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RESUMO

A cana-de-agUcar é uma cultura com grande potencial econdmico para o Brasil, sendo o pais
responsavel por mais de 25% da producdo mundial. A regido de S&o Paulo é a maior produtora,
ficando o Rio Grande do Sul responsavel por menos de 5% do total produzido, isso porque a
produtividade meédia do estado & baixa, devido ao uso de variedades antigas que geralmente
apresentam baixo rendimento e pouca adaptacéo as condi¢gdes ambientais. 0 objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos do uso de um mix de cinco espécies de bactérias diazotrdficas nas caracteristicas
biométricas e conteldo de clorofila de plantas de cana-de-agucar. O trabalho foi desenvolvido na
Embrapa Clima Temperado, sob ambiente protegido, tipo telado. O delineamento experimental
utilizado foi o de blocos casualizados, com 6 repeti¢fes, onde cada parcela foi representada por trés
plantas de cana-de-acgUcar. Os fatores foram arranjados em esquema bifatorial (5x2), ao testar cinco
variedades de cana-de-agUcar e 0 uso de bactérias diazotroficas (com e sem uso de inoculante
bacteriano), totalizando 10 tratamentos. Aos 120 dias foram realizadas as avalia¢cGes de numero de
folhas, nimero de gemas, altura de planta, didmetro de colmo e indice de clorofila (SPAD). Pode-se
concluir que o uso de bactérias diazotréficas no cultivo de cana-de-aglcar promove aumentos
significativos em caracteristicas importantes, como altura de planta, didmetro de colmo e indice de
clorofila. E através da fixacao biologica de nitrogénio, pode melhorar o estado nutricional das plantas,
levando ao uso de menor quantidade de fertilizantes nitrogenados, o que diminui 0s impactos
ambientais da utilizacdo desses insumos e torna o cultivo da cana-de-agtcar mais sustentavel.

Palavras-chave: Saccharum sp, inoculante bacteriano, fixacao bioldgica de nitrogénio, crescimento
vegetativo

ABSTRACT

Sugar cane is a crop with great economic potential for Brazil, being the country responsible for more
than 25% of world production. The Sdo Paulo region is the largest producer of the culture being Rio
Grande do Sul responsible for less than 5% of the total produced. The state's average productivity is
low due to the use of old varieties that generally have low yield and little adaptation to environmental
conditions. This work aimed to evaluate the effects of using a mix of five species of diazotrophic
bacteria on the biometric characteristics and chlorophyll content of sugarcane plants. The work was
developed at Embrapa Temperate Climate, under protected environment, screened type. The
experimental design used was randomized blocks with 6 replications, where each plot was
represented by three sugar cane plants. The factors were arranged in a bifactorial scheme (5x2), by
testing five sugarcane varieties and the use of diazotrophic bacteria (with and without the use of
bacterial inoculant), totaling 10 treatments. At 120 days, leaf number, bud number, plant height, stem
diameter and chlorophyll index (SPAD) were evaluated. It can be concluded that the use of
diazotrophic bacteria in sugarcane cultivation promotes significant increases in important
characteristics such as plant height, stem diameter and chlorophyll index. Through biological nitrogen
fixation, it can improve the nutritional status of plants, leading to the use of less nitrogen fertilizers,
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which reduces the environmental impacts of using these inputs turning sugarcane cultivation more
sustainable.
Keywords: Saccharum sp, bacterial inoculant, biological nitrogen fixation, vegetative growth

1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma planta pertencente a familia Poaceae, que perfilha
de maneira abundante na fase inicial do desenvolvimento e em seguida vai formando touceiras,
compostas por partes aéreas e subterraneas. E por possuir uma estrutura tipo rizoma, constituida por
nos, entrends e gemas, rebrota sempre que a parte aérea € cortada, sendo a nova brotacdo conhecida
como soqueira. Ap6s o plantio a primeira vegetagdo é denominada cana-planta, enquanto as soqueiras
sdo denominadas de cana de primeira soca, segunda soca e assim por diante. As soqueiras séo de
grande importancia, pois é delas que se retira 0 maior retorno econémico dessa cultura
(MATSUOKA; STOLF, 2012).

