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RESUMO

MALCHER, Deyse Jacqueline da Paixao; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; marco de 2021; Efeito genotipico da cana de agucar
com os diferentes estagios de inoculagdo e reinoculagdo do biostimulante
contendo bactérias benéficas e acidos humicos.; Orientador: Prof. Fabio Lopes
Olivares.

A utilizagdo de mudas pré-brotadas (MPB) de cana-de-agucar (Saccharum
hibrido) aliada a aplicagao de bioestimulantes € uma tecnologia que vem sendo
cada vez mais utilizada. No entanto, ainda restam algumas duvidas em relagdo ao
momento ideal para ocorrer a inoculagao e sobre a variabilidade genotipica a ser
utilizada, que pode influenciar significativamente na magnitude de resposta.
Nesse sentindo, objetivou-se com esse trabalho conhecer as respostas de
diferentes gendtipos de cana-de-agucar associados a aplicagdo de bactérias
benéficas e acidos humicos, nas diferentes ontogenias da planta. Portanto, foram
desenvolvidos trés experimentos interligados, inoculando e reinoculando o
bioestimulante composto das bactérias (Herbaspirillum seropedicae HRC54, H.
rubrisubalbicans HCC103 e Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5) suspensas
em acidos humicos, extraido de torta de filtro de cana-de-agucar, na dosagem de
48 mg de C L. No primeiro experimento foram utilizadas as variedades de cana:
RB867515, RB966928, RB969017 e RB036066, aplicando os tratamentos com ou

sem a imersdo dos mini-toletes no bioestimulante. No segundo experimento as
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variedades RB867515, RB966928 e RB969017 foram selecionadas de acordo
com a resposta do primeiro experimento. Os mini-toletes brotados foram
transplantados em tubetes e receberam no plantio 10 mL do bioestimulante, com
excegcao de parte do controle que recebeu apenas agua. Tendo assim o0s
tratamentos: C (controle); B (bioestimulado na brotagdo); C-M (controle, inoculado
nas mudas) e B-BM (bioestimulado, inoculado na brotacdo e nas mudas). No
terceiro experimento as RB867515, RB966928 foram selecionadas e conduzidas
ao plantio em ambiente aberto, onde foi realizada uma nova inoculagdo, com
200mL/planta de bioestimulante e parte do controle recebeu apenas agua, ficando
assim oito tratamentos: C (controle); C-P (controle, inoculado no plantio); C-M
(controle, inoculacdo nas mudas); C-MP (controle, inoculagdo nas mudas e no
plantio); B (bioestimulado na brotagao); B-BP (bioestimulado, na brotagdo e no
plantio); B-BM (bioestimulado, na brotagdo e nas mudas) e B-BMP
(bioestimulado, na brotagdo, nas mudas e no plantio). As avaliagbes feitas nos
experimentos foram desde a brotagdo, para obter a porcentagem e indice de
velocidade brotacdo, de cada variedade. Foram feitas também avaliacbes
biométricas das plantas e analise do sistema radicular, durante a formagao das
mudas e durante o desenvolvimento inicial das plantas. Inicialmente, a aplicacéo
do bioestimulante teve efeito benéfico apenas na variedade RB036066, com
incremento positivo de 10% na brotagdo, em relagdo ao controle. Na formagao
das mudas os tratamentos de inoculagdo e reinoculagdo do bioestimulante
mostraram-se eficiente em dois gendtipos testados: RB867515 e RB966928. No
terceiro experimento, em ambiente aberto, os tratamentos mais eficientes no
desenvolvimento inicial da cana-de-agucar foram: C-MP na RB867515, B-BM e B-
BP na RB966928. Ou seja, foram necessarias duas inoculagdes ao longo da
ontogenia das plantas. Na RB966928, apesar da inoculagdo no mini-tolete nao ter
sido favoravel no inicio da brotagdo, realizar reaplicagbes ao longo do
desenvolvimento da planta foi de fundamental importancia. Concluiu-se com as
evidéncias experimentais obtidas nesse trabalho, foram necessarias duas
inoculagdes ao longo da ontogenia das plantas. Apesar do tratamento com o
bioestimulante n&o ter sido favoravel no inicio da brotagéo, para alguns genétipos,
faz-se necessario observar a planta ao longo do seu desenvolvimento vegetativo.

Palavras-chave: Bioestimulagao, Mudas Pré-germinadas, Gendétipos, Ontogenia.
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ABSTRACT

MALCHER, Deyse Jacqueline da Paixao; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; March 2021; Genotypic effect of sugarcane with the
different stages of inoculation and reinoculation of the biostimulant containing
beneficial bacteria and humic acids.; Advisor: Prof. Fabio Lopes Olivares.

The use of pre-sprouted seedlings (MPB) of sugarcane (Saccharum hybrid)
combined with the application of biostimulants is an increasingly used technology.
However, there are still some doubts regarding the ideal time for inoculation and
the genotypic variability, which can significantly influence response magnitude. In
this sense, the objective of this work was to know the responses of different
sugarcane genotypes associated with the application of beneficial bacteria and
humic acids in the different ontogeny of the plant. Therefore, three interconnected
experiments were carried out, inoculating and re-inoculating the biostimulant
composed of bacteria (Herbaspirillum seropedicae HRC54, H. rubrisubalbicans
HCC103 and Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5) suspended in humic acids,
extracted from sugarcane filter cake, at the dosage of 48 mg of CL™". For the first
experiment, four sugarcane varieties were used: RB867515, RB966928,
RB969017 and RB036066 and two treatments: with or without the immersion of
the small stalks in the biostimulant. In the second experiment, the varieties
RB867515, RB966928 and RB969017 were selected according to the response of
the first experiment. Then, the sprouted small stalks were transplanted into tubes
and received 10 mL of the biostimulant at planting, except for part of the control
that received only water. Thus, the treatments: C (control); B (biostimulation at
sprouting); C-M (control, inoculated in seedlings) and B-BM (biostimulation,
inoculated in sprouting and seedlings). In the third experiment, RB867515,
RB966928 were selected and planted in an open environment, where a new
inoculation was carried out, with 200mL/plant of biostimulant and part of the
control received only water, thus leaving eight treatments: C (control); C-P
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(control, inoculated at planting); C-M (control, seedling inoculation); C-MP (control,
seedling and planting inoculation); B (biostimulation at sprouting); B-BP
(biostimulation, at sprouting and at planting); B-BM (biostimulation, at sprouting
and in seedlings) and B-BMP (biostimulation, at sprouting, in seedlings and at
planting). The evaluations made in the experiments were from the sprouting to
obtain the percentage and rate of sprouting speed of each variety. Biometric
evaluations of the plants and analysis of the root system were also carried out
during the seedling formation and the initial development of the plants. Initially, the
biostimulant application had a benéeficial effect only on the RB036066 variety, with
a positive increase of 10% in sprouting concerning the control. In the formation of
seedlings, the treatments of inoculation and reinoculation of the biostimulant
proved to be efficient in two genotypes tested: RB867515 and RB966928. In the
third experiment, in an open environment, the most efficient treatments in the initial
development of sugarcane were: C-MP in RB867515, B-BM and B-BP in
RB966928. That is, two inoculations are necessary throughout the ontogeny of the
plants. In RB966928, despite the inoculation in the small stalks not being
favourable at the beginning of the sprouting, it was of fundamental importance to
carry through reapplications during the development of the plant. In conclusion,
with the experimental evidence obtained in this work, two inoculations are
necessary throughout the ontogeny of the plants. Although the biostimulation
treatment is not favourable at the beginning of sprouting, it is necessary to observe
it for some genotypes throughout the vegetative development of the plants.

Keywords: Biostimulation, Pre-sprouted Seedlings, Genotypes, Ontogeny.



1. INTRODUCAO

O Brasil desempenha importante papel global na produgdo e
comercializagdo de commodities agricolas, que cresce a cada ano com a adogéo
de novas tecnologias e dentre as principais culturas agricolas brasileiras, esta a
cana-de-agucar (Saccharum spp.) (Barreto et al., 2019).

