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RESUMO GERAL

SILVA, SILEZIO. F, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Marco de 2017. Promocédo do crescimento e recuperacdo de fertilizante
nitrogenado em cana-de-agucar inoculada com bactérias diazotroficas na presenca
de acidos humicos. Orientador: Luciano Pasqualoto Canellas.

A utilizacdo de bioestimulante a base de substancias humicas (SH) e bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) podem aumentar a producéo de colmos
em cana-de-agucar, por meio tanto da promocao do crescimento vegetal como do
aumento na eficiéncia de uso de nitrogénio (N). Nesse sentido, foram realizados
dois experimentos independentes a campo e um em casa de vegetagcdo com 0s
seguintes objetivos: (i) avaliar a melhor forma e época de utilizar o bioestimulante
formulado a base de BPCV, na presenca de acidos humicos (AH) e (ii) avaliar a
eficiéncia da recuperacdo de N em cana-de-aglcar. No primeiro experimento
realizado em lavoura comercial, foi comparada a aplicacdo do bioestimulante no
sulco de plantio e em pulverizacéo foliar, sendo testadas trés épocas diferentes: 60,
90 e 60+90 dias ap6s a emergéncia, comparadas com o tratamento controle sem
aplicacdo do bioestimulante em cana planta. Nas duas socas subsequentes
avaliou-se somente aplicacdo foliar do bioestimulante aos 60 dias apos a
emergéncia. Foi observado na cana planta que a aplicacdo no sulco de plantio ndo
proporcionou ganho em producao de colmos quando comparado ao controle sem
inoculacdo. A aplicacéo foliar aos 60 dias ap0s a emergéncia proporcionou um

aumento de 36% em relacdo ao controle. Na primeira soca nao foi observado efeito



dos tratamentos inoculados em relacéo ao controle. Este resultado foi interpretado
como consequéncia da seca severa ocorrida na regido durante o periodo de
crescimento da cana-de-agucar. Na segunda soca, com 0 regime regular de
chuvas, foi observado novamente aumento de 24% na produtividade em relagéo ao
controle com a aplicacao foliar do bioestimulante aos 60 dias apds a emergéncia.
No segundo experimento de campo, foi avaliada a aplicacéo foliar tratorizada do
bioestimulante, aos 60 dias ap0s a emergéncia da primeira soca. Foi observado
que aplicagcdo do bioestimulante proporcionou incrementos de 19 e 16% na
producdo de colmos em comparacdo com o tratamento controle em duas socas
consecutivas, respectivamente. Nos experimentos de campo nao foram
observadas altera¢des na qualidade industrial da cana avaliada pelo teor de sélidos
soluveis. No experimento em casa de vegetacao, foi avaliada a aplicacdo de AH e
BPCV aplicados isoladamente ou em conjunto. Foi utilizado N na forma de nitrato
de potéassio (K®NO3), aplicado no vaso de cultivo para avaliacdo da eficiéncia de
recuperagdo de N. Foram observados incrementos significativos na massa fresca
e seca da cana-de-acUcar, além de aumento no contetido de N na parte aérea nas
plantas tratadas com AH e BPCV, tanto isoladamente como em conjunto. A
aplicacao isolada de AH promoveu aumento de 17,44% na recuperacdo de N na
raiz. Tomados em conjunto, os resultados dos experimentos de campo e de casa
de vegetacao permitiram concluir que (i) a aplicacédo foliar do bioestimulante foi
mais eficiente que a aplicacdo no sulco e proporcionou incrementos na producao
de colmos sem modificar as caracteristicas industriais da cana-de-acucar; (i) a
melhor época de aplicacdo foi aos 60 dias apdés a emergéncia; (iii) o uso do
bioestimulante a base de SH e BPCV nao aumentou a eficiéncia da recuperacao
de N fertilizante e a promocéao do crescimento vegetal observada pode ser atribuida
a outros fatores, entre eles, alteracbes metabdlicas e fixacdo biolégica de
nitrogénio. A utilizacdo de AH e BPCV na cultura da cana-de-agUcar € uma
estratégia viavel que promoveu ganhos na producao de colmos, além de aumento

na recuperacéo de N.

Palavras-chave: bioestimulante, isétopo, BPCV, AH.
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GENERAL ABSTRACT

SILVA, SILEZIO. F, M.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. March de 2017. Growth Promotion and recovery of niitrogen fertilizer in
sugarcane inoculated with diazotrophic bacteria in the presence of humic acids.
Advisor: Luciano Pasqualoto Canellas.

Use of biostimulant based on humic substances (HS) and plant growth-promoting
bacteria (PGPB) may increase sugarcane stalk production by both plant growth
promotion and nitrogen (N) use efficiency. Thus, two independent field experiments
and one in the greenhouse were conducted with the following objectives: (i) evaluate
the better way and time to applicate a biostimulant formulated by PGPB in the
presence of humic acids (HA) and (ii) evaluate the efficiency of N recovery in
sugarcane. In the first field experiment, which was conducted at commercial
sugarcane plantation, biostimulant application in grooves and foliar spray methods
were compared, being tested three different times: 60, 90 and 60+90 days after
emergence compared to control treatment without biostimulant application in plant
cane. In the two subsequent sugarcane ratoon, just foliar application of the
biostimulant 60 days after emergence was evaluated. Concerning plant cane, it was
observed that groove application did not increase stalk production compared with
non-inoculated control plants. Foliar application 60 days after emergence improved
an increase of 36% in productivity over the control. In the first ratoon, no significant

effect was noted in inoculated treatments compared to control. This result was
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interpreted as a consequence of the severe drought occurred during sugarcane
growth in this region. In the second ratoon, with regular rainfall regime, foliar
application of biostimulant 60 days after emergence increased 24% in productivity
compared to control. In the second field experiment, the foliar application of
biostimulant with a tractor 60 days after cutting was evaluated. It was observed that
biostimulant application icreased 19 and 16% in stalk production compared to
control treatment in two consecutive ratoon, respectively. Soluble solids analysis
revealed no changes in industrial quality of sugarcane in field experiments. In the
greenhouse experiment, sole or combined application of HA and PGPB was
evaluated. In order to evaluate efficiency of N recovery, potassium nitrate (K1°NOsz)
as N source was applied in culture vessels. Significant increases in fresh and dry
sugarcane biomass, as well as increase in shoot N content in plants treated with HA
and PGPB by both sole and combined application. Sole application of HA improved
17,44% of N recovery in root. Together, results from both field and greenhouse
experiments allowed conclude that (i) the foliar application of biostimulant is more
efficient than groove application and provided increases in stalk production without
modifying industrial sugarcane characteristics; (ii) the better time for application was
60 days after emergence; (iii) the use of biostimulant based on HA and PGPB did
not increase the efficiency of N fertilizer recovery and the plant growth promotion
observed should be attributed to other factors, such as metabolic changes and
biologic nitrogen fixation. The use of HA and PGPB in sugarcane crop is a promising

strategy which improved increases in stalk production and N recovery.

Keywords:biostimulant, isotope, PGPB, HA.
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1. INTRODUCAO

A fundamentacéo da revolucao verde ocorrida principalmente entre 1960 e
1970, cujos principios séo aplicados até hoje, é aumentar a producéo agricola por
meio do uso da monocultura de plantas melhoradas e uso intensivo de insumos
quimicos industriais, &gua e outros recursos naturais aliados a mecanizacédo do solo
e de outras praticas agricolas.

Dentre as consequéncias da revolugdo verde tém-se 0s impactos negativos
ao meio ambiente: degradacao dos solos, depauperamento das principais reservas
minerais e hidricas, perda da biodiversidade, entre outras. A populacdo sofre
consequéncias como a contaminacao pelo uso excessivo de agrotdxicos. Além
disso, a revolucéo verde trouxe também consequéncias no plano social acarretando
esvaziamento do campo como éxodo rural e a concentracdo da posse da terra. De
acordo com a FAO (2012), a producao de graos no mundo aumentou cerca de trés
vezes de 1970 a 1990, enquanto que a populacdo com fome (aquela que vive com
menos de um dolar por dia) aumentou de 100 para 800 milhdes.

Diante de tais fatos e da crescente necessidade de producao de alimentos,
fibras e biocombustiveis, fica evidente a necessidade de mudanca desse modelo
de agricultura. Pois € preciso preservar o meio de producao e conservar 0Ss recursos
naturais para que os mesmos possam ser utilizados pelas geracgdes futuras.

Para que essas mudancas ocorram é necessario reformular o conjunto de
técnicas aplicadas na producéo agricola, gerando novos modelos de agricultura de

base ecologica, porém produtivos. Também, € necessario que haja uma



reformulacdo nas escolas de Agronomia, com intuito de formar profissionais
capacitados a implementar tais mudancas, assim como a formulacéo de politicas
publicas (financiamento de longo prazo a juros baixos) que incentivem os
agricultores a produzirem de forma sustentavel.

O desenvolvimento de processos biotecnolégicos pode ser a base dos
modelos de producdo ecologicamente intensivos que visem contribuir para o
grande desafio de produzir sem causar 0 esgotamento dos recursos nao
renovaveis.

As substancias humicas (SH) séo utilizadas como veiculo de introducao de
microrganismos diazotroficos endofiticos em sistemas de producao agricola. Este
processo biotecnolégico surge como uma alternativa de baixo custo e,
ambientalmente, correta para aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes
(CANELLAS et al., 2013).

A maior parte da matéria organica de solos, aguas e sedimentos é formada
pelas substancias humicas (SH) que condicionam as propriedades fisicas,
quimicas e biologicas do solo, além de apresentar reconhecido efeito sobre o
metabolismo das plantas (NARDI et al., 2009).

O uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) como
bioestimulante € uma alternativa utilizada para melhorar o rendimento médio de
culturas vegetais. As BPCV apresentam mecanismos associados a promoc¢ao do
crescimento vegetal como a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), que é um
processo com alto potencial de aplicacdo na agricultura. Este processo bioldgico
possibilita reducdes nos custos de producédo e de utilizagdo de insumos quimicos,
e minimizam os impactos ambientais. As BPCV também auxiliam na producao de
fitohormdnios como auxina (Fuentes-Ramirez et al., 1993), controle bioldgico de
pragas e doencas em plantas, além da solubilizacdo de fosfato e zinco inorganico
(VERMA et al., 2001).

O uso de BPCV em conjunto com as SH tem demonstrado bons resultados
em casa de vegetacdo em plantas ndo leguminosas, porém, a campo, a
variabilidade dos resultados constitui uma limitacdo e seu uso ainda esté distante
do observado com o rizobio. Possiveis avan¢os na tecnologia de uso das BPCV
terdo grande repercussao econdémica e social.

Algumas duvidas basicas sobre a utilizacdo de BPCV em cana-de-agucar

ainda persistem. Por exemplo, inicialmente a Embrapa Agrobiologia recomendava



a imersado de colmos em tanques com BPCV antes do plantio. Em funcdo da
inviabilidade dessa pratica em larga escala, foi recomendada a aplicacdo do
inoculante liquido no sulco de plantio. Porém, a aplicagéo via foliar ndo seria mais
eficiente? Além disso, o principal mecanismo de estimulacdo do crescimento
vegetal pelo uso em conjunto de SH e BPCV seria a FBN ou a promocéao do sistema
radicular?

O trabalho existe sobre a hip6tese de que o uso combinado de AH e BPCV
proporciona aumento na producdo de cana-de-agucar e contribui na recuperacao
de nitrogénio.