A importancia da cana-de-agucar estd na sua ampla utilidade, pois além de acucar refinado e
alcool, ela pode ser empregada na alimentacdo animal ou como matéria prima para a fabricacao de
produtos agroindustriais e artesanais como rapadura, melaco, melado, agtcar mascavo e aguardente.
Seus residuos também tem grande importancia econémica, pois a vinhacga pode ser utilizada como
adubo nitrogenado e o bagaco queimado, para geracao de energia. (COUTO, 2013).

O Brasil é responsavel por mais de 25% da producdo mundial de cana-de-agucar, é também o
primeiro do mundo na producéo de acUcar e conquista, cada vez mais, 0 mercado externo com 0 uso
do etanol como alternativa energética (OECD/FAOQ, 2018). No pais a regido de Séo Paulo é a maior
produtora, mas no Rio Grande do Sul (RS) possui vasta area de aptiddo ao cultivo canavieiro
apresentada no zoneamento agroclimatico para o estado (MANZATTO; BACA,; PEREIRA, 2010), e
no estado esta concentrado 40% das agroindustrias de produtos derivados de cana-de-acUcar
(VERISSIMO et al., 2012). Entretanto, a produtividade média do estado é de 40 Mg.ha-1,
aproximadamente 50% da média nacional (CONAB, 2018), o que ocorre devido ao uso de variedades
antigas que geralmente apresentam baixo rendimento e pouca adaptacao as condi¢es ambientais, o
que leva a cultura a ndo resistir a situacdes de geadas no inverno e falta de chuva no verdo que
comumente ocorrem na regido. Contudo, a grande importancia da cultura canavieira no estado tem
levado a busca por ganhos produtivos, que tras a tona uma preocupacao com 0s impactos ambientais
que esta situacdo pode causar (CEZARINO; LIBONI, 2012). Neste sentido, tem sido desenvolvidos
estudos que visam o aumento da produtividade através de um cultivo mais sustentavel, sendo eles no
ambito da utilizacdo de cultivares adaptadas as diferentes condigdes de clima e solo (ANTUNES et

al., 2017), aproveitamento de residuos da cultura (MENDES et. al., 2012) e uso de bactérias
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promotoras de crescimento (PEDULA et. al., 2016; OLIVER; SILVA, 2018; OLIVEIRA et al.,
2018).

Bacterias endofiticas diazotroficas habitam o interior das plantas de cana-de-agUcar e auxiliam
na obtencdo de nutrientes, através do aumento das raizes, assimilacdo de CO2 e nimero de folhas
(SCHULTZ et at., 2014). Além disso, atuam em outros processos como a solubilizacdo de fosfatos e
zinco (ESTRADA et al., 2013) e a producéo de auxinas, giberilinas e citocininas (LIN et al., 2012).
Outro aspecto importante é a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), pois diante dos impactos
ambientais decorrentes das préaticas da cultura canavieira, a menor utilizacdo da adubacdo quimica de
nitrogénio pode proporcionar uma melhoria da qualidade do solo, dos mananciais e de outros
componentes ambientais. A FBN esta inclusa em um plano estratégico do Brasil, o da Agricultura de
Baixo Carbono (ABC), que foi desenvolvido devido a crescente demanda global por uma agricultura
sustentavel (BRASIL, 2012). Bacterias diazotroficas sdo capazes de reduzir o nitrogénio atmosférico,
tornando-o assimilavel pelas plantas, por isso a inoculacdo desses microrganismos pode substituir,
total ou parcialmente, o uso de fertilizante nitrogenado na cultura da cana-de-agtcar. Mas assim como
na adubacao nitrogenada, as respostas a inoculacdo dependem da variedade empregada (SCHULTZ
et al. 2012; URQUIAGA et al., 2012; PEREIRA et al., 2013) e costumam ser mais frequentes em
solos de média e baixa fertilidade (GOSAL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006). Entretanto, estudos
sobre o cultivo sustentavel da cana-de-acucar ainda sdo escassos, principalmente no que tange ao uso
de bactérias diazotréficas para promocao de crescimento. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos do uso de um mix de cinco espécies de bactérias diazotrdficas nas caracteristicas