A cana-de-agucar é considerada uma alternativa viavel para o setor de
biocombustivel, pois apresenta um grande potencial na produgéo de etanol, além
de atuar na geragcdo de energia elétrica, reduzindo os custos de producgao
(CONAB, 2019). E o etanol produzido exerce papel fundamental, no apelo
mundial por energia limpa, que € utilizar combustiveis que reduzam a emissao de
gases de efeito estufa e que esteja disponivel em grande escala (Schultz et al.,
2015).

Ao longo dos anos, a cana-de-agucar teve um aumento expressivo de sua
area cultivada, o que culmina por demandas por novas tecnologias de producéo,
que reduzam os impactos ambientais e promovam ganhos de produtividade (De
Oliveira et al., 2018). Além do mais, para que haja uma otimizagdo do rendimento
da cana-de-agucar, a recomendacao técnica sugere que 20% dos canaviais
sejam renovados anualmente (Matoso et al., 2017).



Sendo assim, o estudo dos fatores que mais interferem na produgao e na
qualidade da cultura é de fundamental importancia, e dentre eles, estdo: a
interacdo edafoclimatica, o manejo e a variedade escolhida (Maule et al., 2001).
Além desses estudos, May e Ramos (2019) destacam o uso de colmos (toletes)
como unidade propagativa para instalagédo do canavial.

E umas das formas mais eficientes de reforma de canaviais sdo por meio
da utilizagdo de mudas pré-brotadas (MPB), que consiste em mudas provenientes
de mini toletes ou mini rebolos, produzidas sob condigdes controladas de casa de
vegetacdo. O sistema MPB promove uniformidade nas linhas de plantio e
diminuicdo do numero de gemas de 15-21 gemas/metro (Landell et al. (2012).

A pratica do plantio convencional no cultivo da cana envolve o uso de
aproximadamente 18 t de hastes por hectare, gerando custo e volume de material
muito grande para implantar ou renovar o canavial (Matoso et al., 2019). A
utilizagdo da tecnologia de mudas de cana pré-brotadas no plantio requer apenas
um broto para a produgcédo de mudas e reduz em 90% o volume de material de
propagacao aplicado. Ou seja, reduz colmos por hectare, aumenta a taxa de
multiplicagédo e uniformidade do plantio (De Oliveira et al., 2018).

No Brasil a demanda de renovagao de 20% do canavial, corresponde ha
1,8 milhdes de hectares, que devem ser renovados anualmente, gerando uma
demanda de 30 milhdes de mudas/ano. Sendo, um dos desafios da cadeia de
producdo sucroenergética, proporcionar a disponibilidade de mudas de alta
qualidade genética e fitossanitaria, com alto rendimento de producéo (Matoso et
al., 2017).

Nesse sentido, a tecnologia de mudas pré-brotadas (MPB), vem sendo
cada vez mais utilizadas nas reformas de canaviais, que consiste em mudas
provenientes de mini toletes ou mini rebolos, produzidas sob condicbes
controladas de casa de vegetagao (Landell et al., 2012).

Apesar disso, € uma tecnologia ainda em expanséo (De Oliveira et al.,
2018), sobretudo quando complementa a tecnologia com a utilizagdo de
bioestimulante.

Os estudos de cunho de produgao sustentavel da cana-de-agucar tem
como um dos objetivos reduzir a dependéncia por fertilizantes sintéticos, pelo
incremento da Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) ou pela melhoria da

eficiéncia de uso do nitrogénio, isto é, a produgcdo de colmos por unidade de



nitrogénio incorporado na biomassa (Robinson et al., 2016), e a aplicagdo desses
bioestimulantes mostrou-se eficiente na cultura da cana-de-agucar em diversos
trabalhos (Marques Junior et al., 2008)

A eficiéncia da FBN também depende das diferengcas genéticas entre
variedades de cana, pois, segundo Chaves et al. (2015), a variabilidade
genotipica influéncia nas respostas da cana-de-agucar a inoculagao.

Com relagcédo a qualidade genética da cana-de-agucar, existem diferentes
variedades ja lancadas (Ridesa, 2015) e para que haja um aumento na
produtividade dessas, estudos vem avangando em tecnologias a base de
bioestimulantes promotores do crescimento vegetal. No trabalho desenvolvido por
Matoso et al. (2019) os autores observaram que a inoculagdo com bactérias
diazotroficas resultou em aumentos significativos no crescimento e no acumulo de
nitrogénio das mudas de cana-de-agucar, no entanto, o fator que mais influenciou
nas respostas da inoculagéo foi as variedades utilizadas, bem como o substrato
usado para a formagao das mudas.

Autores como Matoso et al. (2019) relataram também, que uma maior
eficiéncia da bioestimulagdo pode ocorrer ao longo estadio fenoldgico da planta e
que fatores bibticos e abidticos podem vir a interferirem no efeito da interacéo
gendtipo-planta e a inoculagao/aplicagao (Andreote et al., 2014).

Apesar da eficiéncia da aplicagcdo dos bioestimulantes, pode haver
variagdes dos efeitos positivos em relagdo ao crescimento e desenvolvimento das
plantas, por exemplo, a aplicacdo pode potencializar producdo de ramos
vegetativos e ndo alterar a produtividade da cultura (Lopes et al., 2020)

Nesse sentindo, ainda existem algumas lacunas que faltam ser
preenchidas com relacao aos assuntos descritos acima como: Qual é a fase ideal
para que a aplicagdo do bioestimulante (inoculagdo) ocorra? Sera que as
respostas podem variar de acordo com o tempo de aplicacdo e reaplicagao?
Sendo assim, os estudos devem avancar no sentido de compreender melhor a
interacao dos diferentes gendtipos da cultura quanto a resposta da tecnologia dos

estimulantes bioldgicos.



2. HIPOTESE

A resposta do bioestimulante é influenciada pela fase de aplicacdo e
variabilidade genética da cana-de-agucar. Sendo, necessarias reaplicagoes,
durante as fases genotipicas das plantas.

3. OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi conhecer as magnitudes de respostas da
aplicagao do bioestimulantes a base de bactérias diazotréficas endofiticas mais
acidos humicos (AH), em diferentes gendtipos de cana-de-agucar, nas diferentes
fases das plantas, a saber: na brotacdo dos mini-toletes, na formacao das mudas
e no inicio do plantio. Tencionou-se fornecer informagdes sobre a variabilidade de

resposta do material genético a inoculagdo e o momento da aplicagao.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. A cana de agucar no Brasil.

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum spp.)
(Matoso etal., 2019) e nos ultimos anos, a cultura vem expandindo-se para novas
areas agricolas, especialmente em pastagens degradadas, influenciando
decisivamente o desenvolvimento econbémico, social e cultural da maioria das
regides (Schultz et al., 2017).

No terceiro levantamento da safra 2020/21 a produg¢ao de cana-de-agucar
é estimada em 665,1 milhdes de toneladas, indicando incremento de 3,5% em
relacdo a safra 2019/2020. A estimativa da area de produgdo estda em 8.605
hectares, com pequena variacdo de 1,9% de incremento, quando comparada a
safra anterior. Esse fato esta atrelado principalmente ao aumento de area de
producao na Regido Sudeste, em especial nos Estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Sao Paulo, sendo a regido paulista considerada como o principal estado

produtor do pais, com estimativa de area de 4.427 hectares (Conab, 2020).



A expansdo agricola da cana-de-agucar nos ultimos anos ocorreu
especialmente em pastagens degradadas, influenciando decisivamente o
desenvolvimento econdmico, social e cultural da maioria das regides (Schultz et
al.,, 2017). Portanto, € uma cultura de grande importancia para a produgéo
brasileira de energia renovavel, no qual a matriz Energética Brasileira de fontes
renovaveis manteve-se entre as mais elevadas do mundo 43,5% em 2016. Sendo
que, 17,5% dessa matriz energética s&o provenientes da biomassa da cana de
acucar. As demais energias correspondem a hidraulica com 12,6%, a lenha e o
carvao vegetal 8% e outras fontes 5,4% (Ben, 2017).

Com toda essa importancia que a cana apresenta no cenario brasileiro,
estudos vem sendo crescentes em relagéo a variedades que melhor se adptem as
condigdes climaticas diversas do nosso pais. Nesse sentido foi criada em 1990 a
Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético
(RIDESA), onde torna-se conhecida nacional e internacionalmente como lider no
desenvolvimento de novas variedades de cana-de-agucar (Ridesa, 2010).
Segundo Daros et al. (2015), com o éxito do programa de melhoramento da
RIDESA pode-se observar uma evolugao do cultivo das variedades RB (Republica
do Brasil), que representavam apenas 5% das variedades cultivadas no Brasil, na
safra 1990/1991 e com o éxito do programa até a safra 2014/2015 ja apresentava
uma area cultivada de 68% de cultivo das variedades RB nas empresas
agroindustriais do Brasil.

