'l) de N em um quilograma de massa seca
da planta (Figura 8B), porém, foi menor do que o apresentado pela testemunha de 10,1
g kg (sem aplicagdo da bactéria).

A extracdo de N varia de variedade para variedade, o que pode justificar a
diferenca de resposta obtida no experimento, e ser comprovado pelo trabalho de
Oliveira et al. (2010), onde os autores analisaram a extracdo de nutrientes em 11
variedades de cana, e dentre as testadas, a variedade que obteve a maior extragdo foi a
RB92579 (260 kg ha' de N), enquanto que RB872552 e RB813804 apresentaram os
menores resultados (96 e 94 kg ha' de N respectivamente). Porém, neste mesmo
trabalho, quando verificada a relacdo entre extragdo do N e producdo, verificaram que a
RB867515 e SP78-4764 (com extracao de 1,27 e 1,12 kg de N por tonelada de colmos,
respectivamente) foram as variedades que mais exigiram esse nutriente, e a RB872552 e
RB813804 (com 0,55 e 0,53 kg de N extraido por tonelada de colmos, respectivamente)
foram as variedades com as menores exigéncias (cerca de 2,4 vezes menos que a
RB867515).

Girio (2014) verificou que a inoculacdo de bactérias diazotroficas ndo promoveu
incremento no N total extraido da parte aérea na cana-de-acucar, porém, a adubacgdo
nitrogenada promoveu aumento significativo, 10 vezes maior, do N acumulado quando
comparado com o tratamento sem N.

A cana-planta pode acumular, na parte aérea, de 180 a 250 kg ha' de N e, em
alguns casos, como de cana irrigada, pode variar de 90 a 260 kg ha™' de N (ORLANDO
FILHO; ZAMBELLO JUNIOR, 1980; OLIVEIRA et al., 2011). A cana acumula entre
100 e 200 kg ha™ de N por ano, enquanto pela fertilizacdo nitrogenada geralmente hé
um acdmulo de 60 e 120 kg ha™ de N para cana-planta e cana-soca, respectivamente
(OHYAMA et al, 2014).

Estudos realizados por Urquiaga et al. (1992), visando selecdo de variedades
comerciais de cana-de-agicar com potencial para FBN, mostraram que a variedade
RB72454 teve um actimulo total de 265 kg N ha™'. Esse estudo foi realizado sob
condi¢Oes controladas onde se potencializou o rendimento da cultura e com isso a
demanda potencial de N pela planta, e ficou demonstrado que nessa cultura existe uma

grande variagdo de comportamento quanto a eficiéncia para FBN.
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Leal (2011), ao avaliar o efeito da aplicagdao de um inoculante misto, composto
por cinco estirpes de bactérias diazotréficas, associado a adubagdo nitrogenada no
crescimento da cana-de-agicar variedade RB835089, observou que a adubagio
nitrogenada, equivalente a 120 kg ha'l, apresentou incremento de 45,3% na extracdo de
N total da parte aérea. A aplicacdo do inoculante na auséncia de N ocasionou aumento
de 100% do N total extraido, porém, a inoculacdo associada a adubacio nitrogenada nao
promoveu efeito satisfatério.

Estudos de campo mostraram que as quantidades de N acumuladas na biomassa
de cana foram superiores as aplicadas pela adubagdo nitrogenada, e que a possivel
explicacdo para isso é a presenga de bactérias fixadoras de N (LIMA et al., 1987;
URQUIAGA et al., 1992; BASANTA et al., 2003; FRANCO et al., 2011; URQUIAGA
et al., 2012). No entanto, apesar destes resultados positivos no Brasil, estudos realizados
em outros paises, como Australia (BIGGS et al., 2002) e Africa do Sul (HOEFSLOOT
et al., 2005) com o balanco de N ndo encontraram nenhuma evidéncia para
contribui¢des de FBN nas variedades de cana testadas sob suas condicoes.