biométricas e indice de clorofila de plantas de cana-de-aguUcar.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido sob ambiente protegido (telado) na Embrapa Clima Temperado
(sede), localizada no municipio de Pelotas, no Rio Grande do Sul, com latitude 52°26°25” Oeste e
31°40°41” Sul e altitude de 60 metros. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com 6 repeticOes, onde cada parcela foi representada por trés plantas de cana-de-agUcar.
Os fatores foram arranjados em esquema bifatorial (5x2), com o objetivo de testar cinco variedades
de cana-de-acUcar e 0 uso de bactérias diazotréficas (com e sem uso de inoculante bacteriano),
totalizando 10 tratamentos. As variedades de cana-de-acUcar utilizadas foram: RB867515;
RB966928; RB016814; RB016818 e RB016819 e o inoculante bacteriano utilizado continha cinco
estirpes de bactérias diazotrdficas, sendo elas: BR11281T = PAL-5T de Gluconacetobacter
diazotrophicus descrita por Cavalcante e Dobereiner (1988); BR11335 = HRC54 de Herbaspirillum
seropedicae, descrita por Baldani et al. (1986); BR11504 = HCC103 de Herbaspirillum
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rubrisubalbicans, descrita por Baldani et al. (1996); BR11366T = PPe8T de Paraburkholderia
tropica, anteriormente pertencente ao género Burkholderia, descrito por Reis et al. (2004) e
recentemente reclassificado por Oren e Garrity (2015); e BR11145 = CBAMCc de Nitrospirillum
amazonense, anteriormente pertencente ao género Azospirillum, descrito por Magalh&es et al. (1983)
e reclassificado por Lin et al. (2014). Essas bactérias foram previamente testadas e selecionadas por
Oliveira et al. (2002, 2006) e foram fornecidas pela Colecdo de Bactérias Diazotréficas da Embrapa
Agrobiologia - CBR Johanna Ddébereiner.

A propagacao da cana-de-agUcar foi feita através da producdo de mudas, a partir da utilizacdo
de minitoletes, baseado no manual desenvolvido na india pelo ICRISAT (2009) e semelhante &
metodologia de Landell et al. (2012). Onde foram coletados colmos de cana-de-agUcar inteiros no
campo com o auxilio de um “podao” e feita a despalha desses. Em seguida os colmos foram cortados
em toletes de uma gema, também conhecidos como minitoletes ou minirrebolos, separando as gemas
viaveis e sem o ataque de pragas. Para o corte e preparo destes minitoletes foi utilizado um sistema
de guilhotina com lamina dupla devidamente desinfestado (XAVIER et al., 2008). Com intuito de
eliminar microrganismos ja presentes na cana e para evitar uma possivel interferéncia com as estirpes
de bactérias, os minitoletes foram submetidos a termoterapia por 30 minutos a 52 °C (SANGUINO;
MORAES; CASAGRANDE, 2006) e tratamento com fungicida de acdo sisttmica a base de
piraclostrobina por 3 minutos. A inoculacao foi realizada através da imersdo dos minitoletes tratados,
por 30 minutos em solucdo bacteriana turfosa, contendo um mix das cinco estirpes de bactérias
diazotroficas, sendo plantados em seguida em tubetes contendo substrato (PEREIRA et al., 2013). As
bandejas de tubetes com volume de 290 cm?3 cada, foram mantidas sob ambiente protegido por um
periodo de aproximadamente 30 dias, para que ocorresse a brotacdo das gemas. Apos este periodo,
as mudas foram transplantadas para sacos plasticos pretos de cinco litros, contendo substrato de marca
comercial, a base de turfa e casca de arroz carbonizada e entdo, as plantas foram transferidas para
telado, onde foi realizado o experimento.

Aos 90 dias apds a transferéncia das plantas para o telado, foram realizadas as avaliacGes das
caracteristicas biométricas das plantas em fase adulta, priorizando-se o colmo principal e desbastados
os demais perfilhos. O nimero de folhas e de gemas foram realizados através da contagem dos
mesmos, a altura da planta foi medida com o auxilio de uma régua graduada em centimetros e o
didmetro do colmo, em milimetros, foi medido com o auxilio de um paquimetro digital na porcéo
intermediaria do mesmo. O indice de clorofila foi observado na porcéo intermediaria das folhas +3,
através do medidor de clorofila ClorofiLOG, da marca FALKER, modelo CFL 1030. Esse
equipamento usa trés faixas de frequéncia de luz, permitindo uma analise detalhada que pode ser

visualizada instantaneamente ou armazenada no computador. A medicao Gtica analisa a absorcao de
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luz pela folha, indicando a presenca de clorofila em valores SPAD (Soil Plant Analysis
Development).