Dentre as RB’s mais plantadas no Brasil é interessante destacar a
RB867515, liberada em 1997 pela Universidade Federal de Vigosa (UFV) ainda
pelo PLANALSUCAR, responsavel por 9,35% da area de plantio na regiao do
Estado de S&o Paulo e Mato Grosso do sul (Ridesa, 2020). E uma variedade que
venceu desafios, especialmente pelo fato de ter expandido sua area de plantio em
solos de baixa fertilidade, solos arenosos e com restricbes hidricas, visto que até
0 seu surgimento outras variedades nao tinham apresentado esse desempenho
de cultivo. A RB867515 é uma variedade proveniente de um policruzamento. Ou
seja, a sua progenitora RB72454 foi fecundada ao acaso com pélen de diversas
outras variedades (Ridesa, 2015).

Outra variedade de grande destaque devido sua area de plantio é a
RB966928, com 13,06% da area de plantio na regidao do Estado de Sao Paulo e

Mato Grosso do sul (Ridesa, 2020). E uma variedade desenvolvida pela



Universidade Federal do Parana (UFPR), que ao ser liberada pela Ridesa em
2010, apresentou grande éxito em plantios de colheitas mecanizadas, com boa
adaptagao e produtividade em ambientes médios e de excelente capacidade de
brotacdo das soqueiras. Sendo assim, bastante indicada na colheita mecanizada
(Ridesa, 2015).

No ano de 2015 a RIDESA liberou 16 novas variedades, em comemoragao
aos seus 25 anos da Rede e 45 anos de variedades RB’s. Dentre elas foram
langadas a RB969017 e RB036066. A variedade RB969017 foi criada pela
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), langada para atender os
ambientes de plantio de cana-de-agucar dos Estados do Rio de Janeiro, Espirito
Santo, nordeste de Minas Gerais e sul da Bahia, areas de abrangéncia das
pesquisas da UFRRJ. E uma variedade de rapida brotacdo e desenvolvimento,
com alto teor de sacarose e alta produtividade agricola. Apresenta excelente
brotagcdo em cana-planta e em soqueiras.

Ja a variedade RB036066 foi criada pela UFPR apresentando o6tima
brotacao e perfilhamento em cana-planta e cana-soca e fechamento de entre
linhas. Esta variedade tem alta produtividade agricola e tem maturacdo média
(Ridesa, 2015).

4.2. Interagao das bactérias benéficas na cana-de-acgucar

As bactérias diazotréficas endofiticas colonizam varias plantas néao
leguminosas, induzindo diferentes mecanismos, como a fixagdo biolégica de
nitrogénio (FBN), solubilizacdo mineral, producdo de fitohorménios e biocontrole
de patogenos, promovendo dessa forma o crescimento das plantas, (Fuentes-
Ramirez et al., 1993; Verma et al., 2001; Canellas et al.,, 2012). A inoculagao
dessas bactérias na cana-de-agucar pode contribuir para a sustentabilidade, pois
atua nos mecanismos de promogao de crescimento e suprimento do Nitrogénio
via FBN, permitindo ganhos na produtividade e reduzindo a utilizagao de insumos,
com consequente diminuigdo dos custos de produgao (Chaves et al., 2015). De
acordo com Baldani et al. (2002) o sucesso da cana-de-agucar pode continuar por
muitos anos, considerando seu potencial exploragao, onde, os resultados sao
promissores envolvendo a inoculacdo de bactérias diazotréficas endofiticas em

plantas de cana-de-acgucar.



Os estudos envolvendo o incremento da FBN em cana-de-agucar tiveram
suas bases conceituais incialmente estabelecidas na metade do século XX,
iniciados com o trabalho pioneiro de Ddbereiner (1953), quando foi observada a
ocorréncia de Azotobacter chroococcum e Beijerinck sp. em solos acidos. Desde
entdo, ja foram publicados diversos trabalhos com bactérias fixadoras de
nitrogénio, nessa cultura.

O inoculante com base em bactérias diazotréficas promove incremento no
desenvolvimento e na produtividade da cana-de-agucar similar a adicdo de 120 kg
ha' de N fertilizante, no entanto, esse parametro depende da variedade
trabalhada (Schultz et al., 2012). Segundo Chaves et al. (2015) essa variagao
pode estar relacionada com o gendtipo da planta e principalmente com as
condi¢cbes da fertilidade do solo, mas, em se tratando de uma cultura de grande
extenséo territorial, o suprimento de cerca de 30% da demanda de N pela FBN

certamente trara beneficios ambientais e econdmicos para essa cultura.
Essas respostas diferenciadas do inoculante na cultura da cana séao

influenciadas tanto pelos gendtipos quanto pelas condigbes climaticas do meio,
como foi observado em experimento de campo por Schultz et al. (2012). Ou seja,
a diferenga do gendtipo da cana-de-agucar influencia na resposta a inoculagéo
(Chaves et al., 2015). No entanto, com o avango da genética selecionando novas
cultivares que utilizem fontes de N na dosagem recomendada e abaixo da
recomendada, podem-se identificar gendtipos responsivos ou ndo ao nitrogénio
que ajudardao a selecionar materiais que contribuem para o uso eficiente de
nitrogénio (Robinson et al., 2016), visto que o uso de bactérias fixadoras de N em
cana-de-agucar ndo substitui a adubacgédo nitrogenada, mas reduz a utilizagado

desse fertilizante.

4.3. Substancias humicas na promog¢ao do crescimento vegetal da cana-

de-acucar.

As substancias humicas (SH) sao divididas em trés fragbes com distintas
caracteristicas fisico-quimicas e classificadas com base na solubilidade em meio
acido ou alcalino, em: acidos humicos (AH), acidos fulvicos (AF) e humina (H)
(Canellas e Santos, 2005), sdo os principais componentes da matéria organica do

solo (85 a 90 %) e originam-se a partir de transformacbes bioquimicas de



compostos como lignina, celulose, hemicelulose, agucares e aminoacidos (Silva e
Mendonga, 2007).

As substancias humicas podem estar envolvidas em rotas de estimulagéo
do bombeamento de H*, mediado pela H'-ATPase, levando ao aumento da
absorcao de nutrientes e da expansao celular. Essa teoria esta relacionada com a
acidificagdo do apoplasto, que por sua vez ativam enzimas especificas que atuam
sobre a parede celular aumentando sua plasticidade, influenciando no processo
de crescimento e alongamento da célula vegetal, relacionado com a teoria do
crescimento acido (Rayle e Cleland, 1992). Neste contexto, as moléculas de AH
se apresentam como reservatorios bioativos de moléculas com atividades
auxinicas (Canellas e Santos, 2005).

Desta forma, os AH tém sido usados como bioestimulantes aplicados
diretamente no solo ou via foliar, principalmente por influenciarem no metabolismo
das plantas (Barral, 2015). E também sao utilizados como veiculo de introdugéo
de microrganismos diazotréficos endofiticos em sistemas de producdo agricola
(Canellas et al., 2012). Alterando diretamente o metabolismo bioquimico das
plantas e por consequéncia, podendo influenciar no seu crescimento e
desenvolvimento (da Rosa et al., 2009).

Na cana-de-agucar, a aplicacdo do AH em mini-toletes, promoveu um
aumento significativo na area radicular (Marques et al., 2008). E quando aplicado
via foliar, o bioestimulante a base de AH, apds 60 dias de emergéncia da cana-
de-agucar, apresentou um aumento de 37% do rendimento do caule quando
comparado as plantas que nao receberam o AH, além disso, apresentou aumento
na produtividade em 24% em relagdo ao controle, na segunda soqueira (Da Silva
et al., 2017).