O objetivo do trabalho é (i) avaliar a melhor forma e época de utilizar um
bioestimulante & base de BPCV na presenca de AH em cana-de-acUcar e (ii)
quantificar a recuperacdo de nitrogénio em cana-de-agucar em funcdo da
inoculacdo de BPCV na presenca ou auséncia de AH, pelo método da diluicdo

isotopica de d°N.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Efeitos das substancias humicas na promocao do crescimento vegetal

As SH compreendem a maior parte da matéria organica de solos, agua e
sedimentos e podem influenciar tanto na fisiologia quanto no metabolismo das
plantas. Quando em solucdo, podem ser consideradas como uma mistura
complexa, contendo milhares de moléculas individuais em arranjamento
supramolecular, variando na estrutura, funcionalidade e reatividade (NEBBIOSO &
PICCOLO, 2014).

As SH possuem a capacidade de estimular o crescimento e a produtividade
das plantas. Alguns fatores influenciam o efeito das SH no desenvolvimento das
plantas, tais como, a fonte de obtencdo do material, as doses utilizadas, a forma
como € aplicada, o tipo de natureza quimica do material, a espécie e idade do
vegetal estudado (VAUGHAN & MALCOLM, 1985).

As SHSs, geralmente, sdo obtidas para fins comerciais de fontes néo
renovaveis como turfeiras e rochas sedimentares (lignita). Uma alternativa viavel é
a obtencdo de substadncias do tipo humicas de fontes renovaveis como
compostagem e vermicompostagem de diferentes residuos organicos.

O uso de SH provenientes de vermicomposto promoveu o desenvolvimento
radicular de plantulas de milho e a ativacdo da H*-ATPase. Estas sdo enzimas
transmembranares capazes de hidrolisar ATP, gerando energia e gradiente
eletroquimico, que estéo relacionados com a absor¢do de macro e micronutrientes
(CANELLAS et al., 2002).



Além disso, as SH influenciam na plasticidade da parede celular ao
acidificar o apoplasto, tal fato é importante no processo de crescimento e
alongamento da célula vegetal e esta relacionado com a teoria do crescimento
acido. Essa teoria postula que o aumento da extrusao de prétons mediado pela H*-
ATPase promove a acidificacdo do apoplasto, que por sua vez ativa enzimas
especificas que atuam sobre a parede celular, aumentando sua plasticidade e,
consequentemente, permitindo o alongamento da célula (RAYLE & CLELAND,
1992)

As SH influenciam no aumento e na eficiéncia de absorcdo de nutrientes
pela formacdo de complexos mais solGveis com macro e micronutrientes. Além
disso, promovem a energizacdo de transportadores de ions pela inducdo da
atividade das bombas de protons e efeitos similares aos dos horménios vegetais,
tais como os da auxina, ligados a promocdo da emergéncia de raizes laterais
(NARDI et al., 2009)

Estudos demonstram que grande parte dos efeitos bioestimulantes do AH
tem sido creditada a sua atividade similar as auxinas (CANELLAS et al., 2002;
FACANHA et al., 2002). Zandonadi (2006), ao estudar o efeito das SH em plantas
mutantes insensiveis a auxina comprovou a acao hormonal do tipo auxinica,
promovida por SH isoladas de diferentes fontes de matéria organica. Segundo
Zandonadi et al. (2010), AH extraidos de vermicompostagem podem induzir a
producao de 6xido nitrico (ON) nos sitios de emisséo de raizes laterais. O ON teria
a capacidade de ativar as bombas de H* das células vizinhas, desencadeando o
mecanismo de crescimento acido, responsavel pela proliferacdo e elongacéo

celular associado a formacgéao das raizes laterais.



2.2 A importancia das bactérias diazotroficas endofiticas para plantas néo

leguminosas

Diferentemente dos rizobios, as bactérias diazotréficas endofiticas néo
possuem fatores de nodulacao ativos para a nodulagéo, e a entrada bem-sucedida
na planta hospedeira ocorre, principalmente, através das aberturas no ponto de
emergéncia de raizes laterais, ferimentos na epiderme e aberturas estoméaticas
(JAMES &OLIVARES, 1998).

As bactérias utilizam parte dos fotoassimilados da planta hospedeira para
gerar a energia necessaria para promover o processo de fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN).

Por outro lado, a planta se beneficia do N fixado pela bactéria para sintese
de suas proteinas. A utilizacdo dessas bactérias endofiticas, conhecidas também
como bactérias promotoras do crescimento vegetal, contribui para a FBN e auxilia
no suprimento da demanda de N das plantas (JAMES & OLIVARES, 1998).

Dentre as bactérias que possuem a capacidade de fixar N em plantas ndo
leguminosas destacam-se a Herbaspirillum seropedicae, isoladas de Poaceae, tais
como: milho, sorgo, arroz, cana-de-acucar e varias espécies forrageiras crescidas
no Brasil (BALDANI et al., 1986a). Baldani & Baldani (2005) demonstraram que a
inoculacdo de arroz com H. seropedicae promoveu um aumento de rendimento
equivalente ao tratamento com 40 kg N ha™'.

Oliveira et al. (2002) utilizaram a combinacéo de espécies endofiticas PAL5
(Gluconacetobacter diazotrophicus), CBAMC (Azospirillum amazonense), HRC54
(Herbaspirillum seropedicae), HCC103 (Herbaspirillum rubrisubalbicans) e PPe8
(Burkholderia tropica) em plantas micropropagadas de cana-de-acUcar. As plantas
foram crescidas em vaso com solo durante doze meses e observaram que tais
bactérias promoveram a FBN, que contribuiram com até 30% do N absorvido nas
plantas, dependendo da combinac&o de bactérias utilizadas.

Os estudos da contribuicdo da FBN em funcédo de gendtipos de cana-de-
acucar e estirpes bactérias fixadores de N demonstraram contribuigcdes nos valores
de 30 a 70%. (URQUIAGA et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2002). Os resultados de
plantas micropropagadas de cana-de-acUcar, inoculadas com as estirpes G.
diazotrophicuse H. seropedicae, apresentaram incrementos na biomassa radicular

entre 50 e 350 % em relacdo ao controle ndo inoculado (OLIVARES et al., 2000).



Varios estudos confirmaram a contribuicdo da FBN na cultura da cana-de-
acucar (URQUIAGA et al., 1992; LIMA et al., 1987; BODDEY et al., 1995). Além da
contribuicdo da FBN, os microrganismos promotores do crescimento vegetal
promovem a producdo de fitormdnios, sintese de sideroforos, solubilizagdo de
fosfato e, através do antagonismo, a fitopatégenos (NEILANDS & LEONG, 1986;
RODRIGUES & FRAGA, 1999; BLANCO et al., 2005).

2.3. O uso de bioestimulantes a base de substancias humicas e bactérias

promotoras do crescimento vegetal

A necessidade de implantacdo de novos sistemas de producdo que
proporcionem menor impacto ambiental impulsiona os estudos com bactérias
diazotroficas endofiticas, devido ao seu elevado potencial de promover o
crescimento vegetal.

A cultura da cana-de-agUcar responde pouco a adubacdo nitrogenada.
Foram realizados varios experimentos visando tal andlise. Segundo Espironello et.
al. (1980), em apenas 35% dos experimentos avaliados, a adubag&o nitrogenada
promoveu aumento na producdo de cana planta. Ao analisar 81 experimentos no
estado de Sao Paulo, Cantarella & Raij (1985) constataram que somente 40% dos
experimentos apresentaram resposta a adubacao nitrogenada em cana planta.
Mesmo com alguns estudos isolados terem demonstrado alguma resposta a
adubacdo com N, Schultz et al. (2012) verificaram que nao foi observado efeito de
adubacao nitrogenada na produtividade da cultura, principalmente em funcdo do
manejo e da variedade.

Além da FBN, a utilizacao de bioestimulantes a base de BPCV e SH pode
promover o desenvolvimento vegetal. A utilizacdo de SH em conjunto com
bactérias diazotroficas pode promover o aumento da populacdo de bactérias
introduzidas nas plantas e, consequentemente, incrementar os efeitos benéficos
sobre a planta hospedeira. Marques-Junior et al. (2008) estudaram a viabilidade de
reintroducdo de microrganismos endofiticos depois do tratamento térmico de
microtoletes de cana-de-acucar na presenca de AH e verificaram aumento
significativo na inducdo do crescimento radicular e na populagcdo de

microrganismos diazotroficos.



O uso de BPCV na presenca de SH tem demonstrado bons resultados na
cultura do milho. Canellas et al. (2013) verificaram que a aplicacéo foliar no estadio
V6 de na presenca de SH isoladas a partir de vermicomposto de esterco bovino,
resultou no aumento da producao de graos de milho em 65% em solo com baixa
disponibilidade de N.

A utilizacdo de SH e BPCV na cultura do milho em lavoura comercial com
aplicacéo via foliar do bioestimulante e diferentes doses de adubagao nitrogenada
foram estudadas por (CANELLAS et al., 2015). Os autores observaram que no ano
agricola de 2009/2010, todos os niveis de N-ureia utilizados (0, 45, 90 e 180 kg N
ureia hal), apresentaram uma producdo de grédos significativamente maior com
uso combinado de SH e BPCV, em relacdo ao controle em todas as doses de N
testadas. Um fato importante a se destacar é que houve um elevado déficit hidrico
durante quase todo periodo de crescimento da cultura marcado pela escassez de
chuva. No ano agricola 2010/2011 o regime de chuvas ocorreu de forma regular e
0 aumento da produgdo com o uso combinado de SH e BPCV foi observado
somente nas doses mais baixas de N-ureia (0, 19 e 37,5 kg N-ureia hat).

A aplicacdo do bioestimulante mostrou-se eficiente em caso de déficit
hidrico. A coinoculacdo de BPCV e SH proporcionou aumento na recuperacao do
estresse hidrico em feijoeiro (MELO et al., 2017). Aguiar et al. (2016) estudaram as
adaptacdes fisiologicas e metabdlicas responsaveis pela melhor recuperacédo da
cana-de-aclcar, ap0s a seca em plantas inoculadas. Os AH auxiliaram na
recuperacdo do estresse ao induzirem a atividade enzimatica antioxidante,
enquanto as BPCV induziram a preservacdo do potencial hidrico das folhas,
fechando os estdmatos de forma eficiente, o que resultou na preservacao da agua
na planta.

Os resultados experimentais indicam um potencial elevado para o uso de
BPCV em conjunto com SH (CANELLAS & OLIVARES, 2014). Além disso, 0 uso
de SH e BPCV em culturas de interesse agricola vem sendo testado e os resultados
confirmam sua atividade na promocéao do crescimento vegetal de diversas culturas

como descrito na Tabela 1.