Os resultados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, a
homocedasticidade pelo teste de Hartley e a independéncia dos residuos foi verificada graficamente.
Posteriormente, foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e em caso de significancia
estatistica, compararam-se os efeitos das variedades pelo teste de Tukey (p<0,05) e do uso de

bactérias diazotroficas pelo teste t (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a aplicacgdo do teste F na andlise da variancia, identificou-se a significncia da interacdo
bifatorial (variedades x uso de bactérias diazotroficas) para todas as varidveis avaliadas. Assim, 0s
efeitos isolados dos fatores foram desconsiderados e analisaram-se detalhadamente as interacfes
(Tabelas 1 até 3).

O uso de bactérias diazotréficas proporcionou um aumento no numero de folhas da variedade
RB016819 e no numero de gemas da RB966928 (Tabela 1). Observou-se ainda, que dentre as
variedades, de forma geral a RB016819 independente do uso de bactérias diazotroficas, foi a que
apresentou os maiores nimeros de folhas e de gemas. Conforme Falconer (1987), o nimero de folhas
sofre variacdo genética e ambiental, ou seja, pode ser influenciado pela variedade de cana-de-agucar
e também pelas condi¢cdes em que a planta se encontra. A importancia da cobertura foliar das plantas
¢ amplamente conhecida por ser um indicativo de produtividade e fitomassa nos cultivos
(FIGUEIREDO et al., 2010). O numero de gemas também € uma caracteristica extremamente
influenciada por fatores genéticos, mas sofreu influencia do uso de bacterias. Esse aumento € bastante
importante, tendo em vista o sistema de producéo de mudas pre-brotadas que vem sido utilizado no
cultivo de cana-de-acUcar atualmente (LANDELL et al., 2012).

Tabela 1. Nimero de folhas e namero de gemas de plantas de cana-de-actcar em fungdo das variedades e

do uso de bactérias diazotroficas. Embrapa Clima Temperado, 2019.

Numero de folhas Numero de gemas
Variedade de cana-de-agucar

Sem BD Com BD Sem BD Com BD
RB867515 583 ab™ 5,67 b 483 ab™ 533 ab
RB966928 6,67 a™ 6,83 ab 366 bc* 4,67 ab
RB016814 483 b"™ 6,16 b 316 c¢™ 3,83 b
RB016818 6,16 ab™ 6,50 ab 517 a* 3,83 b
RB016819 6,67 a* 833 a 567 a™ 6,17 a
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Média 6,03 6,70 4,50 4,77

CV (%) 15,9 16,3 10,5 19,3

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05),
comparando as variedades de cana-de-agucar sem e com o uso de bacterias diazotréficas. * e ns significativo
e ndo significativo, pelo teste t (p<0,05), quando comparado o uso de bacterias diazotréficas, dentro de cada

variedade de cana-de-aglcar. BD: Bactérias diazotrdficas.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de altura de planta e diametro de colmo das
plantas. A variedade RB966928 foi a Unica que respondeu ao uso de bactérias diazotréficas, para os
dois pardmetros observados. Nos tratamentos com uso de bactérias, ndo houve diferenga na altura das
plantas entre as variedades, enquanto que sem o uso, a variedade RB016819 se destacou entre as
demais, com altura acima de 120 centimetros. Em relacdo ao diametro de colmo, os maiores valores
foram observados nas variedades RB867515 e RB016818, sendo a média dos tratamentos com
bactérias, superior aos tratamentos sem. Os parametros biométricos de plantas de cana-de-acucar
produzidas a partir de minitoletes tém sido estudados por diversos autores, uma vez que, o potencial
de acimulo de sacarose por plantas de cana-de-agucar esta mais relacionado as medidas de dimensdes
lineares, como a altura e o diametro do colmo (MARAFON et al., 2012). Além disso, Landell & Silva
(2004) salientam que o diametro de colmos é um dos principais componentes analisados para a
formacé&o do potencial agricola, pois esta relacionado a produtividade. A disponibilidade de nutrientes
estd diretamente ligada ao desenvolvimento de parte aérea, portanto, a inoculacdo de bactérias
diazotroficas também promove o crescimento das mudas de cana-de-agucar, pois torna os nutrientes

disponiveis para as plantas.