Schultz et al. (2012), ao estudar o efeito da aplicagdo de um inoculante,
compostos por cinco estirpes e da adubacdo nitrogenada, em duas variedades de cana-
de-agucar, observou que a o acimulo de N total, na variedade RB72454, na cana-planta
e segunda soca ndo foi afetado pelos tratamentos com inoculagdo e adubacgdo
nitrogenada. No entanto, diferenca significativa foi observada na segunda soqueira da
variedade RB867515, com incremento de 75,2 e 118,8% no N total das plantas, nos

tratamentos com inoculacio e adubacdo nitrogenada, equivalente a dose de 120 kg ha™

de N, respectivamente.

3.4 Producao de colmos e de aciicar

A produgdo de colmos e de agucar da cana-soca, variedade RB855156, ndo
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 6). O tratamento com
inoculante, sem adubacdo nitrogenada, mostrou produtividade de 111 t ha” igual a
testemunha, entdo, neste caso, o beneficio do inoculante dependeria da presenca de N

mineral.
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Tabela 6. Producdo de colmos (TCH) e de acicar (TAH) da variedade de cana-de-
actiicar RB855156, em func¢do da aplicacdo de doses de N combinadas ou nao
com doses do inoculante contendo Azospirillum brasilense aplicadas via foliar

na soqueira.

Tratamentos

(1) (1)
Dose A. brasilense Dose de N TCH TAH
L ha' kgha' t ha™ -
0 60 102 a 12,6 a
0,2 60 105 a 12,9 a
0,4 60 125 a 152a
0,6 60 123 a 154 a
0,8 60 117 a 13,6 a
0,8 0 111 a 13,4 a
0 120 122 a 15,1a
0 0 111 a 13,3 a
CV (%) 14 16

D Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia;
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia.

Apesar de ndo haver diferenca entre os tratamentos, nota-se que quando se
compara o tratamento com 60 kg ha' N + 0,6 L ha” do inoculante com a testemunha
(sem aplicac@o) houve um aumento na producio de colmos e agucar de 12 t ha'e 2,1t
ha' respectivamente, o que em soqueira pode ser considerado um valor representativo.
Além disso, essa mesma dosagem resultou em valores proximos da melhor condicao
recomendada para alta produtividade representada pelo tratamento com dose de 120 kg
ha N, cujos valores de TCH e TAH atingiram 122 e 15,1 t ha'', respectivamente
(Tabela 6).

Considerando que houve beneficio do inoculante combinado com a adubagado
mineral na dose de 60 kg ha (Tabela 6), e que poderia vir a substituir a dose de 120 kg
ha' de N recomendada, e que o preco de um inoculante contendo Azospirillum
brasilense varia de R$ 40,00 a R$ 80,00 por hectare, entdo essa seria uma alternativa
que reduziria o custo com a compra de adubos nitrogenados.

Schultz et al. (2012), em experimento realizado em campo com a variedade de
cana-de-aciicar RB867515, realizaram a inoculagdo com bactérias diazotréficas e
verificaram que os tratamentos com inoculagdo promoveram incrementos de

desenvolvimento e produtividade similar 2 adicdo de 120 kg ha™' de N fertilizante, no
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entanto, para a outra variedade estudada (RB72454) ndao houve resposta a adubacgdo
nitrogenada e a inoculagao.

Para a variedade RB966928, com excecdo ao tratamento com 60 kg ha'! N + 0,4
L ha' do inoculante, os demais apresentaram TCH e TAH superiores a testemunha
(Tabela 7). O destaque é o tratamento de 60 kg ha” N + 0,6 L ha™ do inoculante que
apresentou aumento de 22 t ha' de colmos e 2,9 t ha’ de agdcar em relagio 2
testemunha, e obteve ainda resultados préximos a melhor condi¢do recomendada para

altas produtividades representada pelo tratamento com 120 kg ha' N.

Tabela 7. Produc¢do de colmos (TCH) e de agicar (TAH) da variedade de cana-de-
acuicar RB966928, em func¢do da aplicacdo de doses de N combinadas ou nao
com doses do inoculante contendo Azospirillum brasilense aplicadas via foliar

na soqueira.

