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Adubacio nitrogenada e molibdica em cana planta inoculada com bactéria promotora de
crescimento

RESUMO

O fertilizante nitrogenado apresenta baixo aproveitamento no primeiro ciclo da cana-
de-agtcar (Saccharum spp.). As bactérias promotoras de crescimento podem suprir parte do
nitrogénio (N) exigido pela cultura por meio da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). O
molibdénio (Mo) estimula a FBN, o que aumenta a disponibilidade de N, o crescimento e
produtividade de colmos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a interagdo da adubagado
molibdica (0 e 0,4 kg ha!) e nitrogenada (0 e 60 kg ha!) em conjunto com a inoculagio de
bactéria promotora de crescimento Stenotrophomonas sp. (sem e com) sobre a FBN e
desenvolvimento das variedades RB867515 e RB92579 no ciclo de cana planta. O experimento
foi conduzido em blocos e esquema fatorial 2x2x2, com quatro repetigdes. A cana planta foi
avaliada aos 140 dias ap6s o plantio (DAP) e ao final do ciclo de crescimento quanto aos fatores
biométricos e nutricionais. A FBN foi medida pelo método de abundéancia natural de "N,
utilizando girassol e sorgo como plantas referéncias. A interacao dos fatores N, Mo e inoculagao
ndo aumentou a FBN e ndo promoveu o crescimento da cana planta. O Mo aumentou o teor de
N na folha +1, o N acumulado aos 140 DAP e o crescimento radicular nas duas variedades. A
inoculagdo com a bactéria Stenotrophomonas sp. nao aumentou a FBN, cuja contribui¢ao média
foi de 25%, independente do manejo. O Mo aumentou a FBN na RB867515 e ndo modificou o
mecanismo na RB92579. A interagdo entre nitrogénio e inoculagdo aumentou a producdo de
biomassa aérea e crescimento em altura da RB92579. A adubacdo nitrogenada aumentou a
altura, a produ¢@o de biomassa seca e de colmos, e a qualidade industrial da cana planta.

Palavras-chave: Cana-de-actcar. Fixagao bioldgica. Micronutriente. Raiz.






Nitrogen and molybdenum fertilization in planted cane inoculated with plant promote-
growth bacteria

ABSTRACT

Nitrogen fertilizer has low performance in the first cycle of sugarcane (Saccharum spp.).
Plant promote-growth bacteria can supply part of nitrogen (N) demanded of plant through
biological nitrogen fixation (BNF). Molybdenum (Mo) stimulates BNF, which increases N
availability, stalk growth and productivity. This study aimed to evaluate the interaction of
molybdenum (0 and 0.4 Kg ha™!) and nitrogen (0 and 60 Kg ha™!) fertilization together with the
inoculation of plant promote-growth bacteria Stenotrophomonas sp. (without and with) on BNF
and development of varieties RB867515 and RB92579 in the planted cane cycle. The
experiment was carried out in randomized block design and in a 2x2x2 factorial scheme, with
four replications. The biometric and nutritional variables of sugarcane was evaluated at 140
days after planting (DAP) and at the end of the growth cycle. BNF was quantified by the N
natural abundance method, using sunflower and sorghum as reference plants. The interaction
of factors N, Mo and inoculation did not increase BNF and did not promote the growth of
planted cane. Mo increased nitrogen content on leaf +1 and above ground nitrogen content at
140 DAP, and the root biomass of sugarcane. Inoculation does not increase BNF whose average
contribution of BNF in the planted cane was 25% regardless of management. Mo increased
BNF on RB867515 but not modify it on RB92579. The interaction between nitrogen and
inoculation increased biomass production and height of RB92579. Nitrogen fertilization
increased height, biomass and stalk production, and the industrial quality of planted cane.

Keywords: Sugarcane. Biological fixation. Micronutrient. Root.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar ocupa o primeiro lugar entre as comodities mais produzidas do Brasil,
e € o recurso renovavel de maior representatividade na matriz energética nacional. A demanda
mundial por biocombustiveis na década de 70, impulsionou o desenvolvimento econdmico e
tecnologico da cultura no Brasil. Atualmente o pais ¢ o segundo maior produtor de etanol de
cana-de-agiicar do mundo. Por meio do Renovabio, o governo brasileiro estimula o setor
sucroenergético com o objetivo de reduzir as emissdes de CO2 no pais.

Diante da demanda por fontes energéticas menos poluentes que o petréleo e sistema de
producdo sustentavel, a cana-de-acicar tem vantagem competitiva, pelo balango energético
alto. O metabolismo C4 da cultura promove maior conversdao do CO> e de insumos (como agua
e nutrientes) em biomassa, superando o rendimento em biocombustivel de culturas como milho
e trigo. A producdo de biomassa na cana-de-agucar tem alta correlagdo com o acimulo de
nitrogénio (N) nas plantas, um nutriente limitante nos solos tropicais. O manejo do N ¢ feito
via fertilizante, e passa por varias transformacdes no solo, podendo ser perdido no sistema ou
retido na matéria organica do solo. Dessa forma, o aproveitamento do fertilizante pelas plantas
¢ baixo, ndo ultrapassando 20% no ciclo de cana planta, o que compromete o balango energético
e o rendimento econdmico da cultura.

Nesse cenario, a inoculag@o de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP)
¢ uma alternativa sustentdvel para o manejo do N na cana-de-actcar durante o primeiro ciclo.
Essas bactérias realizam mecanismos benéficos com efeito direto e indireto sobre o
desenvolvimento das plantas. Por meio da FBN, a contribui¢do do ar para a nutri¢ao nitrogenada
da planta pode reduzir o consumo de fertilizante. Assim como a solubilizagdo de nutrientes e
producdo de hormdnios vegetais pelas bactérias podem promover o crescimento do sistema
radicular, aumentando o aproveitamento do N-fertilizante.