Também foi observado que a aplicacao dos acidos humicos no solo apés
45 dias de brotagcdo da cana-de-agucar aumentou os niveis de 40 compostos,
entre estes metabdlitos ligados a resposta ao estresse e ao crescimento celular.
Bem como, acidos chiquimico, cafeico, hidroxicinamico, putrescina, acido
beénico, quinolina xilulose, galactose, lactose prolina, oxiprolina e acido valérico,
em relagédo ao estresse e adenina e adenosina derivados, ribose, acido ribdnico e

acido citrico, em relagéo ao crescimento celular (Aguiar et al., 2018).
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4.4. Associagado da cana-de-agucar com bioestimulante a base de bactérias

benéficas e substancias humicas.

Trabalhos envolvendo a tecnologia de bioestimulante, ja vém sendo
descritos na literatura ha algum tempo (Marques et al., 2008; Chaves et al., 2015;
Da Silva et al., 2017; Schultz et al., 2017), onde bactérias benéficas a agricultura
sao utilizadas como inoculantes (material contendo microrganismos que atuam no
desenvolvimento das plantas, promovendo beneficios econdmicos, sociais e
ambientais) (Jurandy et al., 2016).

Um outro fator que deve ser levando em consideracédo visando a melhoria
da nutricdo nitrogenada na cana-de-agucar é a utilizagdo do bioestimulantes em
associagao com bactérias diazotroficas endofiticas mais o componente prinicipal
da matéria organcia que sdo as substancias humicas. Segundo Canellas et al.
(2012), a utilizacdo de acidos humicos (AH) na composi¢cao de bioestimulante
vegetais pode funcionar como veiculo de introducdo de microrganismos
diazotréficos endofiticos na planta, promovendo o aumento da populacdo de
bactérias introduzidas e auxiliando sobre os seus efeitos benéficos na planta.

O uso dos inoculantes traz grande economia de fertilizante nitrogenado
mineral, maior produtividade das culturas, preservacdo da microbiota e da
microfauna do solo, reduzindo o custo de produgéo (Jurandy et al., 2016).

Além do mais, o uso em conjunto das bactérias diazotréficas endofiticas
com os acidos humicos vem sendo utilizado, pois a combinagdo promove o
crescimento e desenvolvimento das plantas, devido o fornecimento de nutrientes
por meio de uma maior mineralizagdo da matéria orgénica ou pela fixagao
biolégica de N (Marques et al., 2008). Um estudo com mini-toletes de cana-de-
agucar utilizando-se o uso combinado de AH e bactéria, promoveu aumento
significativo na area radicular, indicando beneficios dessa associagao para o
crescimento da espécie em estudo (Marques et al., 2008).

A aplicagao via foliar do bioestimulante, apés 60 dias de emergéncia da
cana-de-agucar, apresentou um aumento de 37% do rendimento do caule quando
comparado ao controle e incremento na produtividade em 24% em relagdao ao
controle, na segunda soqueira (Da Silva et al., 2017). Além disso, a promogéao de

crescimento em cana-de-agucar co-inoculada com HA e H. seropedicae mostrou
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rendimentos maiores do que plantas ndo inoculadas por trés anos consecutivos,

comprovando os beneficios da co-inoculacdo (Aguiar et al., 2018).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local da condugao experimental, gendtipos utilizados e preparo do
bioestimulante

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Campus Campos dos Goytacazes (UFRRJ-CCG), regido norte do
Estado do Rio de Janeiro.

A preparagdo do bioestimulante vegetal utilizado foi realizado no
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual do Centro de Biociéncias e
Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(LBCT/CBB/UENF).

Nos trabalhos foram analisados quatro gendtipos de cana-de-agucar,
(RB867515, RB966928, RB969017, RB036066), que foram selecionados na
propria unidade experimental da UFRRJ-CCG, com as suas principais
caracteristicas descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Descrigdo dos quatro gendtipos de cana-de-agucar avaliados no
trabalho

Velocidade de

Genétipos Produtividade crescimento Maturacao
RB867515 Alta Rapido Média tardia
RB966928 Alta Rapido Precoce
RB969017 Alta Rapido Precoce-Média
RB036066 Alta Rapido Média

(DAROS et al., 2018; RIDESA 2015)

O bioestimulante utilizado nos experimentos, foi composto por uma mistura
de bactérias + acidos humicos. As bactérias utilizadas foram: Herbaspirillum
seropedicae (cepa HRC 54), Herbaspirilum rubrisubalbicans (cepa HCC103) e
Gluconacetobacter diazotrophicus (cepa PAL 5) suspensas em acidos humicos
extraidos da torta de filtro de cana-de-actcar na dosagem de 48 mg C L. No
preparo do indculo, as cepas foram cultivadas em meio DYGS modificado
Rodrigues Neto et al. (1986) a 30° C por 24h em agitador orbital a 150 rpm, até
atingir densidade optica (D.Osso = 1), contendo aproximadamente 10® mL™
células.

Foram desenvolvidos trés experimentos em continuidade um do outro, o
primeiro foi realizado durante a pré-germinagdo dos mini-toletes de cana-de-
agucar, com e sem a aplicagédo do bioestimulante. O segundo foi desenvolvido
durante a formagao das mudas, em tubetes, selecionando os gendtipos de acordo
com a resposta do primeiro experimento.

No terceiro experimento as mudas, formadas no experimento anterior,
foram conduzidas ao plantio em colunas de PVC em ambiente aberto, testando
novamente a reinoculagao, com bioestimulante.

Todos os dados coletados foram submetidos a analise descritiva (médias +
erro padrao da média), e submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os dados
que apresentaram significancia pelo teste F, foram comparados pelo teste de
LSD, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05). As analises foram realizadas pelo
programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011) e os graficos pelo programa
GraphPad Prism 7.00.

Os detalhes de cada experimento estdo descrito a seguir:
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5.2. Experimento 1: Aplicagao de bactérias benéficas e acidos humicos: efeitos na
brotacdo de mini-toletes de cana-de-agucar.

O plantio foi realizado em caixas plasticas de 10 kg de substrato comercial
Basaplant® autoclavado. A autoclavagem do substrato utilizado no experimento
nao interferiu nas propriedades quimicas dos nutrientes, com excecao apenas do
Boro (B), no qual teve uma redugao significativa, apés a autoclavagem. No
entanto, essa reduc&o nao influenciou no experimento (Tabela 2).

As caixas foram distribuidas em blocos ao acaso com quatro repeticoes.
Cada repeticdo consistiu em 20 mini toletes, com gemas individualizadas

plantadas a uma profundidade de 0,04 m.

Tabela 2. Analise quimica do substrato, autoclavado (A) e sem autoclavagem
(S.A)

pH N PxOs KO Ca Mg C S Fe Cu Zn Mn B u
H.O g/kg mg/Kg %
A 5 462 368 223 520 041 2784 056 9460 28 90 190 33,6 33,92

SA 49 504 377 21 520 040 2496 054 8855 26 90 182 104,8 30,64

Antes do plantio, os minis toletes foram tratados termicamente em banho-
maria a 52 ° C por 30 minutos e apds foram tratados com fungicida Priori Xtra®,
por dois minutos, na propor¢gdo de 15L de agua para 15 mL do produto. Em
seguida, os minis toletes do tratamento bioestimulado receberam o tratamento
com as bactérias mais os acidos humicos, no qual consistiu na imersao por 30
minutos na solugdo, sob agitagdo. E o tratamento controle ficou imerso apenas
em agua, nas mesmas condi¢des do tratamento bioestimulado.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial
2 x 4 (com aplicagao do bioestimulante e sem aplicagdo do bioestimulante x
quatro gendtipos de cana-de-agucar). Cada tratamento teve quatro repeticdes,

contendo 20 mini-toletes, ou seja, 80 unidades experimentais por
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tratamento.Durante a condugado do experimento foram realizadas as avaliagcboes
da porcentagem de brotagdo (%) e do indice de velocidade de brotacédo (IVB),
conforme descrito por Maguire (1962), onde: IVB =E1/N1+ E2/N2 +. .. En/ Nn;
onde: E1, E2, ... En = numero de mudas normais registradas na primeira
contagem, na segunda contagem e na ultima contagem; N1, N2, ... Nn = numero
de dias desde a semeadura na primeira, segunda e ultima contagem. Os
tratamentos foram avaliados diariamente por 20 dias, periodo suficiente para as

mudas atingirem a brotagao.