Tratamentos 0 .
Dose A. brasilense Dose de N TCH TAH "

L ha' kg ha! t ha' ~

0 60 148 a 234 a

0.2 60 141 a 2254

0.4 60 129 b 192b

0.6 60 149 a 229a

0.8 60 145 a 220a

0.8 0 147 a 2264

0 120 149 a 217 a

0 0 127 b 200b

CV (%) 9 m

" Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia;
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significincia.

N

Apesar dos valores superiores com relagdo a testemunha, os tratamentos nao
diferiram entre si, verificando assim que nio houve efeito significativo do inoculante na
presenca do N, pois a dose de 60 kg ha de N, sem inoculante, produziu igual a todos os
tratamentos em questdo, ao contrario do que se observou na variedade RB855156, que
precisou do N mineral para ter beneficio utilizando a solu¢do com Azospirillum
brasilense (Tabelas 6 e Tabela 7).

Nesse caso, se fosse aplicado apenas o inoculante com dose de 0,8 L ha', além
de reduzir o custo com a adubacdo nitrogenada, a produtividade obtida seria a mesma

(147 tha™) que a dose de 60 kg ha™ de N, quando comparado com a testemunha, sem N
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e sem inoculante (Tabela 7), com aumento de 20 e 2,6 t ha! na producdo de colmos e
aclcar respectivamente.

A baixa produtividade do tratamento com dose de 0,4 L ha! do inoculante (129 t
ha™') era esperada quando verificada a queda acentuada da quantidade de perfilhos por
metro observada aos 90 e 120 DAA (Tabela 4 e Figura 7B). Portanto, nesse caso, nao
se pode indicar que os valores baixos foram causados por influéncia ou ndo do
Azospirillum brasilense aplicado via foliar.

Esse aumento na produtividade também foi discutido pelos autores Shankariah;
Hunsigi (2001), que informam que a inoculacdo de Azospirillum spp. pode vir a
aumentar significativamente a produ¢do de cana-planta e cana-soca em
aproximadamente 5 a 9 t ha™! respectivamente.

As doses crescentes do inoculante ndo resultaram em ajuste a um modelo de
regressdo, mas, observa-se que as variedades responderam de forma diferente a
quantidade de Azospirillum brasilense aplicada (Figura 9), o que pode ser justificado
pela questdo da estabilidade fenotipica de cada planta, ja que, segundo o consenso de
Reis et al. (2000), o gendtipo da planta € o fator chave para obtencdo dos beneficios

oriundos da fixacdo bioldgica do N aliado a selecdo de estirpes eficientes.
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Figura 9. Producdo de colmos (TCH) das variedades de cana-de-acicar RB855156 (A) e
RB966928 (B) apds a aplicacdo de doses crescentes do produto contendo

Azospirillum brasilense via foliar em soqueira.

Oliveira et al. (2006) avaliaram a produtividade das variedades SP70-1143 e
SP81-3250, em trés solos diferentes — com elevada, média e baixa fertilidade natural —
verificaram que o inoculante promoveu aumento significativo na produtividade de

colmos somente no solo de baixa fertilidade. A inoculagdo proporcionou significativa
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contribuicao da FBN para a variedade de cana-de-agicar SP70-1143, em solos de baixa
fertilidade, e promoveu produtividades similares as de dreas que receberam fertilizante
nitrogenado.

Com os dados obtidos nesse trabalho, pode-se dizer que a inoculacdo com
Azospirillum brasilense com ou sem N, apresentou resultados de producio de colmos e
acucar semelhantes estatisticamente aqueles da maior dose recomendada de N (120 kg
ha™'), o que vale para as duas variedades estudadas, principalmente quando se utiliza a
combinacgao de 0,6 L ha™ do inoculante com 60 kg ha'de N (Tabela 6 e Tabela 7).