Em solos com baixo teor de matéria organica, a deficiéncia de N cria condigao favoravel
a FBN. Na presenca de Mo esse mecanismo torna-se mais eficiente, aumentando sua
contribuicao para a planta, e ha estimulo a produgao de fitohormonios. A ag¢ao conjunta desses
mecanismos promove o desenvolvimento das plantas, mas podem ser limitados por fatores
ambientais bioticos e abidticos, como temperatura, umidade, disponibilidade de nutrientes no
solo, e genotipo da planta utilizada. O manejo desses micro-organismos deve considerar tais
fatores, selecionando bactérias eficientes, variedades que respondam a inoculagdo, e condi¢dao

ambiental favoravel aos mecanismos de interesse.
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Nas plantas, o Mo ¢ essencial para metabolismo do nitrato, possibilitando o
aproveitamento dessa forma de nitrogé€nio absorvida do solo. As variedades de cana-de-agticar
diferem quanto a preferéncia pelas formas de N (nitrato e amodnio), podendo haver reagdo
diferente das variedades a aplicagdo de Mo. De semelhante modo, a inoculagdo de BPCP pode
ter efeitos diferenciados entre as variedades, disponibilizando diretamente N-amoniacal em
meio deficiente de N.

A adicao de N em quantidade que ndo supre a necessidade da cultura possibilita a
manutencao da fixacdo, e favorece o crescimento da comunidade microbiana rizosférica, e
intensifica a realizacdo dos mecanismos benéficos as plantas. Assim, a combinagdo da
inoculacdo de BPCP, adubacdo molibdica e de dose baixa de N pode intensificar a realiza¢ao

dos mecanismos benéficos as plantas e promover maior crescimento da cana planta.

1.1 Hipétese
A combinag¢do da adubagdo molibdica e nitrogenada na cana-de-agucar inoculada com
bactéria promotora de crescimento, aumenta a contribui¢do do N> e estimula o crescimento e

produtividade de colmos na cana planta.

1.2 Objetivo geral
Identificar se a adubacdo molibdica associada a adubagdo nitrogenada na cana-de-agticar
inoculada com BPCP aumenta a fixagao biologica de nitrogénio, o crescimento e produtividade

da cana planta.

1.3 Objetivos especificos

e Avaliar no ciclo de cana planta a contribuicao do molibdénio, nitrogénio e da inoculagao
de bactéria promotora de crescimento (BPCP) na fixagdo bioldgica de nitrogénio em
duas variedades de cana-de-actcar;

e Avaliar a nutricdo nitrogenada na cana planta inoculada com BPCP, adubada com
molibdénio e nitrogénio;

e Avaliar o desenvolvimento da parte aérea e radicular da cana planta inoculada com
BPCP, adubada com molibdénio e nitrogénio;

e Avaliar o efeito da inoculagao com BPCP associada a adubagao molibdica e nitrogenada
na produtividade de colmos e qualidade industrial de duas variedades de cana-de-agucar

no ciclo de cana planta.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cana-de-agucar e sua importancia para agricultura brasileira

A exploragdo comercial da cana-de-actcar ¢ realizada desde o Brasil Colonial, e por
muito tempo o valor da cultura esteve centralizado na produgdo de agucar. A partir do século
XX, a producdo de etanol derivado da cana-de-agucar ganhou importancia pela demanda por
fontes alternativas de energia diante da crise internacional do petroleo (LEAL; WALTER;
SEABRA, 2013). Nesse periodo, o governo brasileiro criou o Programa Nacional do Alcool -
ProAlcool e impulsionou a produgao da cultura no pais, movimentando a economia e gerando
empregos e renda para as comunidades locais e regionais (MORAES; BACHI; CALDARELLI,
2016; OLIVEIRA, 2002).

A expansao da area cultivada e diversificagdo da cadeia produtiva da cana-de-agucar
foram acompanhadas pelo emprego de tecnologias agroindustriais. O melhoramento genético
de plantas foi uma importante ferramenta, desenvolvendo variedades mais produtivas, com
melhor desempenho industrial e adaptadas as diferentes condigdes edafoclimaticas do Brasil
(MATSUOKA; FERRO; ARRUDA, 2009). Atualmente, a cana-de-agicar ¢ a commodity
agricola mais produzida e terceira mais exportada no pais (FAO, 2017). A producdo se
concentra na regido Sudeste, e o Estado de Sao Paulo ¢ responsavel por 53,7% da producao
nacional. Na regido Nordeste, o Estado de Alagoas ¢ o maior produtor, seguido pelos Estados
de Pernambuco e Paraiba (CONAB, 2019).

A busca pela substituicdo de combustiveis fosseis por fontes energéticas menos
poluentes promoveu o uso de biomassa para producao de biocombustiveis, como etanol e
biodiesel, utilizando culturas graniferas, oleaginosas e agucareiras (KOCAR; CIVAS, 2013). A
cana-de-acgticar ¢ uma cultura agucareira de metabolismo C4, caracterizado pela conversao
eficiente do CO, em biomassa, ¢ acimulo de agucar. Essa caracteristica confere alto potencial
produtivo, aumentando o rendimento de etanol por area (LEAL; WALTER; SEABRA, 2013;
SILVA, 2017b).

O balanco energético do etanol da cana-de-agtcar ¢ positivo e superior ao etanol de
milho, sorgo e trigo, isso se deve a maior captura de CO: na 4rea agricola de cana-de-agtlicar e
ao menor consumo de agua por litro de etanol produzido pela cultura (BORDONAL et al.,
2018; SEABRA et al., 2011). O revolvimento do solo em intervalos minimos de cinco anos e a
mudanca da despalha a fogo para colheita de cana crua reduzem as emissdes de CO2 e melhoram
a qualidade do solo (CAPAZ; CARVALHO; NOGUEIRA, 2013; SOUSA JUNIOR et al.,

2018). Tais caracteristicas associadas ao aproveitamento dos subprodutos da industrializagao
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para diversos fins, reduzem o impacto ambiental da cultura, que mantém alto balanco
energético.