5.3. Experimento 2: Aplicagao e reaplicagdo de bioestimulante na formagao de
mudas de cana-de-agucar.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), campus Campos dos Goytacazes. E a
preparagcao do bioestimulante ocorreu no Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual (LBCT - UENF).

As variedades de cana-de-agucar selecionadas nesse experimento foram:
RB867515, RB966928 e RB969017, de acordo com os resultados de brotagao
das mesmas, no experimento anterior.

Os minis toletes pré-brotados, aos 20 dias, foram transplantados em
tubetes com capacidade de 290cm?®, no qual foram preenchidos com substrato
comercial Basaplant®. Em seguida, foram distribuidos os tratamentos, sendo
estes: C (tratamento controle); C-M (Tratamento controle, inoculado na formagéao
das mudas); B (tratamento bioestimulado na brotagdo); B-BM (Tratamento
bioestimulado, inoculado na brotagcdo e formagédo das mudas) (Figura 1). Apds o
transplantio os tratamento C-M e B-BM receberam 10 mL do bioestimulante por
tubete. Ja os tratamentos C e B receberam 10 mL de agua. O esquema
experimental foi fatorial 3 x 4 (trés gendtipos x quatro tratamentos de

bioestimulagédo), com 20 repetigdes em cada tratamento.



16

B-BM

Figura 1. Esquema experimental para realizacdo de tratamentos. Sendo, C
(tratamento controle); B (tratamento bioestimulado na brotagéo); C-M (Tratamento
controle, inoculado na formacgédo das mudas) e B-BM (Tratamento bioestimulado,
inoculado na brotagao e formagao das mudas).

Aos 60 dias ap6ds o transplantio da cana-de-agucar para os tubetes, foram
analisadas caracteristicas agronémicas importantes para a formagao de mudas,
como: altura da planta, com o auxilio de uma régua graduada; diametro do caule,
com o auxilio de um paquimetro digital; teor de cor verde nas folhas, com o auxilio
do equipamento de indice SPAD; contagem do numero de folhas e numero de
perfilhos, pelo método visual.

Foram realizadas também trés podas a cada 20 dias, nas quais foi
quantificada a massa seca retirada da poda. Para tanto, os materiais foram
acondicionados em sacos de papel tipo Kraft, identificados e submetidos a
secagem artificial em estufa com circulagdo de ar forgcada a 70°C + 2°C por 72
horas.

E ao final do experimento, cinco plantas de cada tratamento foram
coletadas para analise do sistema radicular, onde as raizes foram lavadas em
agua corrente sobre peneiras de 2 mm para determinagdo do comprimento, area

de superficie e volume da raiz, por meio do programa WinRhizo.

5.4. Experimento 3: Efeito do periodo de aplicagdo de bioestimulante na fase

inicial do plantio da cana-de-agucar

O experimento foi conduzido em uma area aberta na Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), campus Campos dos Goytacazes. E a



17

preparacdao do bioestimulante foi realizada da mesma forma dos experimentos
anteriores.

Durante a condugao do experimento entre os meses de maio a julho de
2019 foi observado o indice pluviométrico na unidade experimental da UFRRJ-
CCG que obteve uma taxa de 161,4; 22,6 e 16,4 mm nos meses de maio, junho e

julho, respectivamente (Figura 2).

iNDICE PLUVIOMETRICO (mm)

180 161.4
160

140
120
100
80
60

%0 22,6 16,4

Maio Junho Julho

Figura 2. indice pluviométrico obtido de dados da Estacéo Climatoldgica do
CCG/UFRRJ.

Na conducdo do experimento foram selecionadas mudas com 60 dias de
formacdo, das variedades RB867515 e RB966928. Partes dessas mudas ja
haviam recebido o bioestimulante na brotacdo e/ou na formacao das mudas.

Estas foram plantadas em colunas de PVC com dimensdes de 1m de
altura por 150 mm de didametro, preenchido com solo com as caracteristicas
descritas na Tabela 3. A adubagéo de plantio consistiu em 3 g de N e 4,7 g K,O
por tubo, o que corresponde a 50 kg ha ' de N (fonte de ureia) e 80 kg ha ' de
K20 (cloreto de potassio). Em seguida ao plantio, foi realizada a aplicagao do
bioestimulante (200 mL por planta), e os tratamentos que ndo receberam o

bioestimulante foram aplicados 200 mL de agua.



Tabela 3. Analise quimica do solo, coletada em frente a estagcdo meteorolégica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

campus Leonel Miranda

pH P K Ca Mg Al H+Al Na C MO SB T t m V Fe Cu Zn Mn S B
H,O mg [0 A— cmol, dm?® % —-cmolg dM¥ === —=Ypmrme e mg o[ S ——
57 7 112 41 29 0 399 012 151 260 74 114 74 0 649 624 24 55 522 7,04 0,56

8T
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Os tratamentos foram: C (tratamento controle); C-P (Tratamento controle,
inoculado somente no plantio); C-M (Tratamento controle, inoculado na formagéo
das mudas); C-MP (Tratamento controle, inoculado na formagao das mudas e no
plantio); B (tratamento bioestimulado na brotagdo); B-BP Tratamento
bioestimulado, inoculado na brotagdo e no plantio, B-BM (Tratamento
bioestimulado, inoculado na brotagdo e formacdo das mudas) e B-BMP
(Tratamento bioestimulado, inoculado na brotacédo, formagcdo das mudas e no

plantio) (Figura 3).

\ fﬁ'/ \
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KN R 5o o

Figura 3. Esquema experimental para realizagao de tratamentos. Sendo C
(tratamento controle); C-P (Tratamento controle, inoculado somente no
plantio); C-M (Tratamento controle, inoculado na formagao das mudas); C-
MP (Tratamento controle, inoculado na formagéo das mudas e no plantio);
B (tratamento bioestimulado na brotacao); B-BP Tratamento bioestimulado,
inoculado na brotagdo e no plantio; B-BM (Tratamento bioestimulado,
inoculado na brotagcdo e formacdo das mudas) e B-BMP (Tratamento
bioestimulado, inoculado na brotagéo, formagao das mudas e no plantio).

Foram realizadas avaliagbes a cada 20 dias de: altura da planta (com o
auxilio de uma régua graduada); didmetro do caule (com o auxilio de um
paquimetro digital); teor de cor verde nas folhas (com o auxilio do equipamento de
indice SPAD) e contagem do numero de folhas (pelo método visual). Aos 60 dias,
os perfilhos foram contados e o comprimento foi medido.

Ao final do experimento, as plantas foram coletadas e quantificadas a
massa seca dos perflhos e da planta principal. Os materiais foram

acondicionados em sacos de papel tipo Kraft, identificados e submetidos a
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secagem artificial em estufa com circulagdo de ar forgada a 70°C + 2°C por 72
horas.

O sistema radicular também foi avaliado, de acordo com os perfis de solo
em 0-20, 20-40, 40-60 e 60-80 cm de profundidade, e cada segmento foi
analisado. Na analise do sistema radicular, as raizes foram lavadas em agua
corrente sobre peneiras de 2 mm, para determinagdo do volume e comprimento

da raiz, por meio do software WinRhizo.
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6.1. Experimento 1: Aplicacdo de bactérias benéficas e substancias

hamicas: efeitos na brotagao de mini-toletes de cana-de-agucar.

De acordo com a analise de varidancia ANOVA, apenas o fator gendtipo

apresentou efeito significativo, pelo teste F (Tabela 4). Ndo ocorreu interagao

significativa entre gendtipo x inoculagéo, nessa fase inicial da brotacédo dos mini-

toletes de cana-de-acucar.

Tabela 4. Tabela ANOVA das variaveis:% de brotagao e Velocidade de brotacéo,

com e sem aplicagédo do bioestimulante em quatro gendtipos de cana-de-agucar

% de brotagao

Velocidade de brotagéo

FV GL QM F QM F
Genotipos (G) 3 11096.3145 133.817* 380.2123 42.979
Tratamentos (T) 1 19.5312 0.236"™ 2.0250 0.229"™
Repeticdo 3 25.7812 0.311"™ 4.2104 0.476"™
GxT 3 77.8645 0.939™ 0.8694 0.098"™
Erro 21 82.9241 8.8464
C.V. (%) 13.37 27.42

* (*) Efeito significativo de acordo com o teste F (P<0,05), (") N&o significativo.
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E ao realizar o teste de médias dentro dos gendtipos em relagdo aos
tratamentos, observou-se que a diferenga estatistica entre os gendétipos esta
relacionada a variedade RB036066 (Figura 4). Ou seja, inicialmente a aplicagao
do bioestimulante ndo influenciou a porcentagem e a velocidade de brotagdo de
trés genotipos testados (RB867515, RB966928 e RB969017).