Tabela 1. Efeitos das substancias humicas e bactérias promotoras do crescimento

vegetal

Planta Descri¢ao simplificada ensaio Efeitos Referéncias

Abacaxi AH de vermicomposto | Melhoria do | Baldotto et
combinado com (BPCV), ensaio | crescimento e | al. (2010)
em casa de vegetacao adaptacdo de mudas

de abacaxizeiro ao
ambiente ex vitro

Cana-de- AH de vermicomposto | Aumento de 53% na | Marques Jr.

acucar combinado BPCV; aplicacdo in | produtividade na cana | (2010)
vitro na cana-de-acucar | planta
micropropagada, experimento
de campo

Milho AH de vermicomposto aplicado | Efeito do tratamento | Marques Jr.
com e sem a presenca de | AH+ bactérias foi em | (2010)
BPCV;3 épocas de aplicacdo | média 90,06%
foliar (4 folhas, 4+8 folhas, e 8 | superior a
folhas) produtividade das

plantas controle ao
realizar duas
aplicacbes (4+8
folhas),

Tomate AH de vermicomposto Aumento da producéo | Olivares et
combinado com BPCV; de frutos por 44-80%; | al. (2015)
aplicacédo substrato e diminuicéo da
pulverizacédo foliar; experimento | incidéncia de
de campo Phytophthora

infestans

AH = acidos humicos; AF= acidos fulvicos; BPCV = bactérias promotoras do
crescimento vegetal
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2.4 Métodos de aplicacao de bactérias promotores do crescimento vegetal

em plantas

A chave para a viabilidade de processos microbianos na agricultura é a
selecdo de estirpes eficazes com metabolismo direcionado para promover o
crescimento dos hospedeiros e metodologia de inoculacdo das culturas a campo
(IKEDA et al., 2013). Além disso, os efeitos podem ser influenciados pela espécie
e idade da planta, concentracdo e forma de aplicacdo do produto (foliar ou
diretamente no solo), tipo de solo e condicdes ambientais, entre outros aspectos.

O veiculo ou transportador das BPCV refere-se ao substrato abiotico (o
qual pode ser solido, liquido ou gel). A formulacéo € o processo de unificagdo do
veiculo com o microrganismo. O termo inoculante refere-se ao produto final da
formulacdo, contendo o veiculo e o agente bacteriano ou consorcio de
microrganismos (BASHAN et al., 2014).

Os inoculantes devem atender os seguintes requisitos (i) permitir o
crescimento dos microrganismos contidos nos mesmos; (ii) manter o namero
necessario de células microbianas viaveis em boa condicéo fisiolégica por um
periodo de tempo aceitavel; (iii) o inoculante deve apresentar o nimero de células
viaveis de bactérias, ap6s o processo de formulacdo para proporcionar a respostas
esperadas (DATE, 2001; STEPHENS & RASK, 2000).

Dentre os métodos de inoculagdo de microrganismos, a inoculacdo de
sementes € a mais utilizada até hoje, principalmente devido a sua praticidade. Esse
método € utilizado para inoculacdo de plantas leguminosas como a soja. As
sementes podem ser inoculadas com inoculante turfoso ou liquido. No primeiro
caso, as sementes sdo umedecidas com solugdo acucarada ou adesiva, para
inoculantes liquidos aplica-se o0 mesmo diretamente nas sementes. Outro método
€ a aplicacao do inoculante por aspersao no sulco, por ocasido da semeadura, em
solos com ou sem populacéo estabelecida (MERCANTE et al., 2011).

As plantas ndo leguminosas ndo nodulam, logo é necessario que haja um
meétodo diferente de inoculacdo de microrganismo. Schultz et al (2012) testaram a
inoculacdo de 5 estirpes de bactérias diazotréficas, Pal5T, de Gluconacetobacter
diazotrophicus; Cbamc, de Herbaspirilum seropedicae; HRC54, Herbaspirilum
rubrisubalbicans; HCC103, de Azospirilum amazonense; e PPe8T, de Bulkholderia
tropicanas variedades RB72454 e RB867515 em cana planta e segunda soqueira.

Na cana planta foram utilizados toletes provenientes de plantas micropropagadas,
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gue receberam inoculac&o no viveiro e no plantio definitivo em campo. Nesse caso,
os toletes foram colocados em sacos de rafia e imersos na suspensao inoculante
com diluicdo de 12,5 g L! de bactérias, sendo a turfa estéril utilizada como veiculo.
Apéds a imersao, os toletes foram retirados da solug¢édo, mantidos a sombra natural
por 30 minutos e, em seguida, foram plantados. A inoculacdo foi comparada com
a aplicacdo de 120 kg ha* na forma de ureia, no momento do plantio em campo.
Na segunda soqueira, foi realizada a aplicacdo do inoculante com bactérias
diazotroficas (12,5 g de inoculante por litro de suspensédo), com diluicdo igual a
utilizada para o plantio. A aplicacdo na cana soca foi realizada trés dias apos a
colheita, com utilizacdo de aplicador pulverizador costal, com jato dirigido a base
da soqueira, a 14 mL m linear de sulco, equivalente a dose de 100 L ha.

Foi observado que a inoculacéo néo influenciou a produtividade de colmos
da variedade RB72454, nas duas colheitas avaliadas. J& a variedade RB867515
apresentou diferencas significativas quanto a produtividade de colmos na segunda
soqueira. Além disso, a inoculacdo das bactérias diazotréficas promoveram um
incremento na produtividade similar a adicdo de 120 kg hat de N fertilizante a
variedade de cana-de-acucar RB867515.

Algo a se destacar € que o gendtipo da planta pode influenciar na resposta
a inoculacdo, fato esse que pode explicar a variedade RB72454 nédo ter
apresentado respostas a inoculacao.

A imersédo de colmos € uma pratica inviavel em lavouras comerciais. Uma
alternativa é a inoculacdo com a pulverizagao foliar. Em experimentos de campo,
Marques Jr. (2010), ao realizar a aplicacdo foliar de AH extraidos de
vermicomposto e BPCV (Herbaspirillum seropedicae HRC 54) aos 100 dias apds o
plantio da cana-de-acgulcar, observou incrementos de até 23% na produtividade.
Contudo, é necessario que sejam realizados estudos de época de aplicacdo do
inoculante que proporcione os melhores resultados. Segundo Dillewijn (1952), a
necessidade de N pela cana-de-agucar é crucial no periodo de formacao da cultura,
que vai do periodo imediatamente apdés a germinacdo até o fechamento do
canavial, o que ocorre normalmente entre os 3 a 5 meses. Além da cana-de-acucar,
a inoculacdo de AH e BPCV tem apresentado ganhos significativos em outras

culturas com a aplicagao foliar.
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3. CAPITULO 1

APLICACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS NA
PRESENGA DE ACIDOS HUMICOS EM CANA-DE-ACUCAR

Resumo

O uso de bioestimulantes vem demonstrando grande potencial para estimulacéo da
producdo, porém a maioria dos trabalhos é restrita a avaliagdo de estirpes em
laboratério ou, mais raramente, em casa de vegetacdo. Este trabalho foi baseado
na hipétese de que o uso combinado de &cidos humicos (AH) e bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) proporciona aumento na producao de
cana-de-acucar em condi¢cdes de campo. O objetivo foi avaliar a melhor forma e
época de utilizar o bioestimulante formulado a base de BPCV na presenca de AH.
Para tanto, foram realizados dois experimentos independentes a campo, utilizando-
se lavoura comercial de cana-de-acucar nos quais foram analisadas a producéo e
a qualidade da cana planta e de duas socas consecutivas. No primeiro experimento,
foi utilizado o delineamento em parcelas subdivididas, no qual foi comparada a
aplicacdo do bioestimulante no sulco de plantio com a aplicacdo foliar. Nas
subparcelas foram avaliadas trés épocas de aplicagédo: 60, 90 e 60+90 dias ap0s a
emergéncia e comparadas com o tratamento controle sem aplicacdo. Nas duas
socas subsequentes, avaliou-se somente aplicacdo foliar do bioestimulante. Nao

houve diferenca entre aplicagdo ou ndo do bioestimulante no sulco de plantio. A
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aplicacao foliar, aos 60 dias ap0s a emergéncia, proporcionou um aumento de 36%
em relacdo ao controle. Na primeira soca nao foi observado efeito dos tratamentos
inoculados em relacdo ao controle. Esse periodo foi marcado por uma seca intensa
na regido que ocasionou perdas de produtividade na cana-de-acgucar. Na segunda
soca ocorreu o regime regular de chuvas e foi observado, novamente, o0 aumento
de produtividade de 24% em relacdo ao controle com a aplicacédo do bioestimulante
foliar, aos 60 dias apds a emergéncia. No segundo experimento foi utilizado o
delineamento experimental em faixas e foi avaliada novamente a aplicacdo foliar
em cana soca, com aplicacéo tratorizada do bioestimulante, aos 60 dias apés a
emergéncia. A aplicacdo do bioestimulante proporcionou incrementos de 19 e 16%
na producao de colmos em comparagdo com o tratamento controle nas duas socas,
respectivamente. Em todos os experimentos ndo foram observadas alteragdes na
qualidade industrial da cana avaliada pelo teor de solidos soltveis. O uso do
bioestimulante na cultura da cana-de-acucar proporcionou ganho na producéo de
colmos, sem influenciar as caracteristicas industriais da planta. Portanto, € uma
ferramenta biotecnoldgica que pode ser utilizada, visando ganhos de producao em

areas com baixo nivel de fertilizacdo nitrogenada.

Palavras-chave: bioestimulante, BPCV, brix, substancias himicas
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Abstract

The use of biostimulants has shown great potential for production stimulation,
however, the most studies is restricted to evaluation of strains in laboratory or, more
rarely, in greenhouse conditions. This work was based on the hypothesis that the
combined use of humic acids (HA) and plant growth promoting bacteria (PGPB)
provides an increase in sugarcane production under field conditions. The objective
was to evaluate the best way and time to use the biostimulant formulated with PGPB
in the presence of HA. For this, two independent experiments were carried out in
the field using commercial sugarcane plantation, being studied the production and
quality of the plant cane and two consecutive ratoons. In the first experiment, a split-
plot design was used, being compared groove and foliar application of biostimulant.
In the subplots, three application times were evaluated: 60, 90 and 60 + 90 days
after emergence and compared with the control treatment without application. In the
two consecutive ratoons, just foliar application was analysed. There was no
difference between application or not of the biostimulant in planting groove. Foliar
application 60 days after emergence provided an increase of 36%over control.In the
first ratoon, no significant effect was noted in inoculated treatments compared to
control. This period was marked by an intense drought in the region which caused
productivity losses in sugarcane. In the second ratoon, regular rainfall regime
occurred andan increase of 24% in productivity was again observed compared to
control, with the biostimulant application 60 days after cutting. In the second
experiment, the experimental design was used in zone and the foliar application of
the biostimulant was again evaluated 60 days after cutting. Biostimulant application
provided increases of 19 and 16% in stalk production compared to control treatment
in the two ratoons, respectively. No changes were observed in industrial quality of
sugarcane, which was evaluated by soluble solids content. The use of biostimulant
in sugar cane crop improved the production of stalks without influencing industrial
characteristics of the plant. Therefore, it is a biotechnological tool that may be used

for production gains in areas with low levels of nitrogen fertilization.

Keywords: biostimulants PGPB, brix, humic substances
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1. Introducéo

A estimativa da producao de cana-de-agucar no Brasil para a safra 2016/17
é de 684,77 milhGes de toneladas, sendo a area a ser colhida avaliada em 8.973,2
mil hectares. A producdo de acUcar devera atingir 39,96 milh6es de toneladas,
enguanto a producao de etanol deve se manter acima de 27,5 bilhdes de litros. Isso
evidencia a importancia da cultura da cana-de-agucar (CONAB 2016). Incrementos
na producéo, mesmo que pequenos, podem se transformar em grandes ganhos
devido a grande area cultivada no pais.