Resultados semelhantes a esses foram observados em pesquisas realizadas com a
cultura do trigo as quais indicam que a inoculacdo de bactérias diazotréficas ndo
substitui os fertilizantes nitrogenados, porém, promove melhor absorcao e utilizacdo do
N disponivel no solo (SAUBIDET et al., 2002; ROESCH et al., 2005). Neste sentido,
Suman et al. (2008) mostraram que variedades de cana, com maior nimero de bactérias
diazotréficas, ndo somente apresentaram maior potencial de FBN, mas também, quando
submetidas a metade da dose recomendada de fertilizante nitrogenado, atingiram niveis

de produtividade similares aos de plantas com a dose completa.

3.5 Parametros de qualidade

Os valores de ATR obtidos nas duas variedades ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos (Tabela 8), porém, a variedade RB966928 apresentou o
menor valor do ATR no tratamento com 120 kg ha' de N. Esse fato pode ser justificado
quando se verifica o percentual de pureza do tratamento em questio, e nota-se que foi o
menor valor comparado aos outros (Tabela 10), inferior aos tratamentos com apenas 60
kg ha' de N, 60 kg ha” de N + 0,2 L ha™' do inoculante, 60 kg ha™ de N + 0,6 L ha' do

inoculante, 60 kg ha”' de N+ 0,8 L ha" do inoculante e testemunha (sem aplicacdo).
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Tabela 8. Acucar total recuperdvel (ATR) em cana-soca, variedade RB855156 e
RB966928, em func¢do da aplicacdo de doses de N combinadas ou ndo com

doses do inoculante contendo Azospirillum brasilense aplicadas via foliar.

Tratamentos ATR
Dose A. brasilense Dose de N RB855156 RB966928
L ha kgha' kgt' -
0 60 122 a 158 a
0,2 60 123 a 160 a
0,4 60 123 a 149 a
0,6 60 125a 154 a
0,8 60 116 a 152 a
0,8 0 121 a 154 a
0 120 124 a 145 a
0 0 120 a 158 a
CV (%) 6 6
' Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de

significancia;
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia.

Assim como a produtividade, as doses crescentes do inoculante combinadas com
60 kg ha” de N ndo resultaram em ajuste a um modelo de regressdo e as variedades
responderam de forma diferente a quantidade de Azospirillum brasilense aplicada
(Figura 10). A dose de 0,6 L ha™ foi a que apresentou o maior ATR (125 kg ) para a
variedade RB855156, enquanto para RB966928, o maior valor de ATR foi encontrado
na dosagem de 0,2 L ha™' (160 kg t™).
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Figura 10. Actcar total recuperavel (ATR) das variedades de cana-de-actucar RB855156
(A) e RB966928 (B) apods a aplicacdo de doses crescentes do produto contendo

Azospirillum brasilense via foliar em soqueira.
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O tratamento 60 kg ha'lde N + 0,8 L ha! do inoculante, aplicado na variedade
RB855156, apesar de apresentar TCH de 117 t ha™ maior do que a testemunha (111 t
ha™), o valor do ATR foi 4 kg t' menor do que a mesma (Figura 11A).
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Figura 11. Produtividade (TCH) e agucar total recuperdavel (ATR) das variedades de
cana-de-actiicar RB855156 (11A) e RB966928 (11B) em fun¢do da aplicacao
de doses de N mineral combinadas ou ndo com doses do inoculante contendo
Azospirillum brasilense via foliar em soqueira. 1- testemunha; 2- 120 kg ha™
de N; 3- 60 kg ha! de N; 4- 60 kg ha'!de N + 0,2 L ha! do inoculante; 5- 60
kg ha”’ de N + 0,4 L ha™' do inoculante; 6- 60 kg ha' de N + 0,6 L ha™ do
inoculante; 7- 60 kg ha! de N + 0,8 L ha! do inoculante; 8- 0,8 L ha! do

inoculante.
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Apesar do ATR da variedade RB966928 no tratamento com a maior dose de N
ter sido inferior (145 kg t'l) quando comparado aos outros (Tabela 8), esse mesmo
tratamento apresentou a maior produgdo de colmos (149 t ha™') junto com o de 60 kg
ha'de N + 0,6 L ha! do inoculante (Figura 11B), o que representou um TAH de 21,7 t
ha™', diferindo da testemunha 20 t ha'l). Portanto, o fato do ATR nfo ser alto, ndo
implica em produgdo de acucar inferior a dos demais, como demonstrado nesse caso.