A cana-de-agucar ¢ recurso renovavel de maior representatividade na matriz energética
nacional (BRASIL, 2018) e, recentemente, o governo brasileiro criou a Politica Nacional de
Biocombustiveis - RenovaBio, para aumentar a participacdo de bioenergia na matriz. Essa
Politica ¢ uma estratégia para o cumprimento do Acordo do Clima de Paris, e incentiva o
crescimento da producao de etanol de cana-de-agiicar com mais tecnologia e sustentabilidade.
O uso da palha para a producao de etanol aumenta o rendimento da cultura e pode reduzir a
necessidade de expansdo da area plantada (GRASSI; PEREIRA, 2019). Dessa forma, a
producdo nacional que hoje ¢é responsavel por 40% do etanol no mercado mundial, ¢ uma
importante aliada para reducdo das emissdes de GEE nacional e internacionalmente
(CALDARELLI; GILIO, 2018).

O consumo elevado de fertilizantes nitrogenados no manejo da cana-de-acucar ¢ ainda
uma questdo critica para a sustentabilidade da produ¢do. Apesar de a dose média utilizada no
Brasil (cerca de 100 kg ha™!) ser inferior a aplicada em outros paises do mundo, ha baixo
aproveitamento do fertilizante no campo (FRANCO et al., 2011; ROBINSON et al., 2011). O
N-fertilizante ndo aproveitado pelas plantas passa por transformagoes e perdas no sistema. Uma
das perdas decorre da emissdo de 6xido nitroso (N20), um gés de efeito estufa (GEE). Na cana,
essa perda ¢ estimada em 1,8%, e compromete o balanco das emissdes de GGE da cultura por
ser um gas de potencial de aquecimento superior ao do CO; (OTTO et al., 2016). Tendo em
vista que o Brasil € o maior produtor mundial da cultura (FAO, 2017), medidas que aumentam
o aproveitamento do N-fertilizante pela planta sdo estudadas, a fim de minimizar os impactos
ambientais e econdmicos da producdo (GONZAGA et al., 2018; OTTO et al., 2017; PEREIRA
etal., 2018).

2.2 Nitrogénio na cana-de-agucar

O nitrogénio (N) ¢ um macronutriente que tem papel constitutivo nos compostos de
carbono, como clorofila, enzimas e acidos nucléicos, e regula processos fisioldgicos e
bioquimicos envolvidos no crescimento e expressdo de genes (TAIZ et al, 2017
BOUGUYON; GOJON; NACRY, 2012; SOUZA; FERNANDES, 2018). Na cana-de-agucar ¢
o nutriente mais correlacionado com a producao de biomassa (VALE et al., 2011).

As principais formas de N absorvidas pelas plantas séo nitrato (NO3") e aménio (NH4").
Entre as variedades de cana-de-acucar pode haver preferéncia de absor¢ao, no entanto, ambas

sdo absorvidas, sobretudo em ambientes com disponibilidade limitada de uma delas (SANTOS
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et al., 2019a; ROBINSON et al., 2011). Como as plantas ndo assimilam o N em alto estado de
oxidac¢do, o nitrato absorvido precisa ser reduzido a amoénio. Isso ocorre por meio da agdo das
enzimas nitrato redutase e nitrito redutase, e envolve custo energético alto para a planta
(SOUZA; FERNANDES, 2018). O aménio absorvido diretamente do solo ou gerado pela
transformagdo do nitrato pode ser armazenado ou incorporado a moléculas de carbono nas
raizes ou nas folhas. A principal via de incorporagdo se da por meio das enzimas glutamina
sintetase e glutamato sintase, formando os aminoacidos glutamina e glutamato, respectivamente
(via GS-GOGAT), dando sequéncia a formagao de moléculas organicas (TISCHNER, 2000).

O nitrogénio absorvido pela planta ¢ oriundo da solubilizagdo de fertilizantes
nitrogenados, ou por meio de transformagdes realizadas pelos micro-organismos edaficos,
como mineralizacdo, fixa¢do bioldgica de nitrogénio atmosférico (FBN) e nitrificagdo. A
mineralizagdo ¢ a FBN disponibilizam N-amoniacal. O ion amonio que nao ¢ absorvido pelas
plantas ¢ transformado em nitrato por meio da nitrificacdo. Esse processo consiste na oxidacao
do amonio a nitrito (nitritagdo), e do nitrito a nitrato (nitratagdo), e ocorre de forma intensa e
rapida em solos aerados (INSELSBACHER et al., 2013; TAIZ et al., 2017).

A atividade dos micro-organismos depende das condigdes do ambiente e do solo, como
quantidade de substrato organico, nutrientes, aeragdo e temperatura (KUZYAKOV, 2010). O
tipo de solo e a oscilacdo das condi¢des ambientais no sistema de producio da cana-de-agtcar
ao longo dos ciclos e dentro do mesmo ciclo, interferem na atividade microbiana. Isso torna as
medicoes de contribui¢do varidveis e de dificil reprodugcdo de resultados obtidos entre
ambientes e ciclos (FRANCO et al., 2010). As variedades também sdo fator de variacao,
apresentando diferentes respostas em estudos da FBN (PEREIRA et al., 2013; SCHULTZ et
al., 2012; 2014).

A adubacdo nitrogenada na cana-de-agucar mantém correlacdo entre dose aplicada e
conversao em biomassa, no entanto, ao longo dos ciclos o aproveitamento do fertilizante ¢
variavel (FRANCO et al., 2010). Segundo Franco et al. (2011), no primeiro ciclo cerca de 30%
do nitrogénio da planta ¢ derivado do fertilizante, e outras fontes tém maior contribui¢do, como
a mineraliza¢cdo da matéria organica oriunda dos residuos vegetais da socaria que ¢ intensificada
pelo revolvimento do solo (OLIVEIRA et al., 2010; TRIVELIN et al., 2002). A reserva do
colmo semente, a fixa¢ao biologica de nitrogénio e o vigor do sistema radicular da cana planta
também sdo citados como fontes de N para o primeiro ciclo (JADOSKI, 2010).