As bactérias promotoras do crescimento vegetal podem atuar de forma
direta ou indireta no desenvolvimento das plantas, por meio da producdo de
fitormonios, solubilizacdo de nutrientes como os fosfatos, fixacdo do nitrogénio,
aumento da absorcdo pelas raizes, tolerancia a estresses abidticos e controle
bioldgico de fitopatdbgenos (AHEMAD & KIBRET, 2014; GLICK, 2012, AHMAD et
al., 2008).

No Brasil, a Embrapa Agrobiologia langou um inoculante para a cana-de-
acucar, visando tornar a cultura mais eficiente e ambientalmente correta por meio
da reducao do uso do N-fertilizante na cultura. O inoculante microbiano consiste em
um coquetel de bactérias diazotroficas endofiticas misturadas a turma moida, que
€ aplicado via imersdo de colmos em cana planta (REIS et al.,, 2009a) e, em
soqueiras, aplicado no sulco apos o corte da cana (REIS et al., 2009b). A otimizacéo
das respostas e a ampliacdo do uso da tecnologia de inoculacdo dependem do
conhecimento dos fatores envolvidos na producao do inoculante e da sua interacéo
com a planta.

Um novo conceito de bioestimulante vem sendo desenvolvido baseado no
uso combinado de substancias humicas (SH), derivadas de vermicompostagem de
fonte renovavel e bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV), visando
estimular o metabolismo vegetal e a economia no uso de nutrientes na agricultura.

Os acidos humicos (AH) podem alterar tanto a estrutura de comunidades
microbianas, como promover a indugéo de raizes laterais (PUGLISI et al., 2009).
Esse aumento na proliferagdo de raizes laterais favorece a colonizacdo de BPCV
(CANELLAS et al., 2013). Além disso foram observadas altera¢cdes no metabolismo
de carboidratos e nitrogénio, resultando em maior eficiéncia fotossintética em

condicdes de baixa disponibilidade de nitrogénio.
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Um problema consideravel é encontrar a melhor forma de aplicar o
inoculante em plantas ndo leguminosas, pois deve ser uma pratica facil e simples
em nivel comercial. Em lavouras comerciais de cana-de-agucar, a aplicacdo via
imersao de colmos torna-se inviavel. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o uso do bioestimulante a base de BPCV, na presenca de AH em cana-de-
acucar, via aplicacdo no sulco de plantio e pulverizacbes foliares em diferentes

épocas em cana planta e duas socas consecutivas.

2. Material e métodos

2.1Localizacéo, tipo de solo e manejo da adubacéo

Foram realizados dois experimentos independentes a campo em lavoura
comercial de cana-de-acgUcar, localizada na Fazenda Abadia em Campos dos
Goytacazes no estado do Rio de Janeiro, na latitude de 21°43’ S e longitude de
41°12° W, com 12 m de altitude. O clima local € Aw na classificacdo de Kdppen,
tropical quente e Umido, com temperatura média anual de 23,1°C (com média
maxima diaria de 29°C; e minima maxima de 19°C). A precipitacdo anual média é
de 885 mm, com 71% das chuvas concentradas de outubro a marco. A precipitacao
média mensal ocorrida durante a execucdo do experimento é mostrada na Figural.

O solo foi classificado como Cambissolo Fluvico Eutrofico de acordo com o
Sistema Brasileiro de Classificacdo do Solo e apresentou as seguintes
caracteristicas na camada aravel (0-0,2 m): pH = 5,4; P = 6 (mg/dm); K*= 0,21
(cmoledm3); Ca** = 4,3 (cmolcdm3); Mg**= 2,3 (cmolcdm3); Al***= 0,4 (cmolcdm-3);
H* +Al = 6,2; Na* = 0,1 (cmolc.dm3); C = 14,2 (g dm3); MO = 24,5 (g/dm3); CTC:
131 (mmolc dm3); V: 53%. A andlise foi realizada em amostra composta (10 sub
amostras) e em laborat6rio de rotina (UFRRJ, Campus Campos dos Goytacazes -
RJ), de acordo com a metodologia preconizada pela Embrapa (1999). A adubacao
de plantio foi realizada com 400 kg ha! de fertilizante 04-30-16, correspondendo a
16 kg de N, 120 kg P e 60 kg de K, respectivamente. Foram realizadas duas
irrigacdes com lamina de 4gua de aproximadamente 40 mm intervaladas em 15

dias, para garantir a brotacéo. A variedade utilizada foi a RB 86 7515.
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Figura 1. Precipitagdo média mensal (mm) em Campos dos Goytacazes durante o periodo
de realizagdo do experimento. Plantio em marco de 2013; Colheita da cana
planta, em agosto de 2014 e da primeira e segunda socas, em agosto de 2015

e 2016, respectivamente. Fonte: UFRRJ.
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2.2 Obtencéao do in6culo, dos acidos humicos e preparo do bioestimulante

Foi obtido um indéculo misto a partir do cultivo isolado das bactérias
Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC 54), Herbaspirilum rubrisubalbicans;
(estirpe HCC103) e Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe PAL 5). As estirpes
foram crescidas separadamente em 5 mL de meio DYGS a 30°C por 36 h. Uma
aliquota de 20 pL de cada estirpe utilizada foi inoculada num frasco de 2000 mL,
com meio DYGS nas mesmas condi¢cdes de crescimento por 48 h em agitacao
continua (shaker) a 140 rpm. Em seguida, a biomassa bacteriana foi centrifugada
a 2000 g por 10 min, ressuspendida em agua esterilizada e a absorbancia foi
ajustada até 10° células mL?, usando o comprimento de onda em 496 nm.

Os acidos humicos foram extraidos de vermicomposto produzido com torta
de filtro da usina de cana-de-acucar e minhocas californianas vermelhas. Os
detalhes da producao do vermicomposto foram descritos por Aguiar et al. (2013).
Dez litros de vermicomposto foram misturados a 100 L de KOH 0,1 mol L1, agitados
manualmente de forma vigorosa e depois mantidos em repouso durante uma noite.
Apoés o periodo de decantacdo, o sobrenadante foi sifonado e, imediatamente,
acidificado a pH 2,0 com HCI6 mol L. O extrato acidificado foi mantido em repouso
por uma noite e novamente sifonado. Os &cidos humicos precipitados foram
centrifugados a 2765 g por 15 min. Os &acidos fulvicos foram descartados e os
acidos humicos foram novamente centrifugados a 2765 g com 500 mL de agua
destilada. Apds a lavagem, os acidos humicos foram reunidos e titulados até pH 7.0
com KOH 0,1 mol L%, congelados e secos por liofilizacdo. O contelido de carbono
foi analisado por combustdo seca num analisador automético Perkin Elmer 1400
(Madison, Estados Unidos).

O bioestimulante foi produzido a partir da adicdo das bactérias
Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC 54), Herbaspirilum rubrisubalbicans;
HCC103 e Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe PAL 5)) em suspensao,
contendo 102 células viaveis por mL, combinadas com acidos himicos (20 mg C

L1), preparados imediatamente antes do uso.
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2.3 Experimento em fatorial utilizando blocos casualizados em parcelas
subdivididas

Foi utilizado um delineamento em fatorial com os tratamentos distribuidos
em blocos casualizados e em parcelas subdivididas com cinco repeti¢des, no qual
foi comparada a aplicacéo do bioestimulante no sulco de plantio com a aplicagao
foliar (parcela) em trés épocas de aplicagéo foliar (subparcela): 60, 90 e 60+90 dias
apos a emergéncia.

As parcelas consistiram de cinco linhas com 20 m de comprimento, com
espacamento de 1,5 m. As subparcelas consistiram de cinco linhas de 5 m de
comprimento com 1,5 m de espacamento, sendo consideradas como area util na
colheita as trés linhas centrais. Na Figura 2 mostra 0 momento da aplicacdo dos

tfratamentos.

Figura 2- Aplicacéo do bioestimulante no sulco de plantio (A) e aplicac&o foliar aos 60 dias
apos a emergéncia (B).

As parcelas receberam a inoculagcdo no sulco de plantio utilizando um
regador manual na taxa de 1 L de biofertilizante por metro linear. Nas sub parcelas
as pulverizacdes foliares foram realizadas com uso de um pulverizador costal e
foram feitas na dose equivalente a 400 L ha do biofertilizante. Um anteparo de
plastico com comprimento igual da sub parcela foi utilizado para evitar a deriva
(Figura 1 B). O experimento foi colhido com 18 meses (agosto de 2014). Nas duas
socas subsequentes obtidas com 12 meses de crescimento da cana de agucar no
campo foi utilizado o delineamento fatorial em blocos casualizados com cinco
repeticdes no qual foi avaliado somente a aplicacao foliar do biofertilizante: 60, 90
e 60+90 dias apds o corte e comparadas com o tratamento controle sem aplicacao.
As parcelas consistiram de cinco linhas de 5 m de comprimento com 1,5 m de
espagcamento, sendo consideradas como area util na colheita as trés linhas centrais
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2.4 Experimento em faixas

Foi utilizado o delineamento experimental em faixas com 25 m de largura
com cinco repeticdes e espagamento entre linhas de 1,5m. Foi avaliada a aplicagdo
foliar do bioestimulante com aplicacdo tratorizada, aos 60 dias ap0s a emergéncia

em duas socas. A taxa de aplicacéo foi o equivalente a 400 L ha?,

2.5 Andlises dos experimentos

Ambos os experimentos receberam os mesmos tratos culturais, foram
analisadas a producgéo de colmos frescos por corte manual e pesagem da producao
em balanca eletrdnica (100 quilos). O teor de sélidos sollveis totais (Brix) foi
determinado utilizando refratdmetro portatil e analégico RH B32. O equipamento foi
calibrado com agua destilada, sendo a leitura ajustada, quando necesséario, ao valor
zero na escala Brix. Ap6s calibrar o aparelho, duas gotas da amostra foram
colocadas sobre o prisma limpo e seco. O prisma foi fechado e, apds alguns
segundos, quando a temperatura do caldo atingiu a temperatura do prisma de 20°C,
a leitura do Brix refratomeétrico foi efetuada.

Para andlise de N total nas folhas, coletaram-se amostras de folhas
aleatoriamente de cada unidade experimental. Em seguida, foram utilizados os 20
centimetros medianos (terco médio), descartando-se a nervura central. Estas
amostras foram submetidas a secagem em estufa a 65°C, com circulacéo forcada
de ar por 72 horas e moidas em moinho de bola. O N total foi determinado por
combustéo seca, utilizando analisador elementar Perkin Elmer 2400 (Madison,
Estados Unidos).