Apenas o gendtipo RB036066 apresentou 10% a mais de brotagdo em
relagdo ao controle. Porém, nesse gendtipo, mesmo com um aumento positivo na
taxa de brotagédo, sua média geral de brotagao ficou abaixo de 50% (Figura 4a),
mas, também foi a variedade que mais levou tempo para ocorrer a brotagao
(Figura 4b).

a % Brotagdo b ) .
Velocidade de Brotagdo
100 = = mm CONTROLE 30 CONTROLE
I BIOESTIMULADO - .
BICESTIMULADO
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Figura 4. Dados de porcentagem de brotacao (a) e tempo médio de brotagao (b)
dos gendtipos RB867515, RB966928, RB969017 e RB036066.

Inicialmente, na fase de brotacdo das mudas de cana-de-agucar, o
bioestimulante nao foi capaz de promover o aumento na porcentagem (%) e na
velocidade de brotacido das variedades RB867515, RB966928 e RB969017. Esse
fato pode estar relacionado as caracteristicas genéticas do material propagado.
Os trés materiais sao genoétipos caracterizados por sua alta produtividade e rapida
velocidade de crescimento (Ridesa, 2015), apresentando assim boa brotagdo no
tempo esperado, independentemente de ser bioestimulado.

Ja a variedade RB036066 apresentou um longo tempo para germinar. Esse
fato pode estar relacionado ao seu tempo médio de maturacdo. De acordo com
Daros et al. (2018), o RB036066 possui alta produtividade e velocidade de

crescimento rapido, mas possui maturidade média. Além disso, no caso desse
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genodtipo, o bioestimulante foi capaz de auxiliar em até 10% na brotagdo em
relacdo aos nao tratados com o bioestimulante vegetal.

Ou seja, nesta fase inicial de brotagdo, o bioestimulante s6 foi eficaz em
condicbes de brotagdo néao eficiente (como no caso da RB036066), devido as
caracteristicas genéticas da cana-de-agucar e fatores como temperatura, umidade
e reserva da gema, que podem ter afetado as respostas a inoculagdo da
variedade (Matoso et al., 2019).

Além disso, diferentes bactérias e cepas podem influenciar o efeito
hormonal na produgéo adicional de Acido indolacético (AlA), que é extremamente
importante no acumulo de biomassa (Da Silva et al., 2012). Como esse
bioestimulante contém um conjunto de bactérias endofiticas, que vivem no interior
das plantas, a producao de AlA por elas pode ter um efeito dramatico e direto no

pool da planta e no gradiente de AIA (Hardoim et al., 2008).

6.2. Aplicacao e reaplicagdo de bioestimulante na formagdo de mudas de cana-

de-acucar.

Aos 60 dias de formacao das mudas nos tubetes, apenas a massa seca da
poda apresentou interagéo significativa entre os fatores gendétipo x tratamentos,
conforme Teste F (P <0,05). No entanto, gendtipos e tratamentos foram

significativos isoladamente para alguns parametros (Tabela 5).

Tabela 5. Tabela ANOVA das variaveis: altura (H), diametro (DIA), numero de
folhas (NF), indice SPAD e massa seca de poda (MSP), aos 60 dias de formacé&o
das mudas em tubetes

H DIA NF SPAD MSP
FV GL QM F Qm F Qm F Qm F Qm F
Genotipos (G) 2 457 6.32* 329 1135 0.33 1.08™ 1426 1.92™ 0.13 4.85*
Tratamentos (T) 3 1.13 1.56™ 219 7.55* 041 133® 7.63 1.03™ 0.26 9.31*
Repeticao 3 113 1.56™ 056 1.93" 019 061" 186 0.25" 0.08 2.76™
GxT 6 132 1.82™ 047 161" 022 072" 1176 1.58™ 0.12 4.52*
Erro 33 0.72 0.29 0.31 7.42 0.03
C.V. (%) 8.26 6.37 8.11 20.40 22.35

* (*) Efeito significativo de acordo com o teste F (P<0,05), (") Nao significativo.
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A variedade RB867515 apresentou diferenga significativa para altura (H) e
diametro (DIA), com melhores médias nos tratamentos (C-M) e (B-BM), com
aumento de 17,51% e 13,51% na altura e 15,99% 17,39% no didmetro, em
relagdo ao controle, respectivamente. A variedade RB966928, por outro lado,
apresentou diferenga significativa apenas para o diametro, com destaque também
para os tratamentos (C-M) e (B-BM) com 11,37% e 11,96% maior em relagéo ao
controle, respectivamente. Ja variedade RB969017 nao apresentou diferenca

entre os tratamentos para os parametros avaliados (Figura 5).
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Figura 5. Altura, didmetro, numero de folhas e indice SPAD em mudas com 60
dias, das variedades RB867515, RB966928 e RB969017 de cana-de-acgucar sob
os tratamentos: Controle (C); controle, inoculado na formacado das mudas (C-M);
bioestimulado na brotagdo (B) e bioestimulado na brotagdo e formagédo das
mudas (B-BM). (*) médias com as mesmas letras nao diferem pelo teste LSD (P<
0,05).
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Em relacdo a massa seca da poda, retirada durante a condugdao da
formacdo da muda, pode-se observar que a RB867515 e a RB966928 foram
superiores em quase todos os tratamentos (Figura 6.a). A variedade RB969017
passou a suprir essa diferengca de massa seca, na segunda poda, quando os

genotipos RB867515 e RB966928 mantiveram sua biomassa. Além disso, os
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tratamentos que apresentaram as maiores médias foram C-M e B-BM da primeira
até a ultima poda na variedade RB867515 com um aumento em relagdo ao
controle de 105,47% e 76,45%, respectivamente, na ultima poda.

Esses mesmos tratamentos também foram significativos na terceira poda
da variedade RB966928, com aumento superior ao controle de 19,20% e 42,30%,
respectivamente.

A RB969017 apresentou média superior em sua ultima poda no tratamento
B-BM, com 38,28% maior que o controle (Figura 6.a). De acordo com os dados do
numero de perfilhos, observou-se que o tratamento bioestimulado (B) aumentou o
numero de perfilhamento no gendtipo RB966928 e promoveu o aparecimento de
perfilhos no RB867515. Porém, foi o tratamento (B-BM) no gendtipo RB966928
que manteve sua média mais elevada em relagdo a biomassa de poda e também

em relac&o ao perfilhamento (Figura 6a-b).
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Figura 6. Massa seca oriunda das trés podas realizadas a cada 20 dias durante a
formagdo das mudas (a) e numero de perfilhos aos 60 dias de formagao das
mudas (b), das variedades RB867515, RB966928 e RB969017 sob os
tratamentos: Controle (C); controle, inoculado na formagdo das mudas (C-M);
bioestimulado na brotagédo (B) e bioestimulado na brotagdo e formagao das
mudas (B-BM). (*) Letras maiusculas comparando cada genétipo por tratamento e
letras minusculas comparando dentro dos gendtipos pelo teste LSD (P< 0,05).
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Com relagdo ao sistema radicular das mudas aos 60 dias, apenas a
RB867515 apresentou diferenga significativa em relagcdo ao comprimento, com
maior média no tratamento (B) que foi 20,49% maior que o tratamento controle
(Figura 7a). A RB867515 e RB969017 também apresentaram diferenca
significativa, quando comparadas com o controle, em relagdo a area superficial e
volume radicular, as maiores meédias foram encontradas no tratamento re-
inoculadas (B-BM), com incremento de 26,20% e 61,12% para area superficial e
volume, na RB867515 e 25,59% e 45,77% na RB969017, respectivamente. A

RB966928 ndo mostrou diferenca entre os tratamentos para os parametros de
raiz analisados (Figura 7a-b).
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Figura 7. Comprimento e area de superficial da raiz (a) e volume da raiz, (b) em
mudas com 60 dias, das variedades RB867515, RB966928 e RB969017 sob os
tratamentos: Controle (C); controle, inoculado na formacao das mudas (C-M);
bioestimulado na brotagdo (B) e bioestimulado na brotagdo e formagédo das

mudas (B-BM). (*) médias com as mesmas letras nao diferem pelo teste LSD (P<
0,05).