Nos ciclos subsequentes, ndo ha mobilizag¢do do solo e o estoque de material organico ¢
reduzido a cada ano, entdo o fertilizante passa a ser a principal fonte de N para as plantas

(FRANCO et al., 2011). A por¢do ndo aproveitada pela planta é perdida por imobilizagao,
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lixiviagdo, volatilizag¢do e desnitrificagdo. A média de perda por esses mecanismos na cana-de-
acucar sao estimadas em 32%, 5,6%, 19% e 1,8%, respectivamente, sendo aproveitados apenas
26% do fertilizante. De acordo com o ambiente, fonte fertilizante e forma de aplicagdo, as
perdas podem ser maiores ou menores ¢ comprometerem o balango energético da cultura
(OTTO et al., 2016).

A interacdo com outros nutrientes de efeito sinérgico com o nitrogénio pode aumentar
a eficiéncia de uso do fertilizante, como o enxofre (BROWN et al., 2000), fosforo (IQBAL;
IQBAL, 2001), e molibdénio (OLIVEIRA, 2012). Esses nutrientes podem aumentar a
assimilag¢do do N disponivel no solo, e gerar produtividade semelhante a de doses altas de N
(VIEIRA, 2015). No ciclo de cana planta busca-se explorar as outras fontes que sdo
responsaveis por mais de 70% do N presente na planta. O uso de culturas leguminosas
intercalares, assim como a exploracao da interacao planta-bactéria, tem potencial de redugdo da
dose fertilizante nitrogenado por meio da fixacdo biologica de nitrogénio (PEREIRA et al.,
2018; LUO et al., 2016). Tais medidas sdo estratégias de manejo da adubagdo nitrogenada,

reduzindo custo ambiental e econdmico da producao.

2.3 Molibdénio na cana-de-acticar

O molibdénio (Mo) € o nutriente menos abundante na crosta terrestre € 0 micronutriente
menos exigido pelas culturas. A forma absorvida pelas plantas é o anion molibdato (MoO4?),
cuja absor¢do € proporcional a disponibilidade no solo. Como esta presente no solo em baixas
concentragdes, o molibdato ¢ captado por meio de transportadores de alta afinidade, que
funcionam como sensores para aumentar a eficiéncia da absor¢do. O Mo ¢ disponibilizado no
solo em pH acima de 5,0 e os ions absorvidos em excesso sdo armazenados em vactiolos, assim
a deficiéncia e a toxidez de Mo sdo raras em cultivos agricolas. Sua fun¢@o nos organismos ¢
de ativador de enzimas envolvidas em reagdes de oxido-redugdo (transferases), formando o
molibdénio cofator (HAMLIN, 2007; TEJADA-J IMENEZ et al., 2013).

O molibdénio est4 presente no sitio ativo da enzima nitrogenase em micro-organismos
procariotos capazes de fixar nitrogénio atmosférico e disponibiliza-lo no ambiente. Entre os
elementos de transi¢cdo que podem ocupar o sitio ativo, 0 Mo realiza a reagdo com menor custo
energético para a célula, regulando a taxa de fixacdo e o ciclo de N no sistema (GUHA;
PHUKAN, 2011). A adubacdo molibdica ¢ uma forma de aumentar a atividade da enzima e a
quantidade de nitrogénio disponibilizado por meio da fixa¢ao (MA et al., 2019; SANTOS et
al., 2019b).



27

Viérias enzimas de molibdénio estdo presentes em bactérias promotoras de crescimento
de plantas. Como exemplo, a aldeido oxidase atua na sintese de acido indol-acético (AIA) em
bactérias associativas, beneficiando o crescimento vegetal por meio da atuacdo desse
fitohormdénio (MENDEL, 2011). Dessas enzimas, cinco podem ser encontradas também nas
plantas: nitrato redutase (RN), sulfito oxidase, xantina desidrogenase, aldeido oxidase e
amidoxima redutase mitocondrial. Essas enzimas regulam o metabolismo do carbono, enxofre
e nitrogénio, ¢ a sintese de hormdnios reguladores de crescimento. Tanto a deficiéncia quanto
a toxidez de Mo podem resultar em falhas na fotossintese € no uso de carboidratos (MENDEL,
2011; TISCHNER, 2000).

A maior parte do Mo das plantas encontra-se na redutase do nitrato (RN). Em plantas
de metabolismo C4, como a cana-de-agucar, esta localizada em células especializadas da bainha
vascular (SOUZA; FERNANDES, 2018). E a primeira enzima para assimilagio do nitrato, e se
torna essencial para assimilagdo de N em solos tropicais, nos quais o nitrato ¢ a principal fonte
de N. A absor¢ao de nitrato induz a atividade da RN (ARN), no entanto, a ativacdo da enzima
acontece somente na presenca de molibdato. Quando héa deficiéncia de Mo, as plantas
acumulam nitrato nos tecidos e podem apresentar deficiéncia de N (KAISER et al., 2005; LI-
PING; YANG-RUI; LI-TAO, 2007).

Na cana-de-agucar, o nivel critico de Mo ¢ de 0,15 a 0,30 mg kg (MALAVOLTA;
VITTI; OLIVEIRA, 1997). A adubagdo molibdica aumenta o acimulo de nitrogénio (SANTOS
et al., 2019a) pelo aproveitamento do nitrato do solo por meio da ARN. A intensidade de
resposta da ARN pode variar entre variedades e durante o ciclo da cultura, em resposta a dose
de Mo e conteudo interno de amdnio e aminoacidos (LI-PING; YANG-RUI; LI-TAO, 2007).