As andlises da qualidade da matéria prima da variedade RB855156
demonstraram novamente que os tratamentos ndo diferiram entre si (Tabela 9), o que
reforga a teoria de que a variedade pode possuir genétipo pouco responsivo a nutri¢ao
com N. Enquanto isso, a variedade RB966928 apresentou diferenca entre os tratamentos
somente para o percentual de pureza que, conforme mencionado anteriormente, foi

menor para o tratamento contendo a maior dose de N mineral (Tabela 10).

Tabela 9. Analises de Brix, Pureza, Fibra e Pol em cana-soca, variedade RB855156, em
funcdo da aplicacdo de doses de N combinadas ou ndo com doses do

inoculante contendo Azospirillum brasilense aplicadas via foliar.

Tratamentos Andlises tecnolégicas
Dose de A. brasilense Dose de N Brix Pureza Fibra Pol
Lha kg ha™! %

0,0 60 16,8 a 82,9 a 10,6 a 12,1 a
0,2 60 17,0 a 82,3 a 10,2 a 12,2 a
0,4 60 17,0 a 82,9 a 10,5a 12,2 a
0,6 60 173 a 83,0a 10,5 a 12,5a
0.8 60 16,3 a 80,4 a 10,2 a 114a
0,8 0 16,5 a 83,4 a 10,4 a 12,0 a
0 120 16,9 a 83,7 a 10,4 a 12,4 a
0 0 16,8 a 82,1 a 10,7 a 119a

C.V. (%) 5,1 33 34 7,3

D Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia;
*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia.
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Tabela 10. Analises de Brix, Pureza, Fibra e Pol em cana-soca, variedade RB966928,
em funcdo da aplicacdo de doses de N combinadas ou nao com doses do

inoculante contendo Azospirillum brasilense aplicadas via foliar.

Tratamentos Andlises tecnolégicas
Dose de A. brasilense Dose de N Brix Pureza Fibra Pol
Lha' kg ha! %
0,0 60 17,8 a 89,7 a* 10,8 a 159a
0,2 60 18,1a 88,6 a* 10,0 a 16,1 a
0,4 60 17,2 a 86,8 b 11,1 a 150 a
0,6 60 17,5a 88,5 a* 11,1a 155a
0,8 60 174 a 87,6 a* 11,1 a 152 a
0,8 0 17,9 a 86,3 b 11,3a 154 a
0 120 17,2 a 83,7 c* 11,1 a 144 a
0 0 18,0 a 88,4 a 10,3 a 159a
C.V. (%) 4,6 2,0 9,5 5,0
D Medias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 0,10 de
significancia;

*+ Valores diferentes pelo teste de Dunnett a 0,05 de significancia;

Analisando os resultados ndo se pode concluir se a presenca da bactéria
melhorou ou afetou a qualidade da matéria prima, porém, no trabalho de Guimaraes
(2016), a aplicacdo de inoculantes contendo bactérias diazotréficas associadas a
adubacdo nitrogenada em vasos com irriga¢do, ndo promoveu efeito positivo sobre a
qualidade tecnoldgica da cana-planta e na cana-soca, influenciando negativamente nas
variaveis Brix, Pol e ATR.

Costa (2014) ao verificar o efeito da aplicacdo de inoculante composto por
bactérias diazotrdficas, associado a doses de N fertilizante sobre os aspectos
quantitativos e qualitativos da produgdo de cana de agicar, observou que os parametros
qualitativos, ATR, fibra e Pol ndo diferenciaram estatisticamente, em relacdo a
aplicagdo do inoculante e as doses de N. Vitti (2003) observou aumento dos teores de
fibra e Pol com o aumento da dosagem de N, mas constatou que ndo houve variacdao

significativa entre os tratamentos.
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3.6 Consideracoes finais

Os resultados mostraram que a resposta a inoculagdo com a bactéria
Azospirillum brasilense foi bastante varidvel e parece ser dependente de vérios fatores
incluindo o genétipo da planta e o ambiente.