De um modo geral, a bioestimulacao foi eficiente na formagédo das mudas
em tubetes, principalmente quando ha uma nova reintroducado do bioestimulante
(tratamento B-BM), notadamente em altura, didmetro, massa seca da poda, area
superficial e volume radicular, no gendétipo RB867515 e em diametro, podas e
perfilhamento na RB966928. Na terceira poda, o uso do bioestimulante

incrementou os valores de area superficial da raiz e volume radicular na variedade
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RB969017, porém, quando a inoculagdo ocorre apenas no tubete (tratamento C-
M), também apresenta eficiéncia no crescimento, biomassa e perfilhamento das
mudas, sendo este tratamento mais eficiente devido a reducdo do uso do
bioestimulante.

O estudo de Roesch et al. (2005) indica que a inoculagdo de bactérias
diazotroficas ndo substitui os fertilizantes nitrogenados na cultura de néo
leguminosas, mas promove melhor absorgéo e aproveitamento do N disponivel no
solo. Portanto, os resultados da inoculagdo em nao leguminosas nem sempre
mostram resultados favoraveis devido a interagdo genotipica e fenotipica planta-
bactéria e as condi¢gdes ambientais que sao fatores que interferem diretamente no
sucesso da inoculacéo.

Por um lado, as investigacbes de Matoso et al. (2019) também
encontraram resultados semelhantes, a inoculagdo ndo apresentou resultados
positivos na brotagdo, mas sua eficiéncia se deu ao longo da formagdo das
mudas. Por outro, os estudos de Andreote et al. (2014) também enfatizam que
fatores bidticos e abidticos interferem no efeito da interagdo gendtipo da planta e
inoculagdo, como o estagio fenolégico da planta e ao uso de praticas agricolas

especificas, que interferem nas caracteristicas fisico-quimicas do solo.

6.3. Efeito do periodo de aplicacido de bioestimulante na fase inicial do plantio da
cana-de-acucar.

Em relacdo as caracteristicas biométricas da variedade RB867515 em
ambiente aberto, observou-se que o tratamento com maiores médias em relacao
aos parametros avaliados foi o (C-MP), apresentando superioridade em todas as
avaliagdes de altura de planta, em relacdo aos demais tratamentos, com médias
de 19,3, 25,3, 46,2 cm, ao longo do tempo (Figura 8a) e também apresentou uma
das maiores médias em relacdo ao diametro (23,63 mm) e SPAD (20,24) com 60

dias apo6s o plantio (Figura 8b e 8d).
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Figura 8. Resultados da analise morfolégica do RB867515. Altura (a); Diametro
(b); numero de folhas (c) e SPAD (d). ns, *, Nao significativo ou significativo a P <

0,05 pelo teste LSD.

A variedade RB966928 apresentou grande variacdo entre os tratamentos

ao longo do tempo. A altura da planta foi maior no tratamento (B-BM) (46 cm) aos

60 dias apos o plantio (Figura 9a). Com relagdo ao numero de folhas, no inicio do

plantio, as plantas do tratamento controle foram superiores aos demais

tratamentos. No entanto, essa diferenga ndo era mais significativa até o final do

experimento (Figura 9c). No indice SPAD, o tratamento (B) foi maior em relagéo

ao controle, aos 20 e 60 dias apds o plantio, com médias de 41,26 e 24,10

unidades SPAD, respectivamente (Figura 9d).
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Figura 9. Resultados da analise morfolégica do RB966928. Altura (a); Diametro
(b); numero de folhas (c) e SPAD (d). ns, *, Nao significativo ou significativo a P <
0,05 pelo teste LSD.

Em relacdo ao perfilhamento, pode-se observar que na variedade
RB867515, o tratamento controle foi o que apresentou maior quantidade de
perfilhos (Figura 5a), porém, seu tamanho n&o foi influenciado. O tratamento (C-
MP), apesar de n&o apresentar aumento no numero de perfilhos foi o que mais
cresceu em tamanho (Figura 5b). Este fato esta relacionado ao perfilhamento
prematuro, onde a direcdo era no tamanho em vez do numero de perfilhos.

O tratamento controle teve um perfilhamento tardio e aumentou em
quantidade e ndao em tamanho. O mesmo pode ser observado na massa seca de
perfilhos (Figura 5c) em que o tratamento (C-MP), juntamente com o tratamento
(B), apresentaram médias superiores, e o0 (B) apresentou comportamento
semelhante ao controle, sem aumento de tamanho, mas sim do numero de

perfilhos. O tratamento (C-MP) também se mostrou eficiente no crescimento da
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planta principal, porém, o fato de ter aumentado a biomassa do perfilho nao
influenciou no seu crescimento (figura 5d).

Na variedade RB966928, o tratamento com maior numero de perfilhos e
biomassa de perfilhamento foi o B-BP (Figura 10a e 10c). Ja o tratamento B-BM
respondeu positivamente tanto no tamanho e em massa seca do perfilhamento,

quanto na massa seca da planta principal (Figura 10b, 10c e 10d).
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Figura 10. Numero de perfilhamento (a); comprimento do perfilhamento (b);
Dados de perfilhamento de massa seca (c) e principal de massa seca (d) para os
genodtipos RB867515 e RB966928. ns, *, Nao significativo ou significativo a P <
0,05 pelo teste LSD.

O desenvolvimento das raizes de cada variedade também respondeu de
forma diferente aos tratamentos. Em relagdo ao volume da raiz, a RB867515
apresentou diferenga estatistica apenas no perfil de 0-20 cm, com o tratamento
(B-BMP) superior ao controle em 56,48% e no perfil de 60-80 cm, com o

tratamento controle destacado 36,7 cm® em média (Figura 11a e 11d).
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A RB966928 apresentou diferenga de volume de raiz nos perfis de 40-60
cm, sendo o tratamento (C-M) 34,61% superior ao controle. E no perfil de 60-80
cm, o tratamento B-BMP superior ao controle em 12,84%. (Figura 11c e 11d).

Com relagdo ao comprimento das raizes, o tratamento que apresentou as
maiores médias no decorrer dos perfis de solo foi o tratamento bioestimulado na
brotagdo (B), que foi superior ao controle em 39,39, 12,60, 27,60, 82,08% em
relacdo aos perfis 0-20, 20-40, 40-60, 60-80 cm, respectivamente, na variedade
RB867515. E o tratamento (B-BP) foi o que mais se destacou no RB966928,
sendo superior ao controle em 10,84 e 1,43% nos perfis de 20-40 e 60-80 cm,

respectivamente (Figura 12).
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Figura. 11. Volume da raiz dos genétipos RB867515 e RB966928, perfis do solo
0-20 (a); 20-40 (b); 40-60 (c) e 60-80 (d). ns, *, Nao significativo ou significativo a
P < 0,05 pelo teste LSD.
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Figura 12 . Comprimento da raiz dos gendtipos RB867515 e RB966928, perfis do
solo 0-20 (a); 20-40 (b); 40-60 (c) e 60-80 (d). ns, *, Nao significativo ou
significativo a P < 0,05 pelo teste LSD.

O efeito da bioestimulagdao foram mais bem observados na fase inicial de
plantio, em ambiente aberto. Mesmo em ambientes considerados ricos em N, a
fixagcdo bioldgica do nitrogénio pode ser importante para compensar as perdas
desse nutriente, evitando assim o seu esgotamento nos solos ou substrato (Pons
etal.,, 2007).

As duas variedades avaliadas neste trabalho responderam positivamente a
bioestimulagdo, mas, de maneiras diferentes. A RB867515 apresentou melhor
desempenho no tratamento (C-MP), ou seja, este tratamento teve duas
inoculagdes, uma em tubete e outra em campo (Figura 2). Por outro lado, a
RB966928 apresentou muitas variagdes entre os tratamentos ao longo do tempo,
mas em geral os tratamentos com destaque foram (B-BM), inoculagdo na
brotagao e na formagcao das mudas e (B-BP), inoculagédo na brotacéo e no plantio.