O manejo adequado do nutriente esta associado a ganhos de produtividade na cana-de-
agucar, como verificado por Becari (2010), Oliveira (2012) e Vieira (2015). Doses altas de Mo
podem reduzir a ARN e a atividade da GS-GOGAT, e reduzir a produtividade da cana-de-
acucar (LI-PING; YANG-RUI; LI-TAO, 2007; VIEIRA, 2015). A dose adequada de
molibdénio pode variar de acordo a condi¢do do solo e forma de aplicagdo. A aplicacdo via solo
resulta em ganhos com doses menores, no entanto, a aplicagdo via foliar pode ser uma

alternativa em solos com alta capacidade de fixacdo do Mo (BECARI, 2010; VIEIRA, 2015).

2.4 Bactérias promotoras de crescimento e fixacdo biolégica de nitrogénio na cana-de-
acucar
No ar atmosférico o nitrogénio ¢ abundante, mas se encontra na forma molecular (N)

em que dois a&tomos de N sdo unidos por uma ligagao tripla. Nessa forma, o nitrogénio nao pode
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ser aproveitado pelos organismos, sendo necessaria a conversdo em formas reativas, como
nitrato e amdnio. Somente um grupo de micro-organismos especializados (diazotréficos) sao
capazes de realizar essa transformacao, por meio do mecanismo de fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN). Os diazotréficos sao fundamentais para o equilibrio dos ecossistemas
naturais, recuperando parte do nitrogénio perdido durante a ciclagem do nutriente (FOWLER
et al., 2013; REIS et al., 2016).

Na FBN a ligagao tripla ¢ rompida ¢ o N> ¢ convertido em amonia (NH3), que ¢
facilmente oxidada em ion amoOnio. A reagdo ¢ catalisada pelo complexo enzimatico
nitrogenase, composto por quatro subunidades peptidicas, e um cofator com elemento metalico.
O cofator € responsavel por reunir a energia necessaria para quebra da ligacao tripla, e pode ser
ocupado por molibdénio (Mo), vanadio (V) ou ferro (Fe). Apesar de natural, a conversao tem
custo energético alto para a célula microbiana, e a Mo-nitrogenase apresenta alta especificidade
de substrato e eficiéncia energética, utilizando 16 moléculas de ATP para formagdo de duas
moléculas de amonia. As nitrogenases de V e Fe apresentam menor especificidade de substrato
e maior consumo de ATP, e por isso sdo sintetizadas na auséncia de Mo (BOYD; HAMILTON;
PETERS, 2011; GUHA; PHUKAN, 2011). A atuacao diferenciada dessas nitrogenases podem
ter impacto na estimativa da FBN, de acordo com o método utilizado e com a forma
predominante no ambiente estudado (ZHANG et al., 2016).

Na cana-de-aciicar a FBN ganhou importancia com a descoberta de que bactérias
diazotréficas se associam a cultura, beneficiando seu crescimento (DOBEREINER, 1992).
Posteriormente foram identificadas bactérias diazotrdficas colonizando a rizosfera e o os
tecidos internos e externos da cana-de-agiicar (LIMA et al., 2018; SILVA et al., 2016). A
possibilidade de produg¢do com menor consumo de fertilizante despertou o interesse na
interagdo cana-bactéria pela alta demanda da cana-de-aglicar por nitrogénio. Nesse sentido,
buscou-se identificar e selecionar micro-organismos com alta atividade fixadora (BALDANI et
al., 1997).

A estimativa da contribui¢io da FBN em gramineas pode chegar a 75 kg ha™! ano™! de
N, que ¢ bastante inferior a média obtida para interacao simbiotica em plantas leguminosas (180
kg ha! ano! de N). No entanto, pode reduzir significativamente o consumo de fertilizantes
nitrogenados, o que implica em redug¢do do custo de producdo e dos danos ambientais da
produgdo e do uso do insumo (REIS et al., 2018). Isso porque a producdo dos fertilizantes
nitrogenados consiste na quebra da ligagdo tripla da molécula de N atmosférico, sob
temperatura e pressao elevadas (fixag@o industrial - processo Habber-Boch), utilizando energia

derivada de combustivel fossil. No campo, as perdas de N do fertilizante podem resultar na
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emissdo de gases de efeito estuga (GEE) e/ou provocar eutrofizacdo de corpos hidricos
(BODDEY, 1995; OTTO et al., 2016; REIS et al., 2018).

O estabelecimento das interagdes associativas com ndo leguminosas ainda nao ¢ bem
compreendido (PANKIEVICZ et al., 2015). No Brasil, atribui-se as associagdes planta-bactéria
o bom desempenho das variedades em ambientes limitantes. O cultivo sucessivo com fins
comerciais e de melhoramento genético, em solos de baixa fertilidade e com baixas doses de
N, selecionou interagdes eficientes entre bactérias diazotroficas e as variedades cultivadas no
pais. Como resultado, as lavouras brasileiras de cana-de-agucar realizam o manejo de N com
dose média inferior a 100 kg ha!, enquanto em outros paises com produtividade semelhante a
dose média é de 200 kg ha! (BALDANI et al., 2002; ROBINSON et al., 2011).

A contribuicdo da FBN no Brasil para a cana-de-agucar varia de acordo com o genotipo
da planta hospedeira e da estirpe bacteriana, ¢ a fase do desenvolvimento de ambos (LIMA et
al., 2018; TAULE et al., 2011; PEREIRA et al., 2013). Fatores abioticos como disponibilidade
de carbono, umidade e pH do solo influenciam a atividade microbiana e, consequentemente, a
ocorréncia dos mecanismos benéficos de interesse. Diante disso, as bactérias associativas
endofiticas sdo preferiveis, visto que nos espacos intercelulares encontram um ambiente rico e
protegido das oscilagdes ambientais que podem reduzir a eficiéncia da interagdo (BALDANI et
al., 1997).