2.6 Analise estatistica

Os parametros avaliados foram submetidos a analise de variancia de
acordo com esquema proposto por Pimentel-Gomes (1990), para experimentos em
blocos inteiramente casualisados em parcelas subdivididas e em faixas de acordo
com a tabela 1. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as
meédias dos tratamentos com diferenca significativa pelo teste F foram comparadas
Pelo teste de Fisher (LSD), com significancia de 5% a partir do uso do software

Sisvar® versao 5.1.
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Tabelal. Esquema da andlise de variancia para analise de
dados dos experimentos realizados a campo.
Experimento fatorial em blocos inteiramente casualizados em

parcelas subdivididas (cana planta) —

Causas da Variagéo GL

Aplicacédo no Sulco (A)

1

Aplicacéo Foliar (B) 3
Residuo (a) 8
9

3

Parcela

Aplicacdo no sulco x Aplicacgéo foliar
Residuo (b) 24

Experimento em fatorial com blocos inteiramente casualizados

— (duas socas consecutivas)

Causas da variacao GL
Bloco 9
Aplicacéo Foliar 3
Residuo 27

Experimento em Faixa - (duas socas consecutivas)

Causas da Variacéao GL

Repeticao (faixa) 4

Tratamento (aplicacéo)
Residuo 4

3. Resultados

Os resultados de analise da variancia do experimento com cana planta sao
mostrados na Tabela 2. Em relacdo a producéo de colmos frescos, verificaram-se
efeitos significativos para aplicacdo no sulco de plantio e foliar, que atuaram de
forma dependente, ou seja, a interacao foi significativa. Para os demais parametros
analisados como Brix e teor de N nas folhas, n&o foi observada significancia pelo

teste F.



Tabela 2. Andlise da variancia em experimento fatorial,
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utilizando blocos

inteiramente casualizados em parcelas subdivididas (cana planta)

realizada a campo.

Producéo de colmos

Causas da Variagéo GL QM F
Aplicacédo no Sulco (A) 1 207,98 23,56**
Aplicacao Foliar (B) 3 1050,46 31,01**
Residuo (a) 8 8,82
Parcela 9 278,57
Aplicacao no sulco x Aplicagao foliar 3 294,61 8,69**
Residuo (b) 24 33,86

Teor de solidos soluveis — Brix
Causas da Variagéo GL QM F
Aplicacdo no Sulco (A) 1 5,41 4,107
Aplicacéo Foliar (B) 3 1,96 2,50
Residuo (a) 4 1,32
Parcela 9 12,38
Aplicacéo no sulco x Aplicacao foliar 3 2,33 2,96"
Residuo (b) 24 0,79

Teor de nitrogénio na folha

Causas da Variacéao GL QM F
Aplicacdo no Sulco (A) 1 10,00 1,33™
Aplicacéo Foliar (B) 3 114,40 0,79"
Residuo (a) 4 7,50
Parcela 9 508,40
Aplicacao no sulco x Aplicagao foliar 3 191,60 1,33™
Residuo (b) 24 143,83

"SNao Significativo, *Significativo a 5%, **Significativo a 1%, de probabilidade pelo teste F.
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A colheita da cana planta ocorreu 18 meses apoés o plantio. O resultado do
meétodo de aplicacdo do bioestimulante € mostrado na Tabela 3. Observou-se que
a aplicacéo foliar foi mais eficiente do que a aplicagdo no sulco de plantio, o
incremento em relacdo ao controle foi de 29%, o que representou um aumento de
21 toneladas ha™.

Os resultados referentes a épocas de aplicacdo na cana planta e nas duas
socas subsequentes sédo apresentados na Tabela 5. Na cana planta foi observado
que uma Unica aplicacdo, aos 60 dias ap6s a emergéncia (DAE), promoveu
incremento de 37% em relacéo ao controle. Na primeira soca nédo foram observadas
diferencas entre os tratamentos, o que pode ter influenciado nesse resultado foi o
baixo volume de chuva durante o periodo de crescimento da cana-de-acucar
(Figura 1). Na segunda soca, o tratamento que recebeu aplicacdo aos 60 dias apds
a emergéncia (DAE) promoveu incremento de 24% em relacdo ao controle, o que
representou um ganho de 16 toneladas ha'l. O uso do bioestimulante néo
promoveu alteracdes no teor de sélidos sollveis e no teor de nitrogénio nas folhas
(Tabelas 2 e 4).



Tabela 3. Efeito do método de aplicacdo de bioestimulantes na producédo de
cana-de-acucar, teor de solidos solaveis (Brix) e teor de N nas folhas
no crescimento de plantas. A colheita foi feita ap6s 18 meses apos

0 plantio.
Cana planta
Controle Sulco Aplicacédo foliar
Producdo Colmos (Mg hat)
72,0b 68,4b 92,7a
Incremento em
relacéo ao controle - - 28,8
(%)
C.V. (%) 4,5
Controle Sulco Aplicacéo foliar
Brix (%)
22,2 22,0 22,5
C.V. (%) 3,6
Controle Sulco Aplicacéo foliar
Teor total de N nas folhas (kg hat)
208 202 211
C.V. (%) 6,3

Médias seguidas de letra diferente, diferem pelo teste LSD Fisher (p <0,05).
Incrementos em relagéo ao controle foi calculado por: 100*(x-y)/y, sendo x a média do
tratamento e y a média do controle. CV (%) € o coeficiente de variacdo. O
bioestimulante foi preparado com uma suspensdo bacteriana de 108 células viaveis
por mL? combinadas com &acidos himicos (20 mg C L) ! e aplicado na dose
equivalente a 1 L por metro linear no sulco de plantio e a 450 L hanas aplicagcées
foliares.

24
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Os resultados da analise de variancia da primeira e segunda soca sao
mostrados na Tabela 4. Nao foram observados efeitos significativos para nenhum
parametro analisado na primeira soca. No entanto, na segunda soca houve

aumento significativo na produgéo de colmos frescos.

Tabela4. Analise de variancia do experimento cana-de-acucar 12 e 22 soca realizada
a campo.
Experimento em fatorial com blocos inteiramente casualizados (12 soca) —

Producéo de colmos

Causas da variacao GL QM F
Bloco 9 22,64 1,36
Aplicacao Foliar 3 16,72 1,00
Residuo 27 16,67
Teor de solidos soluveis — Brix
Causas da variacao GL QM F
Bloco 9 0,64 1,62"
Aplicacéo Foliar 3 0,20 0,52"
Residuo 27 0,40
Teor de nitrogénio na folha
Causas da variacao GL QM F
Bloco 9 208,00 0,86
Aplicacao Foliar 3 145,47 0,60"
Residuo 27 240,95
(22 soca) —

Producéo de colmos

Causas da variacao GL QM F
Bloco 9 11,24 0,90m
Aplicacéo Foliar 3 556,44 45,01**
Residuo 27 12,36

Teor de solidos soluveis — Brix
Causas da variacao GL QM F
Bloco 9 0,96 1,03
Aplicacéo Foliar 3 0,40 0,42"s

Residuo 27 0,93
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Teor de nitrogénio na folha
Causas da variacao GL QM F
Bloco 9 218,90 0,61
Aplicacao Foliar 3 101,97 0,28"
Residuo 27 356,11

"SN&o Significativo, *Significativo a 5%, **Significativo a 1%, de probabilidade pelo teste F

Tabela 5. Efeito do bioestimulante aplicado uma vez aos 60 e 90 dias apés a
emergéncia (DAE) e duas vezes (60 mais 90 DAE) na cana planta e em
duas socas consecutivas, variedade RB 86 7515.
Producdo de colmos (Mg ha')

Controle 60 DAE 90 DAE 60+90 DAE
Cana planta
72,0c 98,5a 86,7b 93,0a
Incremento em
relagéo ao - 37 20 29
controle(%)
C.V. (%) 6.6
12 soca
63,9 66,9 66,2 65,0
C.V. (%) 6.15
22 soca
67,1c 83,4a 78,1b 82,32
Incremento em
relagéo ao - 24 16 23
controle(%)
C.V. (%) 6.2

Médias seguidas de letra diferente diferem pelo teste LSD Fisher (p <O0,05).
Incrementos em relacdo ao controle foram calculados por: 100*(x-y)/y, sendo x a
média do tratamento e y a média do controle. CV (%) é o coeficiente de variacdo. O
bioestimulante foi preparado com uma suspensdo bacteriana de 108 células viaveis
por mL' combinadas com &cidos humicos (20 mg C L) ! e aplicado na dose
equivalente a 450 L ha.
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Os resultados da analise de variancia do experimento em faixas, realizado a
campo da primeira e segunda soca sa/o mostrados na Tabela 6. Foram observados
efeitos somente no parametro producdo de colmos frescos nas duas socas
consecutivas, pelo teste F. A aplicacdo do bioestimulante aos 60 dias apés a
emergéncia (DAE) promoveu incrementos de 19 e 18% em relagéo ao controle, o
qgue equivale a um aumento de 11 e 13 toneladas ha' nas duas socas
respectivamente, tais resultados s&o mostrados na tabela 7. N&o foram observadas

alteracdes na qualidade industrial da cana-de-acucar.
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Tabela 6. Analise da variancia em experimento em faixas (12 e 22 socas) realizado a

campo.
Producéo de colmos
Causas da Variagéo GL QM F
Repeticao (faixa) 4 20,04 0,85
Tratamento (aplicacéo) 1 275,62 11,66*
Residuo 4 23,63
Teor de solidos soluveis — Brix
Causas da Variacéao GL QM F
Repeticao (faixa) 4 0,27 8,81*
Tratamento (aplicacéo) 1 0,14 4,57
Erro (a) 4 0,03
Teor de nitrogénio na folha
Causas da Variagéo GL QM F
Repeticao (faixa) 4 157,10 1,32
Tratamento (aplicacéo) 1 28,90 0,24"
Residuo 4 118,90
(22 soca)
Producéo de colmos
Causas da Variagéo GL QM F
Repeticao (faixa) 4 30,37 2,43
Tratamento (aplicacéo) 1 384,21 30,73**
Residuo 4 12,50
Teor de solidos soluveis — Brix
Causas da Variacéao GL QM F
Repeticao (faixa) 4 0,22 0,15
Tratamento (aplicacéo) 1 0,53 0,36"
Residuo 4 1,47
Teor de nitrogénio na folha
Causas da Variagéo GL QM F
Repeticao (faixa) 4 339,40 1,20™
Tratamento (aplicacéo) 1 144,40 0,51"
Residuo 4 281,40

"SNao Significativo, *Significativo a 5%, **Significativo a 1%, de probabilidade pelo teste F
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Tabela 7. Efeito da aplicacao foliar tratorizada de bioestimulante aos 60 dias apos
a emergéncia (DAE), na producdo de cana-de-acucar em duas socas

consecutivas.
Producéo de colmos (Mg ha)
Controle Aplicacéo foliar
12 soca
55,2b 65,7a
Incremento em relagao ) 19
ao controle (%)
C.V. (%) 8.0 -
22 soca
Producéo de colmos (Mg ha)
Controle Aplicacao foliar
72,2b 85,2a
Incremento em relagéo ao controle ) 18
(%)
C.V. (%) 4,5

Médias seguidas de letra diferente diferem pelo teste LSD Fisher (p <O0,05).
Incrementos em relacdo ao controle foram calculados por: 100*(x-y)/y, sendo x a
média do tratamento e y a média do controle. CV (%) € o coeficiente de variacdo. O
bioestimulante foi preparado com uma suspenséo bacteriana de 108 células viaveis
por mL? combinadas com &cidos himicos (20 mg C L?) ! e aplicado na dose
equivalente a 450 L ha.

4. Discussao

No presente trabalho foi avaliada a aplicacdo no sulco de plantio e via
pulverizacao foliar do bioestimulante a base de BPCV na presenca de AH na cultura
da cana-de-acucar. Verificou-se que a melhor forma de aplicar o bioestimulante foi
via pulverizacao foliar, e que a melhor época de aplicacédo foi aos 60 dias apos a
emergéncia. A pulverizacao foliar € uma alternativa viavel para aplicacdo no campo.
Marques Jr (2010) obteve ganho de 23% ao realizar aplicacdo foliar de BPCV na
presenca AH, aos 100 dias apdés plantio em cana-de-agucar. Além disso, também,
nao foi observado aumento nos teores de N nas plantas inoculadas da mesma
forma que o encontrado no presente trabalho (Tabelas 2, 4 e 6).