Tabela 2. Altura de planta e diametro de colmo de plantas de cana-de-aglcar em fungdo das variedades

e do uso de bactérias diazotrdficas. Embrapa Clima Temperado, 2019.

Altura de planta (cm) Diametro de colmo (mm)
Variedade de cana-de-agucar

Sem BD Com BD Sem BD Com BD

RB867515 108,00 b™" 123,67 a 19,88 a™ 21,70 a
RB966928 82,00 b* 10583 a 1435 b* 17,36 bc
RB016814 86,33 b"™ 98,93 a 16,88 ab"™ 17,76 bc
RB016818 105,83 b ™ 104,67 a 19,13 a™ 18,49 b
RB016819 123,50 a™ 118,17 a 1489 b"™ 16,21 C
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Média 101,13 110,13 17,03 18,30

CV (%) 13,1 17,8 10,6 6,6

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05),
comparando as variedades de cana-de-aglicar sem e com o uso de bacterias diazotrdéficas. * e ns
significativo e ndo significativo, pelo teste t (p<0,05), quando comparado o uso de bacterias diazotroéficas,

dentro de cada variedade de cana-de-agucar. BD: Bactérias diazotrdficas.

O indice de clorofila foi influenciado pelo uso de bactérias diazotroficas nas variedades
RB867515, RB966928 e RB016819, sendo que essa Ultima se destacou por apresentar o maior
contetdo de clorofila dentre os tratamentos (Tabela 3). O nitrogénio (N) é o nutriente absorvido em
maior quantidade pelas plantas em geral, e é utilizado na sintese de compostos celulares, como a
clorofila, sendo, portanto, o seu teor nas folhas da planta, proporcional a quantidade de nitrogénio
que ela absorveu. Dessa forma, conhecendo o indice de clorofila é possivel saber se as plantas estédo
com deficiéncia de N (BLACKMER; SCHEPERS, 1994). Alguns autores ao observar o indice de
clorofila (SPAD) em plantas de milho, concluiram que valores por volta de 45 séo considerados
Otimos para gramineas (FONSECA et al., 2012), estando, portanto, as plantas do presente estudo,
com deficiéncia de N. Contudo, diante das diferencas entre os tratamentos com e sem 0 uso de
bactérias diazotroficas, pode-se observar que a fixacdo bioldgica de nitrogénio é eficiente em algumas

variedades, aumentando a disponibilidade do nutriente para as plantas de cana-de-agucar.

Tabela 3. indice de clorofila (SPAD) de plantas de cana-de-aclicar em func¢do das variedades e do uso de

bactérias diazotroéficas. Embrapa Clima Temperado, 2019.

indice de clorofila (SPAD)
Variedade de cana-de-agucar

Sem BD Com BD

RB867515 19,87 b*' 28,50 b

RB966928 22,37 ab* 27,63 b

RB016814 27,20 a™ 28,08 b

RB016818 25,08 ab"™ 28,67 b

RB016819 25,27 ab* 35,63 a
Média 23,96 26,83
CV (%) 13,5 13,4
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"Médias seguidas pela mesma letra na coluna, n3o diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05),
comparando as variedades de cana-de-aglcar sem e com o uso de bacterias diazotrdéficas. * e ns
significativo e ndo significativo, pelo teste t (p<0,05), quando comparado o uso de bacterias diazotrdéficas,

dentro de cada variedade de cana-de-agucar. BD: Bactérias diazotrdficas.

4 CONCLUSOES

O uso de bactérias diazotréficas no cultivo de cana-de-aglcar promove aumentos
significativos em caracteristicas importantes, como altura de planta, didmetro de colmo e indice de
clorofila, que reflete o contetdo de nitrogénio. Portanto, pode-se concluir que o uso de bactérias
diazotréficas melhora o estado nutricional das plantas, podendo levar ao uso de menor quantidade de
fertilizantes nitrogenados, o que diminui os impactos ambientais da utilizacdo desses insumos e torna
o cultivo da cana-de-acucar mais sustentavel. No entanto, as respostas positivas ao uso das bactérias
sdo variaveis, sendo algumas variedades de cana-de-aglcar, mais responsivas que outras. As
variedades RB867515 e RB966928 estdo entre as mais cultivadas no Brasil, sendo os resultados do

presente estudo extremamente positivos.
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