Atualmente sdo poucos os relatos do mecanismo de absorcdo do Azospirillum
brasilense na folha de cana-de-aguicar e a forma de conversdo do N. Novos estudos
devem ser realizados visando compreender melhor a afinidade dessa bactéria com os
mecanismos fisiologicos da folha, e aprimorar a metodologia de selecdo de estirpes, de
modo a definir aquelas que possuem maior potencial para serem usadas comercialmente
na inoculacao de diferentes variedades de cana-de-acucar.

As condi¢des do ambiente, principalmente altas temperaturas, no momento do
armazenamento, transporte e da aplicacdo sdo prejudiciais a taxa de sobrevivéncia da
bactéria, portanto, ter o controle da temperatura desde o recebimento do inoculante até o

momento da aplicacdo € essencial para garantir a eficiéncia da FBN pela bactéria.
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4 CONCLUSOES

Para variedade de cana-de-acticar RB855156, houve aumento de produtividade
(colmos e agucar) com Azospirillum brasilense na presenca de N e, independente da
dose do inoculante, o recomendado seria conciliar com a aplicacdo de N mineral, ndo
havendo dose ideal da bactéria para suprir a necessidade por si s6.

A variedade RB966928 foi responsiva a aplicacdo foliar do inoculante,
aumentando a producdo de colmos e de agicar quando comparada a testemunha, sendo
que, a aplicacdo exclusiva de Azospirillum brasilense indica ser uma alternativa de uso
para reduzir o custo com a adubacao nitrogenada.

A bactéria aplicada via foliar em cana-soca, nio alterou os teores de N foliar,

ATR, Brix, Fibra e Pol, nas duas variedades estudadas.
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ANEXOS

Anexo A — Caracterizacao das variedades plantadas nos experimentos.

- Caracterizagdo da variedade de cana-de-agicar RB855156: principal variedade para

colheita no inicio da safra (precoce — abril/maio). Os colmos possuem crescimento
ereto, didmetro médio a fino, com internddios dispostos em leve zig-zag, cilindricos, de
tamanho médio, de cor verde-clara, com tendéncia a apresentarem rachaduras, e pouca
cera, que, porém, é evidente na regiio cerosa abaixo do né. E uma variedade de bom
perfilhamento, especialmente nas socas; possui crescimento ereto e despalha fécil.
Apresenta perfilhamento regular em cana-planta e muito boa em soca. Devido a sua
propensdo ao florescimento, recomenda-se a sua colheita sempre no inicio da safra,
fazendo com que o seu periodo de utilizacao industrial (PUI) seja curto.

E uma variedade com alto teor de sacarose, com produtividade média e baixo
teor de fibra. Nao é muito exigente em ambientes de producdo (baixa a média, C1 —
D1), porém, recomenda-se ndo plantar essa variedade como cana de ano.

No aspecto fitossanitario ndo requer nenhum cuidado especial, pois é bastante
resistente as principais doengas: carvao (Ustilago scitaminea), escaldadura-das-folhas
(Xanthomonoas albilineans), estrias vermelhas, ferrugem marrom (Puccinia

melanocephala) e mosaico (RIDESA, 2010).

- Caracterizagdo da variedade de cana-de-acicar RB966928: variedade de maturacio

precoce a média, podendo ser colhida de inicio a meio de safra. Apresenta excelente
germinagdo em cana-planta, brotacdo em soqueiras muito boa, alto perfilhamento em
cana-planta e em cana soca, com alto crescimento e excelente fechamento de
entrelinhas.

E uma variedade de PUI médio, com alta produtividade, mas com teores de
sacarose e fibra médios. Exige ambientes de produ¢ao médios a alto potencial (A2 — D1,
dependendo da época de colheita).