A aplicacdo de BPCV na cultura da cana-de-agucar, via imersdo no
inoculante por um periodo de 30 minutos, promoveu um incremento médio de 13%
na producao de colmos. Além disso, os autores observaram similaridade entre os

valores de delta’® N nas folhas de cana-de-aclcar inoculadas e nédo inoculadas,
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evidenciando que o inoculante ndo afetou a FBN. O incremento observado na
producdo de colmos, de aproximadamente 24 toneladas ha™, pode ter ocorrido
devido ao efeito de promocao do crescimento vegetal (SCHULTZ et al., 2014).

As bactérias diazotroficas podem promover o crescimento das plantas pela
producdo de fitohorménios que sdo capazes de promover o desenvolvimento e
proliferacédo das raizes, resultando em uma absorcéao eficiente de a4gua e nutrientes
(MIRZA et al., 2001; OLIVARES et al., 2002; VIDEIRA et al., 2012).

Oliveira et al (2006) estudaram a inoculacéo in vitro de diferentes estirpes
de bactérias diazotroficas em duas variedades de cana-de-acucar SP70-1143 e
SP81-3250. Apos a inoculagéo, as plantulas foram incubadas por um periodo de 5
dias in vitro. Em seguida foram aclimatizadas em viveiro por 60 dias. As plantulas
foram cultivadas em condicdes de campo em trés locais com tipos de solo
contrastantes sendo estes apresentando: baixa, média e alta fertilidade natural,
respectivamente. Foi observado que o uso de BPCV demonstrou-se eficiente na
produtividade em solos com baixa e média fertilidade natural.

O efeito de AH na cultura da cana-de-acucar em condi¢cdes de campo foi
relatado por Govindasmy & Chandrasekaran (1992), que avaliaram a imersao de
colmos numa suspensao de AH a 0,3% durante 30 minutos, em comparacado com
a aplicacdo de AH no solo com doses de 3 e 6 g m?, aplicadas no momento do
plantio e aos 35 dias apés o plantio. A imersao dos colmos e a aplicacédo no solo
de 6 g m? de AH proporcionaram incrementos de 3 e 9% em relacédo ao controle,
respectivamente. A época de aplicacdo nao influenciou a produtividade da cana-
de-acUcar.

A operacdo em grandes escalas dessas formas de introducdo de
microrganismos promotores do crescimento, seja imersao de colmos ou inoculagao
in vitro, é pouco pratica. A metodologia de aplicacéo via foliar € simples e mostrou-
se eficiente com resultados semelhantes ou melhores aos demais métodos de
introduc&o de microrganismos. Foi observado que a inoculagéo foliar proporcionou
ganho de produtividade de 26 toneladas ha, na cana planta e de 16 toneladas na
cana soca.

Ao analisar a perspectiva historica da cultura da cana-de-agucar no Brasil,
percebe-se que o seu desempenho nos ultimos 40 anos foi muito aquém das
demais culturas. Enquanto culturas como milho tiveram aumento meédio na

produtividade nacional de 210%, o trigo de 180% e a soja 90%, a cana-de-agucar
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obteve aumento de apenas 30% (CONAB; IBGE 2017). Tais melhorias sado devido
a implantacdes de tecnologias de alto custo como o sistema de irrigacao e colheitas
mecanizadas. Neste trabalho, foi observado um aumento médio de 24% em relacao
ao controle considerando ambos os experimentos, 0 que representa quase 0O
aumento na produtividade média nacional dos ultimos 40 anos. Tais resultados
evidenciam que o bioestimulante baseado em BPCV, em conjunto com as SH, é
uma tecnologia promissora sob a perspectiva econdmica e ambiental.

Além disso, nos ultimos anos, o setor sucroalcooleiro vem sofrendo a maior
crise de sua histéria, com dezenas de usinas fechando suas portas e outras tantas
entrando com pedidos de recuperacédo judicial, o que acarretou desemprego de
milhares de trabalhadores. Além das demiss@es, 0s cortes nos gastos de producao
forcam o abandono dos canaviais incluindo as préaticas de adubacdo (TOLEDO,
2015). Neste contexto, o uso do bioestimulante € uma tecnologia de baixo custo
gue pode ser utilizada visando a manutencdo ou aumento da produtividade uma
vez que essa abordagem é mais eficaz em solos que apresentam baixa fertilidade.

No segundo ano do experimento ocorreu uma seca na regido sudeste do
Brasil, fato esse que acarretou em queda geral na producédo e na produtividade. No
entanto, o experimento conduzido em faixas na primeira soca apresentou
incremento na producdo de colmos, mesmo com a seca severa (Tabela 7). Em
experimento prévio, conduzido em casa de vegetacao, foi verificado que o uso de
AH e BPCV proporcionou melhoria na recuperacao do estresse hidrico em cana-
de-acucar (AGUIAR et al.,, 2016). Os mecanismos protetores contra estresse
hidrico podem ter sido os responsaveis pelo aumento significativo do rendimento
de colmos. Os &cidos humicos ativaram enzimas antioxidantes, enquanto que
BPCV promoveram alteracdes metabdlicas impulsionando mecanismos protetores

e a eficiéncia do fechamento de estbmatos (AGUIAR et al., 2016).
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5. Conclusodes

O uso de bioestimulante a base de AH e BPCV foi eficaz no aumento da
producdo da cana-de-acucar. Essa tecnologia € uma ferramenta que pode ser
utilizada visando ganhos econémicos e ambientais principalmente em locais onde

€ baixo o uso de fertilizantes nitrogenados.
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CAPITULO 2

EFICIENCIA DA RECUPERACAO DE NITRATO (K!**NOs) EM FUNCAO DA
APLICACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS NA
PRESENGA DE ACIDOS HUMICOS EM CANA-DE-ACUCAR

Resumo

O entendimento dos mecanismos responsaveis pelo aumento de producédo da
cana-de-acucar induzida pelo bioestimulante a base de &cidos humicos (AH) e
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) é fundamental para
ampliacdo do uso desta tecnologia. A analise do isétopo de nitrogénio de massa
quinze (**N) é uma ferramenta capaz de avaliar a eficiéncia de recuperacgdo da
adubacdo nitrogenada e, portanto, discriminar alguns efeitos dos AH e BPCV sobre
as plantas. O objetivo do trabalho foi quantificar a recuperagéo de nitrogénio (N) em
cana-de-acucar em funcéo da aplicacao isolada ou em conjunto de AH e BPCV. Foi
realizado um experimento em casa de vegetacédo, com a variedade de RB988503.
O experimento foi conduzido em delineamento em blocos inteiramente
casualizados com quatro repeticbes. O solo foi enriguecido com N marcado na
forma de nitrato de potassio (K*®NOz) com 10% de atomos de °N, para avaliar a
eficiéncia de recuperagédo de N. Os tratamentos foram: (i) AH, (i) BPCV, (iii) AH +

BPCV (iv) controle. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os
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efeitos dos tratamentos foram desdobrados em contrastes meédios. Foram
observados incrementos significativos na massa fresca e seca de raiz e parte
aérea, além de aumento no conteudo de N na parte aérea com a aplicacdo de AH
e BPCV, aplicados isoladamente ou em conjunto. A aplicacao isolada de AH

promoveu a recuperacao de N na raiz, sendo esse incremento de 17%.

Palavras-chave: is6topos, nitrogénio, BPCV.

Abstract

The understanding of mechanisms responsible forimproviments in sugarcane
production induced bybiostimulants based on humic acids (HA) and plant growth
promoting bacteria (PGPB) is critical to increase the use of this technology. The °N
isotopic analysis is a tool capable of evaluating the efficiency of recovery nitrogen
fertilization and, thus, discriminate some effects of HA and PGPB on plants. The
objective of this study wasquantify the efficiency of nitrogen (N) recovery in
sugarcane, in function of the sole or combined application of AH and BPCV. A
greenhouse experiment was carried out using the sugarcane variety RB 988503.
The experiment was conducted in a complete randomized block design with four
replicates. The soil was enriched with labeled N as potassium nitrate (K*®NO3) with
10% of °*N atoms, to evaluate efficiency of N recovery. The following treatments
were used: (i) HA, (ii) PGPB, (iii) HA + PGPB (iv) control. The results were submitted
to variance analysis, and the effects of the treatments were deployed in average
contrasts. Significant increases were observed in fresh and dry root and shoot mass,
and further increase in the N content in shoot, with the application sole or combined
of HA and PGPB. The sole application of HA promoted the recovery in order to 17%

of N content in the root.

Keywords: isotopes, nitrogen, PGPB
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l.Introducéo

A utilizacdo de fertilizantes nitrogenados na agricultura estd diretamente
associada ao uso de fontes de energia ndo renovavel e custos de producédo cada
vez maiores. O nitrogénio (N) é essencial no sistema de producdo, sendo o
responsavel pelo aumento de produtividade, especialmente em solos de baixa
fertilidade natural.

O N é nutriente mais limitante para o crescimento, perfilhamento e
desenvolvimento da cana, além de representar um custo significativo na producéao
de canaviais (TRIVELIN, 2000). No entanto, tem sido observado que a cana-de-
acucar apresenta baixa eficiéncia de uso de N (FRANCO et al., 2011; TRIVELIN
2000). Portanto, aumentar a eficiéncia de uso de N, além de trazer economia, pode
contribuir com menor impacto ambiental causado pela adubacéo.

O emprego de is6topos estaveis vem sendo utilizado cada vez mais em
varias areas de pesquisa. A utilizacdo do N como marcador propicia melhor
entendimento do ciclo do N no sistema solo-planta (TRIVELIN, 2000).

A dificuldade na determinacdo da quantidade de N do fertilizante,
recuperada pelas plantas pode ser solucionada com o uso da técnica isotopica do
N marcado, que utiliza is6topos estaveis de N (}*N e °N) como tracador. O uso é
baseado no fato de que o N e o °N ocorrem naturalmente numa razdo quase
constante de 273:1 atomos (0,3663% em atomos de '°N ou 3,663 ppm). Logo é
possivel tracar o movimento dos dois is6topos de N (4N e 1°N), simultaneamente,
fornecendo informagbes acerca do sistema e estimando as taxas de
transformacdes do N (FRANCO et al., 2011). A principal vantagem é a possibilidade
de distincdo do N na planta, do proveniente do solo e o N do fertilizante (TRIVELIN
et al., 1994)

A utilizacdo de BPCV tem demonstrado resultados positivos na promocao
de diversas culturas como abacaxi, que apresentaram aumento de 19% na massa
fresca de frutos inoculados (Werber et al., 2004). Em trigo, a inoculacdo promoveu
incremento de 45% na produtividade (Sala et al., 2007) e, em milho, foi observado
aumento médio de 26% na producéo de graos (CANELLAS et al., 2015).
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A aplicacdo de BPCV em condi¢des controladas em cana-de-acucar tem
demonstrado efeito significativo na fase inicial de crescimento em mudas pré-
brotadas (GIRIO et al., 2015). Os autores observaram aumento na velocidade de
brotacdo e no acimulo da matéria seca da parte aérea. E ao avaliarem a aplicacao
de BPCV em conjunto com fertilizantes nitrogenados em solos com baixa fertilidade
natural, verificaram gque a inoculagdo associada ao fornecimento de N favorece o
crescimento inicial da parte aérea e do sistema radicular.