A técnica de avaliagdo da ocorréncia de FBN ¢ um outro fator de variacdo da estimativa
de FBN. Sio utilizadas a reducgdo do acetileno, que mede a atividade da enzima nitrogenase; o
balango de nitrogénio, que identifica e quantifica as fontes de N para o sistema em estudo; e as
técnicas isotopicas, que utilizam a composicio de isotopos estaveis de nitrogénio (1N e '°N)
do ar, do solo ou de fertilizantes minerais enriquecidos artificialmente. Cada uma apresenta
vantagens e desvantagens quanto a precisdo, tempo de andlise e custo (UNKOVICH et al.,
2008; REIS et al., 2018). As técnicas isotopicas t€ém maior precisao, € envolvem a utilizagao de
plantas referéncia ndo fixadoras com fenologia, desenvolvimento radicular e marcha de
absorc¢ao de nutrientes semelhantes ao da planta fixadora. Em estudos com cana-de-agucar a
defini¢do da planta referéncia ¢ um fator critico diante da dificuldade de identificar planta nao
fixadora que atenda esses requisitos. Para obter estimativas mais precisas deve-se utilizar varias
plantas como referéncia (BODDEY et al., 2001).

Para a cana-de-acgucar as contribui¢des variam de zero a 60% do nitrogénio atmosférico,
de acordo com a variedade, condi¢des ambientais, fase fenoldgica avaliada e inoculagdo

(BODDEY et al., 2001; SCHULTZ et al., 2014; SILVA, 2017a; SANTOS et al., 2019b;
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URQUIAGA 2012; CARVALHO et al., 2017). Apesar de variaveis, os resultados demonstram
contribui¢cdo média 15% a 20%.

Os fatores ambiente e genétipo dificultam a compreensao do real potencial de
contribuicado do mecanismo para a cultura no Brasil, pela diversidade de variedades de cana-
de-agticar e das condi¢des edafoclimaticas das regides produtoras (HOGBERG, 1997;
SCHULTZ et al., 2016; 2017). No entanto, mesmo que nao haja substituicao total da adubacao
nitrogenada, ha potencial uso da inoculagdo como complemento a fertilizacao mineral (GOSAL
et al., 2012; OLIVER; SILVA, 2018; PEREIRA et al., 2018; SCHULTZ et al., 2014).

As bactérias diazotroficas realizam varios mecanismos que beneficiam de forma direta
e indireta o desenvolvimento dos vegetais, por isso sdo chamadas de bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP) (MEHMOQD et al., 2018). Além de fixar nitrogénio, podem
produzir de hormonios vegetais, solubilizar nutrientes, e inibir a agdo de patogenos (ANTUNES
et al., 2017; SILVA, et al., 2015). O uso de inoculantes de BPCPs na cana-de-agticar mostram
resultados comparaveis ao de plantas adubadas somente com nitrogénio mineral, e mesmo que
ndo seja identificada a FBN, outros mecanismos sdao apontados como promotores do
crescimento (SCHULTZ et al., 2014). A modificacao da arquitetura radicular observada nos
estudos € um fator importante de incremento da assimilagdo de nutrientes, resultando em maior
produtividade (GiRIO etal.,2015; LIMA etal., 2018; PEREIRA et al., 2018). A atual discussao
sobre a FBN em gramineas questiona se a fixagdo bioldgica ou outros mecanismos contribuem
para a promoc¢ao de crescimento verificada em plantas inoculadas (SCHULTZ et al., 2017).

A acdo conjunta dos mecanismos de promog¢do do crescimento pode alterar o
comportamento morfofisiologico das plantas, e alterar os resultados utilizados para estimar a
contribui¢do da fixag¢ao de nitrogénio (MARCOS et al., 2015). Na técnica de abundancia natural
do isétopo '°N, a dilui¢do do isotopo pesado (!°N) na planta é interpretada como ocorréncia da
fixacdo, pela captagio e disponibilizacdo do '*N da atmosfera pelos diazotroficos. No entanto,
a dinamica do N ¢ diferente entre os isétopos (HOGBERG, 1997), e o isétopo leve (*N) é mais
suscetivel a redistribuicdo e perdas na planta, via senescéncia de folhas e volatilizagdo
(TRIVELIN et al., 2002). Por tais fendmenos, a planta pode se tornar enriquecida no isétopo
mais pesado, e a contribui¢do da fixagdo medida pela dilui¢do isotdpica ao final do ciclo pode
ser subestimada. Como essa metodologia permite avaliar as culturas ao longo de todo ciclo, ¢
possivel identificar fases de maior contribui¢ao da fixagdo (UNKOVICH et al., 2008). Silva
(2016) e Taulé et al (2011) identificaram contribuicdo da FBN nas fases iniciais do

desenvolvimento, quando a demanda por nitrogénio pelas plantas ¢ maior.
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As variedades mostram diferentes comportamentos quanto a ocorréncia de FBN e
resposta a inoculagao bacteriana (PEREIRA et al., 2013; SCHULTZ et al., 2012; 2014; 2017).
O mesmo ocorre para a resposta a adubacao nitrogenada. Esse comportamento ¢ resultado da
influéncia genética sobre o metabolismo do N e eficiéncia de utilizacdo do nutriente para
producdo de biomassa (OLIVEIRA et al, 2010; 2016). Além disso, as comunidades
microbianas associadas as variedades podem diferir em estrutura e fungdo (LIMA et al., 2018;
TAULE et al., 2011; SOUZA ANTONIO, 2016).