No aspecto fitossanitdrio € tolerante as principais doengas: carvao (Ustilago
scitaminea), escaldadura-das-folhas (Xanthomonoas albilineans), estrias vermelhas,

ferrugem marrom (Puccinia melanocephala) e mosaico (RIDESA, 2010).
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Anexo B - Caracterizacdo quimica e fisica do solo da drea de instalacio do
experimento.

Tabela 1B. Caracterizagdo quimica e fisica (0-40 cm) do solo classificado como

LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO Distrofico (LVAd) (Fazenda
Sdo José, Tupaciguara-MG. 2016).

Prof. pH MO P K AlI¥” Ca®* Mg® T \
cm CaCl, dagkg' mgkg’ mmolc dm -
0-20 4,6 3,1 6,1 1,7 1,4 18 7 74 36,2
20-40 43 2,2 3,9 1,0 3,1 10 4 67 22,5
Argila  Silte Areia
gke'
0-20 775 25 200
20-40 750 25 225
*P resina

Tabela 2B. Caracterizacdo quimica e fisica (0-40 cm) do solo classificado

LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico (LVdf) (Fazenda Santa Rita de
Cassia, Guaira - SP. 2016).

Prof. pH MO P K AI” Ca®* Mg® T \
cm CaCl, dagkg' mgkg’ mmolc dm > ----------eeeee-
0-20 4,7 2,9 11 11 39 14 5 58,3 33,1
20-40 4,8 2,1 4 11 31 10 4 46,1 31,0
Argila  Silte Areia
gkg'
0-40 678 93 229

NOTA 1. Informacdes obtidas das Unidades Produtoras onde foram realizados os
experimentos.
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Anexo C — Contagem de bactérias no solo.

Tabela 1C. Contagem de Bradyrhizobium e bactérias diazotréficas.

Umidade do Bactérias Totais Bradyrhizobium B actel"las

Identificacdo solo Diazotroficas

% UFC g'1 solo seco UFC g'l solo seco UFC g'1 solo seco

21,37 1,08 x 10’ 1,20 x 10° 5,72 x 10°
Tupacieuara 21,41 7,78 x 10° 1,08 x 107 9,05 x 10°
pacig 20,37 8,78 x 10° 1,14 x 10 4,52 % 10°
21,68 9,24 x 10° 7,38 x 10° 2,90 x 10°
Média 21,21 9,15 x 10° 7,70 x 10° 5,54 x 10°
20,45 7,48 x 10° 1,21 x 107 1,31 x 107
Guatra 21,33 1,13 x 107 1,46 x 107 1,43 x 107
21,68 1,13 x 10’ 1,49 x 10’ 1,45 x 10’
21,06 9,98 x 10’ 1,13 x 107 9,38 x 10°
Média 21,13 3,25x 10’ 1,32 x 10’ 1,28 x 10’

Analise feita no Laboratério de Microbiologia Agricola do Departamento de Produgdo Vegetal da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Campus Jaboticabal.
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Anexo D — Informacdes pluviométricas das dreas experimentais.

Tabela 1D. Precipitacdo coletada com auxilio de um pluvidmetro instalado préximos a

Fazenda Sao José, Tupaciguara-MG, apds a instalacio do experimento —

2016.
Meses Precipitacio
mm
Novembro 366,0
Dezembro 356,5
Total 722.5

Tabela 2D. Precipitacdo coletada com auxilio de um pluvidometro instalado préximos a

Fazenda Santa Rita de Cassia, Guaira - SP apds a instalagdo do experimento

—2016.
Dia* Precipitacao
QOutubro Novembro
mm
02 - 55
03 10 -
06 - 4
11 - 10
12 - 30
13 20 41
21 10 -
23 - 8
29 - 25
30 15 -
Total 55 173

*Dias do més em que houve precipitacao.

NOTA 2. Informacdes obtidas das Unidades Produtoras onde foram realizados os

experimentos.
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