A utilizagdo de BPCV vem sendo testada em nivel de campo e tem
proporcionado aumento na produtividade de colmos e matéria seca total similares
aos encontrados com a utilizacdo de 120 kg ha' de N (SCHULTZ et al., 2012;
2014).

As substancias humicas (SH) tém reconhecido efeito sobre a promoc¢éo do
crescimento de plantas, que pode ocorrer pelo aumento na absorcdo de nutrientes
ao aumentar a atividade da H*ATPases, nas raizes das plantas (CANELLAS et al.,
2002). Além disso, podem promover o desenvolvimento de raizes pela atividade
auxinica (CANELLAS et al., 2006; LAZZARINI, 2014). Quaggiotti et al. (2004), ao
estudarem os efeitos fisiologicos das SH em milho, verificaram que houve aumento
do influxo de nitrato nas raizes das plantas tratadas com AH. SCHULTZ et al.
(2014), ndo observaram alteragdes significativas na quantidade de °N em plantas
inoculadas com BPCV. Os autores sugeriram que o efeito observado sobre a
producdo esta mais associado a promoc¢ao do crescimento do que com a fixacao
biolégica de nitrogénio. A andlise de °N ainda néo foi utilizada para avaliacédo da
inoculagdo em conjunto de BPCV e AH. O objetivo deste trabalho é, portanto,
avaliar a eficiéncia da recuperacdo de N, utilizando K*®NOsz em cana-de-acUcar
inoculada com BPCV, na presenca ou ndo de AH.

2. Material e métodos

Foi realizado um experimento em casa de vegetacdo no campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes —RJ. Neste experimento, foi utilizada a variedade RB 988503 produzida
e cedida pela biofabrica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),

Campus Leonel Miranda, proveniente da técnica de micropropagacao.
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O solo foi classificado como Cambissolo Fluvico Distréfico de acordo com
o Sistema Brasileiro de Classificacdo do Solo e apresentou as seguintes
caracteristicas na camada aravel (0-0,2 m): pH = 5,2; P = 3 (mg/dm); K* = 0,06
(cmolecdm3); Ca*™ = 0,8 (cmolcdm™3); Mg** = 0,4 (cmolcdm-3); Al***= 0,5 (cmolcdm-3);
H* +Al = 3,8 (cmolcdm); Na* = 0,02 (cmolcdm™3); C = 14,2 (g dm3); MO = 17,4
(g/dm-3); CTC: 51 (mmolc dm3); V: 25 %. A andlise foi realizada em amostra
composta (10 subamostras) e em laboratério de rotina (UFRRJ, Campus Campos
dos Goytacazes - RJ), de acordo com a metodologia preconizada pela Embrapa
(1999).

O delineamento utilizado foi em blocos inteiramente casualizados com
quatro repeticdes. A saturacdo por bases foi elevada para 60% com aplicacéo de
calcario dolomitico PRNT 80%. Quinze dias ap6s a adi¢ao do corretivo, realizou-se
a adubacéo de plantio com P20s e KCI, nas doses equivalentes a 80 Kg ha' de P
e 60 Kg halde K, respectivamente. O solo foi enriquecido com nitrogénio marcado
com nitrato de potassio (K°NOz) 10% de atomos de °N, com uma dose equivalente
a 126,13 mg de N/vaso. As mudas de cana-de-agucar foram transplantadas em
vasos de 5kg, sendo considerada cada planta por vaso uma parcela. Um dia apos
o transplantio das plantulas foi realizada a aplicacéo dos tratamentos: (i) suspensao
de bactérias diazotréficas endofiticas 108 células mL* de (Herbaspirillum
seropedicae HRC 54, Herbaspirillum rubrisubalbicans 103 e
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal 5) — (ii) acidos humicos extraidos de
vermicomposto de torta de filtro (100 mg de AHL™Y) — (iii) bactérias diazotréficas
endofiticas na presenca de acidos humicos. Tais tratamentos foram comparados
com o controle (vi) no qual foi aplicado somente agua. A irrigacao foi controlada a
fim de evitar perdas de N por lixiviagdo. Foram avaliados a altura das plantas, o teor
de clorofila utilizando o SPAD, a massa fresca e seca da parte aérea e das raizes.
A colheita do experimento foi realizada apés 60 dias do plantio.

As amostras da planta e do solo rizosférico e nao rizosférico foram secas
em estufa (65° C) e, em seguida, moidas em moinho de bola para as determinagcdes
de N-total, e a abundancia de °*N (% de atomo de *°N) foi determinada utilizando
em um espectrometro de massa automatizado acoplado a um analisador de ANCA-
GSL N (Sercon CO., UK), no Laboratério de Is6topos Estaveis no CENA-USP.

A recuperacéo percentual do nitrogénio (R) foi determinada pela expressao:
R% = (Nppf/Naf) * 100(1)
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Sendo:

Nppf = {(A—-C)/(B-C)}*NT (2

Npof = NT — NPPF (IMQ/parcela)............uuuuuiciiiiiiineeeeeeeeeeeeeeeeeeei s 3)
Onde: Nppf- Nitrogénio na planta proveniente do fertilizante miligrama por parcela
(mg/parcela). A e B abundancia de N (% atomos) da planta e do nitrato de
potassio, respectivamente, C abundancia natural de '°N (0,366% de atomos), NT é
o contetdo de nitrogénio da planta (mg/parcela) e Naf a quantidade de K'*NOs
aplicado (mg/parcela). Npof o nitrogénio na planta proveniente de outras fontes
(mg/parcela).

Os dados referentes ao acumulo de N na parte aérea e raiz proveniente do
fertilizante (Nppf) e de outras fontes (Npof) foram submetidos a andlise de variancia,
as médias com diferenca significativa pelo teste F foram comparadas pelo teste de
Fisher (LSD), com significancia de 5% a partir do uso do software Sisvar® versao
5.1. Os resultados relativos ao crescimento e recuperacdo de nitrogénio foram
submetidos & analise de variancia e os efeitos dos tratamentos foram desdobrados

em contrastes médios.

Tabelal. Esquema da andlise de variancia para
analise de dados dos experimentos
realizados em casa de vegetacao

Causas da Variagéo GL
Bloco 3
Tratamentos 3
Residuo 9
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3. Resultados

As analises de variancia do experimento sdo mostradas nas Tabelas 2 e 3.
E os resultados das médias das caracteristicas analisadas na Tabela 4. A aplicacao
isolada de BPCV resultou no aumento de 24% de N na planta, proveniente de
outras fontes (Npof) na parte aérea. Esse valor foi o mesmo (25%) com a inoculacdo
em conjunto com AH, engquanto que o uso isolado de AH esse aumento foi de
somente 8,5% quando comparado ao controle (Tabela 5). Em relacdo ao N na
planta proveniente do fertilizante (Nppf) na parte aérea, a aplicacdo de AH
apresentou aumento de 8% em relacdo ao controle. O uso de BPCV em conjunto
ou ndo com AH néo alterou os valores de Nppf em relacédo ao controle.

Os contrastes médios que representam a diferenca em real magnitude
entre a média dos tratamentos comparados para as caracteristicas morfolégicas,
conteuldo e recuperacdo de N sdo mostrados na Tabela 6.

Foram observadas diferencas significativas no crescimento, como na
massa fresca e seca da cana-de-acucar com a aplicacdo de AH isolada ou em
conjunto com BPCV. No entanto n&o foram observados efeitos significativos em
relacdo a altura e Spad (Tabela 6).

O contraste que compara a matéria fresca e seca da parte aérea da cana-
de-acucar, entre o controle e a aplicacdo isolada de AH (AH versus controle),
apresentou incrementos de 8,4 e 20,1 %, respectivamente (Tabela 6). Em relacéo
ao conteudo de N, o AH promoveu aumento de 5,3%. O uso isolado do AH
proporcionou recuperacao do N na raiz, apresentando o incremento de 17,44% em
relacdo ao controle.

Para a aplicacdo isolada de BPCV, foram observados incrementos
significativos em relacdo ao controle (BPCV versus controle), para os parametros
massa fresca e seca da parte aérea, os incrementos foram 7,4 e 22,3%,
respectivamente, em comparagao ao controle (Tabela 6). Em relacdo ao contetdo
de N o incremento foi de 8,8%. A aplicacdo isolada de BPCV n&o apresentou
ganhos significativos na parte aérea e raiz em relacéo a recuperacéo de N (Tabela
6).

A aplicacdo em conjunto de AH e BPCV apresentou incrementos
significativos em relacdo ao controle (AH+BPCV versus controle), para os

parametros massa fresca e seca da parte aérea, os incrementos foram 10,8 e
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28,6%, respectivamente, em comparagao ao controle (Tabela 6). Em relacdo ao
conteudo de N, o incremento foi de 9,5%. A aplicacdo em conjunto de AH e BPCV
ndo apresentou ganhos significativos na parte aérea e raiz em relacdo a
recuperacdo de N (Tabela 6).

A aplicacéo isolada de AH foi significativamente superior a aplicacdo em
conjunto com as BPCV (AH versusAH+Bac), em relacdo a recuperacdo de N, os
incrementos foram de 10,8 e 54,6% na parte aérea e raiz, respectivamente. Na
comparacao entre a aplicagéo conjunta de AH e BPCV com a inoculagéo isolada
das BPCV (BacversusAH+Bac), ndo foram observados incrementos significativos
(Tabela 6).



44

Tabela 2. Analise da varidncia do experimento em blocos inteiramente

casualizados realizada em casa de vegetacao

Altura
Causas da Variagéo GL QM F
Bloco 3 0,01 1,42
Tratamentos 3 0,004 0,65
Residuo 9 0,007
Spad
Causas da Variacéo GL QM F
Bloco 3 2,65 1,73
Tratamentos 3 0,56 0,36m
Residuo 9 1,54
Peso fresco parte aérea
Causas da Variagéo GL QM F
Bloco 3 3,22 1,20
Tratamentos 3 14,55 5,40*
Residuo 9 2,70
Peso seco parte aérea
Causas da Variacéao GL QM F
Bloco 3 0,093 0,21
Tratamentos 3 3,67 8,11**
Residuo 9 0,45
Peso fresco Raiz
Causas da Variacéao GL QM F
Bloco 3 0,39 0,40"s
Tratamentos 3 1,42 1,46"s
Residuo 9 0,98
Peso seco Raiz
Causas da Variacéo GL QM F
Bloco 3 0,34 2,70ms
Tratamentos 3 0,31 2,49
Residuo 9 0,12
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Razdao raiz / parte aérea

Causas da Variagéo GL QM F
Bloco 3 0,004 3,85™
Tratamentos 3 0,02 18,20**
Residuo 9 0,001
Conteudo de nitrogénio

Causas da Variacéo GL QM F
Bloco 3 108,60 10,83**
Tratamentos 3 271,92 27,13*
Residuo 9 10,02

Recuperacgéo nitrogénio- Parte aérea
Causas da Variagéo GL QM F
Bloco 3 2,50 0,61™
Tratamentos 3 13,02 3,18™
Residuo 9 4,08934

Recuperacéo nitrogénio- Raiz

Causas da Variacéao GL QM F
Bloco 3 0,20 1,14"
Tratamentos 3 3,33 18,71%*
Residuo 9 0,17

"SNao Significativo, *Significativo a 5%, **Significativo a 1%, de probabilidade pelo teste F
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Tabela 3. Analise da variancia do acumulo de N na parte aérea e raiz proveniente
do fertilizante (Nppf) e de outras fontes (Npof)

Parte aérea- Nppf
Causas da Variagéo GL QM F
Bloco 3 0,92 0,14"s
Tratamentos 3 13,63 2,05
Residuo 9 6,62

Parte aérea - Npof
Causas da Variacéo GL QM F
Bloco 3 76,53 4,01*
Tratamentos 3 1086,95 56,82**
Residuo 9 19,12

Raiz- Nppf
Causas da Variagéo GL QM F
Bloco 3 0,46 1,08
Tratamentos 3 4,79 11,01**
Residuo 9 0,43
Raiz - Npof

Causas da Variacéao GL QM F
Bloco 3 4,60 0,84"
Tratamentos 3 27,23 5,04*
Residuo 9 5,44

"SNao Significativo, *Significativo a 5%, **Significativo a 1%, de probabilidade pelo teste F

Tabela 4. Caracteristica de crescimento da parte aérea, do sistema radicular e

Y

acumulo de nitrogénio na cana-de-aclcar em resposta a aplicacdo
associada ou ndo de acidos humicos (AH), bactérias promotoras do

crescimento vegetal (BPCV).