A selecdo de estirpes bacterianas e variedades de cana-de-agucar podem aumentar a
eficiéncia de uso do fertilizante nitrogenado e permitir a redu¢do da dose sem prejuizo da
producdo (PEREIRA et al.,, 2018). Identificar praticas que favorecem a FBN e outros
mecanismos benéficos, ¢ necessario para aumentar os beneficios da associagdo bactéria e cana-
de-acticar. Em busca de um sistema de manejo mais sustentavel, a reducdo do consumo de N ¢
uma estratégia importante para reduzir o custo ambiental da producdo, elevando ainda mais o

balango energético da cultura (BODDEY et al., 2003; REIS et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricdo da area experimental

O experimento foi conduzido em campo entre dezembro de 2018 a novembro de 2019,
na area agricola da Miriri Alimentos e Bioenergia, no municipio de Rio Tinto, no Estado da
Paraiba, com localizacdo geografica 6°49°58,8” S e 34°57°24” W (Figura 1). O municipio esta
localizado mesorregido Zona da Mata Paraibana, e microrregido Litoral Norte (AESA, 2020).
Segundo a classificagao de Koppen, a regiao esté inserida na zona climatica As, com chuvas de
inverno. A precipitagdo e temperatura anual média sdo de 1.500 mm e 26°C, respectivamente

(ALVARES et al., 2013).

Figura 1 — Mapa do Estado da Paraiba, com destaque para
o municipio de Rio Tinto

Rio Tinto - PB

Fonte: Adaptado de IBGE (2020).

Figura 2 — Precipitagdo pluviométrica (mm) e temperatura (°C) mensais na area experimental
durante o ciclo de cultivo, em Rio Tinto — PB
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O solo da area experimental ¢ classificado como Argissolo Amarelo distrocoeso (PAdx),
de textura arenosa (EMBRAPA, 2018). Durante o ciclo, a precipitacdo pluvial foi de 1.912 mm,
com temperatura minima de 18°C e maxima de 35°C (Figura 2). No primeiro més ap6s o plantio
foi aplicada lamina de 27 mm de agua, via pivo central.
O preparo do solo foi realizando de forma mecanizada pela Miriri Alimentos e Bioenergia
S/A, envolvendo operagdes de subsolagem, calagem e gradagem. A dose de calcario foi
determinada pelo método de saturagio de bases a 70%, sendo aplicados 2 Mg ha™! de calcario
a lanco, incorporado ao solo a 0,3 m de profundidade, 50 dias antes do plantio. A sulcagem foi
feita a 0,3 m de profundidade.
Apo6s o preparo, o solo foi coletado nas profundidades 0 a 0,2 m e 0,2 a 0,4 m para
caracterizacdo quimica e fisica (Tabela 1). Foram coletadas 12 amostras simples para formar
uma amostra composta para cada profundidade. A andlise do solo seguiu a metodologia

proposta pela EMBRAPA (2017).

Tabela 1 - Caracterizagdo quimica e fisica do solo da area experimental,
em Rio Tinto — PB

Atributo Profundidade

0-0,20m 0,20-0,40 m
pHino (1:2,5) 6,30 6,20
Ca?" (cmol.dm™) 1,30 1,10
Mg?* (cmol.dm) 0,70 0,40
K* (cmol.dm™) 0,04 0,03
Na* (cmol.dm) 0,03 0,02
A" (cmol.dm™) 0,00 0,00
H+Al (cmol.dm™) 1,30 1,30
CTCefetiva (cmolcdm™) 2,07 1,55
CTCpotencial (cmol.dm>) 3,37 2,85
V (%) 61,44 54,40
m (%) 0,00 0,00
COT (g kg™ 5,50 5,00
P (mg dm™) 7,00 7,00
Fe?" (mg dm™) 12,51 14,19
Cu?* (mg dm™) 0,85 1,39
Mn?* (mg dm™) 0,80 0,00
Zn?** (mg dm™) 0,73 0,24
Mo (mg dm™) <LD <LD
Areia total (g kg™") 885,00 846,00
Areia grossa (g kg™") 618,00 559,10
Areia fina (g kg™) 26,70 28,68
Silte (g kg’ 32,00 1,00
Argila (g kg™!) 83,00 153,00
Classe textural Areia Areia franca

0,60 m

Ntotal (g kg_l) 0,30
515N(%0) 637

CTC: capacidade de troca cationica. COT: carbono organico total. <LD: abaixo do limite
de detecgdo.
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A caracterizacdo fisica consistiu na a avaliagdo granulométrica pelo método do
densimetro para defini¢do da classe textural. A caracterizagdo quimica consistiu na analise de
pH em 4gua (1:2,5); acidez potencial extraida com acetato de célcio 0,5 mol L!; Ca**, Mg,
AI** foram extraidos em KC1 1,0 mol L e determinados por titulometria. O P, K*, Na*, Mn,
Fe, Cu, Zn e Mo foram extraidos com Mehlich 1. O P foi determinado por espectrofotometria;
o K e Na por fotometria de chama; o Mo, em espectroscopia de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES); os demais micronutrientes foram determinados em
espectrofotometro de absorc¢ao atdmica; carbono organico total (COT) foi obtido por combustao
umida com dicromato de potassio e determinado por titulometria. A partir desses resultados
foram calculadas a saturagdo de bases (V%), satura¢do de Al (m%), e as capacidades de troca
cationica (CTC) efetiva e potencial. O §'°N foi determinado por espectrometria de massa, no

Laboratorio de Isotopos Estaveis do Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP.

3.2 Conduc¢io experimental

Foram avaliadas as variedades de cana-de-agiicar RB867515 ¢ RB92579, por serem as
mais cultivadas no Brasil e no Nordeste, respectivamente (RIDESA, 2020). As sementes foram
fornecidas pela Miriri Alimentos e Bioenergia S/A. As variedades foram submetidas a duas
doses de adubacdo nitrogenada (0 e 60 kg ha™!), duas doses de molibdénio (0 e 400 g ha'!), e
duas condigdes de inocula¢do bacteriana (sem e com). As variedades foram analisadas
separadamente, utilizando delineamento experimental em blocos completos ao acaso, e arranjo
de tratamentos em fatorial (2 x 2 x 2), com 4 repeti¢oes, totalizando 36 unidades experimentais
para cada variedade (Apéndice A).