O fato da RB867515 ter dado respostas mais homogéneas pode estar
ligada as questdes da variedade ser exigente em fertilidade de solo, apresentando

melhor desempenho em solos com textura leve e fertilidade média (Ridesa, 2015),
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0 que justifica sua resposta a inoculagao. Essa variedade é considerada uma das
mais responsivas a inoculagdo de bioestimulantes com base em cepas
bacterianas que promovem o crescimento, ja demonstrado em alguns estudos
(Schultz et al. 2012; Pereira et al. 2013; Girio et al. 2015; Barreto et al. 2019).

Com relagcdo a variedade RB966928 as melhores respostas ocorreram na
fase de mudas e no inicio do plantio, apesar da aplicacdo também ter sido
realizada na brotacdo, revelando dados interessantes. Tal fendmeno pode ser
explicado, pois, a interagdo de plantas com micro-organismos benéficos no inicio
do desenvolvimento da planta proporciona ainda na fase de viveiro, que as
plantas se preparem para o transplantio no campo, estimulando o crescimento
precoce das mudas e consequentemente, reduzindo o tempo de aclimatagao
(Barreto et al. 2019).

De acordo com Munoz-Rojas e Caballero-Mellado (2003), ha uma
diminuicdo nas populagdes bacterianas da rizosfera e no interior dos tecidos da
cana-de-agucar ao longo do tempo de seu crescimento, justificando a reaplicagao
de bioestimulantes durante a ontogenia, conforme realizado no presente estudo.

De acordo com os dados obtidos apds a realizagdo desse trabalho sugere-
se que duas aplicagdes do bioestimulante s&do necessarias visando o incremento
de parametros relacionados ao crescimento e desenvolvimento da variedade de
cana-de-acgucar. Na RB867515, aplicacdao na formagao de mudas e no plantio (C-
MP) e na RB966928, sendo recomendada uma aplicagdo na brotagdo e
posteriormente nas mudas (B-BM) e/ou na brotagdo e no plantio (B-BP). Esses
resultados sao importantes, pois as plantas inoculadas com bactérias com
capacidade e eficiéncia de fixar o nitrogénio atmosférico, reduzem o uso de
fertilizantes nitrogenados e ajudam a fornecer nitrogénio para aumentar e
sustentar a produgdo da cana-de-agucar sem agredir 0 meio ambiente
(BARRETO et al. 2019).

Nesse sentido esse trabalho fez o estreitamento em relagdo ao uso do
bioestimulante a base de bactérias e acidos humicos. Apesar do uso ja ser bem
difundido na cana-de-agucar (Da Silva et al. 2017) e em diversas outras culturas
como milho (Canellas et al. 2012) e tomate (Olivares et al. 2015). Mas, o
momento ideal da aplicacdo e quantas aplicagbes necessarias ao longo da vida

da cultura ainda deixavam duvidas.
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7. CONCLUSOES

o A aplicagdo do bioestimulante n&o influenciou a porcentagem e a
velocidade de brotagao de trés dos quatro gendtipos testados. Apenas RB036066
apresentou aumento positivo na bioestimulacdo em 10% em relagao ao controle.

o Na fase de formagdo da muda, os tratamentos de inoculagcdo e
reinoculagdo do bioestimulante mostraram-se eficientes em dois gendétipos
testados, RB867515 e RB966928. Ja a RB969017 apresentou incremento
superior ao controle no tratamento Reinoculado em 38,28%; 25,59% e 45,77%
nas caracteristicas massa seca da poda, area superficial e volume de raizes,
respectivamente.

o No desenvolvimento inicial da cana-de-agucar em ambiente aberto,
os tratamentos mais eficientes foram: (C-MP) na RB867515 e os tratamentos (B-
BM) e (B-BP) na RB966928. Portanto, duas inocula¢des sdo necessarias ao longo
da ontogenia da planta. Para a RB867515 o ideal € que uma inoculagéo ocorra
durante a formagao das mudas e outra inoculagdo no plantio. J& o RB966928
apresentou eficiéncia na inoculacdo, na brotacao dos mini-toletes. Apesar de nao
afetar no inicio da brotacdo, foi a que apresentou melhores respostas no

desenvolvimento futuro da planta, quando associada a uma segunda inoculagao.
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8. RESUMO E CONCLUSOES

Para que haja uma otimizacdo do rendimento da cana-de-agucar (Saccharum
hibrido), a recomendacgao técnica sugere que 20% do canavial sejam renovados
anualmente (Matoso et al., 2017). Nesse sentido, a tecnologia de mudas pré-
brotadas (MPB), vem sendo cada vez mais utilizadas nas reformas de canaviais
(Landell et al., 2012). Essa tecnologia aliada com a aplicagdo de bioestimulantes
vem crescendo, no entanto, ainda restam algumas duvidas em relagdo ao
momento ideal para ocorrer a inoculacédo e sobre a variabilidade genotipica
influenciando na magnitude de resposta. Nesse sentindo, objetivou-se com
esse trabalho conhecer as respostas de diferentes gendtipos de cana-de-agucar
quando associadas a aplicacdo de bactérias benéficas e acidos humicos, nas
diferentes ontogenias da planta. Portanto, foram desenvolvidos trés experimentos
interligados, inoculando e reinoculando o bioestimulante composto das bactérias
(Herbaspirillum  seropedicae  HRC54, H. rubrisubalbicans HCC103 e

Gluconacetobacter diazotrophicus PALS) suspensas em acidos humicos, extraido
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de torta de filtro de cana-de-aglcar, na dosagem de 48 mg de C.L". As
variedades de cana utilizadas foram: RB867515, RB966928, RB969017 e
RB036066. No primeiro experimento, os tratamentos foram com ou sem a
imersdo dos mini-toletes no bioestimulante. No segundo experimento as
variedades RB867515, RB966928 e RB969017 foram selecionadas e
transplantadas em tubetes e receberam no plantio 10 mL do bioestimulante e o
controle recebeu agua, ficando assim os tratamentos: C (controle); B
(bioestimulado na brotagdo); C-M (controle, inoculado nas mudas) e B-BM
(bioestimulado, inoculado na brotagdo e nas mudas). No terceiro experimento as
RB867515, RB966928 foram conduzidas ao plantio em ambiente aberto, onde foi
realizada uma nova inoculagédo, com 200 mL/planta de bioestimulante e o controle
recebeu apenas agua, ficando assim oito tratamentos: C (controle); C-P (controle,
inoculado no plantio); C-M (controle, inoculagdo nas mudas); C-MP (controle,
inoculagdo nas mudas e no plantio); B (bioestimulado na brotagdo); B-BP
(bioestimulado, na brotacéo e no plantio); B-BM (bioestimulado, na brotacéo e nas
mudas) e B-BMP (bioestimulado, na brotagédo, nas mudas e no plantio). Foram

feitas avaliagcdes de brotacdo (no primeiro experimento) assim como avaliagcbes
agrondmicas durante a formac¢do das mudas e durante o desenvolvimento inicial
das plantas. Inicialmente a aplicagao do bioestimulante influenciou a variedade
RB036066 que apresentou incremento positivo em 10% em relagéo ao controle.
Na formacdo das mudas os tratamentos de inoculacido e reinoculacdo do
bioestimulante se mostraram eficiente em dois genétipos testados na RB867515 e
RB966928. No terceiro experimento, os mais eficientes foram: o tratamento C-MP
na RB867515 e os tratamentos B-BM e B-BP na RB966928. Portanto, duas
inoculagcdes sao necessarias ao longo da ontogenia da planta. Para a RB867515
o ideal € que uma inoculagdo ocorra durante a formacdo das mudas e outra
inoculagao no plantio. E a RB966928 apresentou eficiéncia na inoculagao, na fase
de brotacdo dos mini-toletes, apesar de nao afetar no inicio da brotacao foi a que
apresentou melhores respostas no desenvolvimento futuro da planta, quando
associada a uma segunda inoculagdo. Embora o tratamento de bioestimulagao
nao se mostrasse favoravel no inicio da brotagdo, para alguns gendétipos sua
eficiéncia se deu ao longo do processo de formagao das plantas, por isso, a

importancia da observagao ao longo do seu desenvolvimento vegetativo.
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