Caracteristicas de crescimento e acumulo de nitrogénio

Parte aérea @

Sistema radicular ®  Contetdo

Tratamento® ALT SPAD MFPA MSPA MFR MSR RPA deNPA®
cm g/planta g/planta mg/planta
O] 112,8 40,9 7,8 129 45 0,6 189,2
AH 120,5 44,4 9,3 11,5 45 0,5 199,2
Bac 116,8 44,0 9,5 119 4,7 0,5 205,9
AH+Bac 114,3 45,4 10,0 125 4,0 0,4 207,2

MTratamentos: (-):controle; AH: acido himico; BPCV: bactérias promotoras do crescimento
vegetal; AH+BPCV: acidos himicos e bactérias promotoras do crescimento vegetal. @Parte
aérea ALT: altura; SPAD; MFPA: matéria fresca parte aérea. MSPA: matéria seca parte aérea.
©) Sistema radicular, MFR: matéria fresca raiz; MSR: matéria seca raiz; RPA: razao entre raiz
e parte aérea. ® Conteldo de nitrogénio na parte aérea
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Tabela 5. Acamulo de N na parte aérea e raiz proveniente do fertilizante (Nppf) e
de outras fontes (Npof), na variedade de cana-de-acicar RB 988503
adubada com K'°NOs, aos 60 dias apés aplicacdo isolada ou em
conjunto de &cidos humicos (AH) e bactérias promotoras do crescimento

vegetal (BPCV)

Parte aérea

Controle AH Bac AH+Bac
mg/planta
Nppf 39,4 ab 42,5 a 38,3 b 39,0ab
Incremento em
relacéo ao controle - 7.8 - -
%
C.V. (%) 6.47
mg/planta
Npof 144,0 156,2 b 178,6 a 180,0 a
Incremento em
relagao ao - 8,5 24,0 25,0
controle(%)
C.V. (%) 267
Raiz
mg/planta
Nppf 6,5 ab 7.4a 5,5 be 5,0 ¢
Incremento em
relagéo ao controle - 13,8 - -
%
C.V. (%) 10,8
mg/planta
Npof 282 b 29,1 ab 323a 26,0 b
Incremento em
relacéo ao - - 14,5 -
controle(%)
o)
C.V. (%) 8.07

Médias seguidas de letra diferente diferem pelo teste LSD Fisher (p <0,05). Incrementos

em relacdo ao controle foram calculados por: 100*(x-y)/y, sendo x a média do tratamento
e y a média do controle. CV (%) é o coeficiente de variacao.



Tabela 6. Contrastes médios, incrementos médios relativos, quadrado medio do residuo (QMR) e coeficiente de
variacdo (CV) para as caracteristicas de crescimento parte aérea, sistema radicular, contetdo de N,
recuperacdo de nitrogénio em cana-de-agucar em resposta a aplicacdo de acidos humicos (AH) e
bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV).

Contrastes médios (incrementos relativos) ©

Parte aérea @ Sistema radicular @ Contelldo  Recuperacéo
FvV® GL de N PA de N ®
@
ALT SPAD MFPA MSPA MFR MSR RPA PA RAIZ
-cm- e g/planta------ ----g/planta---- mg/planta --------- %----=---
AH vs (-) 1 1,68 0,21"™ 8,77 10,77 3,57 0,09" 19,24** 20,01* 2,80m 9,23*
- - (8,4) (20,1) - - (-17,2) (5,3) - (17,4)
Bacvs (-) 1 0,45"  1,05" 6,82* 13,23* 1,93 0,30™ 15,02* 55,64** 1,59™  4,10™
- - (7.4) (22,3) - - (-15,5) (8,8) - -
AH+Bacvs (-) 1 0,05"  0,43" 14,55** 21,66** 0,29™ 4,10™ 53,95** 64,97** 0,39"  17,17*
- - (1018) (2816) - - (_3110) (915) - (-2410)
AH vsAH+Bac 1 0,99" 0,033 0,66 2,34"  2,21™  2,09™ 5,1* 3,70m 5,29* 51,61**
- - - - - - - (-3,9) - (10,8)  (54.6)
BacvsAH+Bac 1 0,16 0,116 1,35"™ 1,32 0,85 4,72~ 7,01* 0,107 0,41"  4,48™
- - - - - - - (-0,6) - - -
QMR 0,007 1,54 2,69 0,45 0,97 0,13 0,001 10,02 4,09 0,18
CV (%) 7,27 3,03 3,76 7,36 8,1 8,04 7,08 1,58 6,48 8,58

DEV: (-): controle; AH: acido hiimico; BAC: bactérias; AH+BAC: acidos himicos e bactérias. PParte aérea ALT: altura;
SPAD; MFPA: matéria fresca parte aérea. MSPA: matéria seca parte aérea. ®Sistema radicular, MFR: matéria fresca raiz;
MSR: matéria seca raiz; RPA: razao entre raiz e parte aérea. @Contetdo de nitrogénio. ® Recuperacao de Nitrogénio. (6)
incrementos relativos: 100*(x-y)/y, sendo x a média do tratamento inoculado e y a média do controle."nao significativo *,
**: significativo a 5 e 1 % pelo teste F.
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4. Discussao

No presente trabalho foi avaliado o uso de AH e BPCV aplicados
isoladamente ou em conjunto em plantulas micropropagadas de cana-de-agucar.
Foram analisadas caracteristicas de crescimento, acumulo de N, além da
recuperacao de fertilizante nitrogenado marcado.

Foi observado que a aplicacdo de AH isoladamente ou em conjunto com as
BPCV promoveram incrementos significativos para massa fresca e seca da parte
aérea. Marques Jr. et al. (2008) verificaram que as SH promoveram o crescimento
de parte aérea em mini toletes de cana-de-acucar em magnitude similar. O aumento
na promocao do crescimento radicular foi atribuido a uma a¢éo do tipo auxinica das
SH que estimulam a H*-ATPase na, membrana celular que gera o gradiente
eletroquimico e energiza transportadores secundarios (Canellas et al., 2002). Com
iss0, a absorcédo de nutrientes como nitrato é favorecida estimulando o crescimento
vegetativo (MORA et al., 2010). O aumento na absorcao de N influenciado pelo uso
AH foi confirmado no presente trabalho, pois as plantas inoculadas apresentaram
um incremento na recuperacao no valor de 17,4% quando comparado ao controle.

As SH e AH aplicados em conjunto com ureia nas folhas de cana-de-acucar
tém demonstrado efeito na absorcdo N (LEITE 2016). O autor realizou dois
experimentos em casa de vegetacao e verificou que as SH e AH proporcionaram
rapida absorcao da ureia, favorecendo o aproveitamento do N fertilizante. Na média
dos dois experimentos, a recuperacdo de *°N e eficiéncia de uso do N (EUN) foi
maior para a ureia+ SH (49%) em comparacdo com ureia + AH (43%) e apenas
ureia (37%). Além disso, o uso do AH induziu alteragdes no metabolismo da planta
avaliada pelas mudancas no conteudo de carboidrato total e proteina.

O mesmo autor testou a aplicagdo no solo de doses ureia e doses de SH
em soqueiras de cana-de-acucar em condicbes de campo. Verificou-se que a
mistura ureia+SH melhorou simultaneamente a producdo de cana-de-agucar e a
EUN. Porém, em relacdo a recuperacdo de '°N, ndo encontrou diferencas entre
tratamentos com ureia e ureia + SH na analise feita no fim do ciclo da cultura. A
explicagdo pode ser o fato de a cultura da cana-de-acgucar apresentar de 40 a 70%
do seu conteudo total de N proveniente do fertilizante nitrogenado na fase inicial de

crescimento em cana planta e primeira soca, respectivamente, enquanto na
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colheita, o N fertilizante participa 10% na cana planta e 10 a 35% na soqueira
(FRANCO et al. 2011).

Isso evidencia a importancia de aumentar a eficiéncia de uso do N. O
tratamento inoculado com AH apresentou 7,8% a mais de Nppf, quando comparado
ao controle (Tabela 5). O incremento proporcionado pelo uso do AH na recuperacéo
de N mostra que o seu emprego € promissor na cultura da cana-de-acgucar, visando
a diminuicdo da contaminacdo ambiental através de perdas por lixiviacdo, além do
ganho econdmico.

Verificou-se, ainda, que a utilizacdo de AH na presenca de BPCV aplicados
em milho aumenta a eficiéncia de uso de N em condi¢des stress hidrico, e que em
condicdes regulares de pluviosidade, ocorre aumento na EUN até a dose de 75 kg
ha! (CANELLAS et al., 2015).

No presente trabalho, ao analisar o efeito do AH, verificou-se qgue o mesmo
promoveu uma maior recuperacao de nitrogénio, ou seja, apresentou aumento na
recuperagéo de N, sendo o incremento no valor de 17,4% quando comparado ao

controle.

5. Conclusodes

O uso de AH e BPCV em cana-de-acucar € tecnologia que proporciona
incrementos na massa seca da parte aérea, além de aumento no contetudo de
nitrogénio. A aplicacdo de AH mostrou-se eficiente na recuperagdo de N na
variedade testada RB988503.
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4. CONCLUSOES

O uso de bioestimulante a base de acidos humicos e bactérias promotoras
do crescimento vegetal é eficaz no aumento de producao de cana-de-agucar pois
proporcionou incrementos na producéo de colmos sem modificar as caracteristicas
industriais da cana-de-acUcatr;

A aplicacao via foliar do bioestimulante € mais eficiente que a aplicacao no
sulco. E a melhor época de aplicacdo € aos 60 dias ap0s a emergéncia,;

A utilizacdo de AH e BPCV na cultura da cana-de-aglcar € uma estratégia
viavel que promoveu ganhos na producdo de colmos além de aumento na
recuperacdo de N. Essa tecnologia € uma ferramenta que pode ser utilizada
visando ganhos econémicos e ambientais em locais onde € empregado pouco uso

de fertilizantes nitrogenados.
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