Cada parcela foi composta por 10 sulcos de plantio com seis metros de comprimento, ¢
espacamento duplo (1,6 m x 0,8 m), totalizando 72 m? por parcela (Figura 3). A 4rea util foi
composta dos seis sulcos centrais, descartando um metro do inicio e do final do sulco,
totalizando 28,8 m?. Dentro da 4rea til, dois sulcos foram destinados 4 amostragem destrutiva
e os outros 4 sulcos foram destinados a amostragem ndo destrutiva.

A adubacdo fosfatada e o fornecimento dos micronutrientes ocorreu em todas as
parcelas no sulco de plantio. Para fosforo, considerando o seu teor disponivel e a textura do
solo (SIMOES NETO et al., 2011), aplicou-se 180 kg ha™! de P,Os, utilizando superfosfato
triplo para atender 50 kg de P,Os, e fosfato natural reativo para o restante da dose recomendada.
Adubacdo de micronutrientes foi baseada no Manual de Recomendacdo de Adubagdo para o
Estado de Pernambuco (IPA, 2008), fornecendo 2,6 kg ha! Mn, 1,3 kg ha! Cu, e 2,0 kg ha!

Zn, na forma de sulfato de manganés, sulfato de cobre, sulfato de zinco, respectivamente. As
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fontes foram diluidas em agua e aplicadas com auxilio de pulverizador costal, utilizando volume
de calda de 200 L ha™!. A dose de boro foi atendida com a aplicacdo de fosfato natural reativo

(0,03% B).

Figura 3 - Tlustracdo da unidade experimental com destaque para area util
subdividida em area de amostragem destrutiva (a esquerda) e nao destrutiva
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A adubagdo potassica foi realizada em cobertura em todas as parcelas, com base na
expectativa de producdo de 100 Mg ha! (ROCHA, 2017). Aos 60 dias ap6s o plantio (DAP)
foi aplicado 150 kg ha™! de K>O, na forma de cloreto de potassio.

A dose de molibdénio (400 g ha!) foi selecionada apos avaliagdo do estudo de Oliveira
(2012) em solos da mesma regido e por ser utilizada nos estudos de fixagdo bioldgica de
nitrogénio (SCHULTZ et al., 2014;2016). Como fonte utilizou-se o acido fosfomolibdico
(liquido), aplicados no sulco de plantio com auxilio de pulverizador costal.

A escolha da dose de nitrogénio (60 kg ha') e da bactéria utilizada se baseia no estudo
da interacao da adubacao nitrogenada, molibdica e inoculagdo em cana-de-agucar, realizado por
Silva (2016). A adubagdo nitrogenada foi realizada de forma parcelada, aplicando-se 1/3 da
dose no sulco de plantio, e 2/3 em cobertura (60 DAP), utilizando como fonte nitrato de amonio.
Como inoculante foi utilizada a bactéria promotora do crescimento Stenotrophomonas sp.
(UAGC 869), obtida da colecdo de culturas bacterianas do Laboratorio de Genética e
Biotecnologia Microbiana (LGBM) da unidade académica de Garanhuns da UFRPE. A bactéria
foi isolada do tecido radicular da variedade de cana-de-agucar RB867515 com 4 meses de idade
(LIMA et al., 2018), e selecionada pelos resultados positivos sobre a producdo de biomassa
aérea e radicular da cana-de-agucar nos estudos realizados por Silva (2016) e Lima et al. (2018).

O plantio ocorreu de forma manual nos dias 18 e 19 de dezembro de 2018, com densidade
de 15 gemas por metro. A variedade RB867515, com 7 meses de idade, foi plantada em colmos
dispostos em corrente, de modo que a ponta de um coincidisse com a base do outro.

Posteriormente, os colmos foram cortados em rebolos. A variedade RB92579, com 11 meses
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de idade, foi plantada em rebolos que foram cortados antes do plantio, reunidos em galeias em
quantidade necessaria para cada sulco, e entdo distribuidos.

Ap0s aplicacao dos insumos e semeio, os sulcos foram fechados de forma manual, com
auxilio de enxada. A area nao recebeu aplicacdo de herbicida, realizando-se o controle de
plantas daninhas por meio de capina manual, a fim de evitar inibi¢do da germinagao das plantas

referéncia.

3.3 Preparo do inoculante e inoculac¢iao

O inoculante bacteriano foi preparado no laboratorio de Biologia do Solo do Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA, utilizando o meio de cultura Tryptone Soya Agar 10%
(TSA) liquido com pH 7,3.

A bactéria foi multiplicada a partir da repicagem de coldnias isoladas em placa de Petri,
para meio liquido (pré-indculo), mantido sob agitacdo a 250 rpm por 11 horas. Apos esse tempo,
o pré-inoculo foi transferido para fermentador, mantido sob aerac¢do for¢ada por 7 horas, quando
atingiu a populagdo minima de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) por mL (ARAUJO
etal., 2010). O inoculante liquido foi entdo adicionado aos sacos de turfa esterilizada (Apéndice
C). Os tempos de crescimento citados foram definidos a partir do preparo da curva de
crescimento bacteriano (Apéndice B).

A metodologia de inoculagdo da cana-de-agiicar em campo foi a imersdao dos rebolos
em solu¢do inoculante, utilizando 1,250 kg de inoculante turfoso a cada 100 L de agua
(SCHULTZ et al., 2016). Os rebolos foram colocados em sacos de rafia e imersos pelo periodo
de 30 minutos (LIMA et al., 2018) em reservatorios de 1.000 L mantidos a sombra, mexendo a
cada 10 minutos (Apéndice D).

Realizou-se nova aplicagdo 30 DAP, por aspersdo sobre a linha de plantio germinada,
utilizando regador. Uma nova calda de 600 L foi preparada e aplicou-se o volume de 12 L por

parcela, aspergindo igualmente cada linha inoculada.

3.4 Cultivo de plantas referéncias

As plantas utilizadas como referéncia foram sorgo IPA SF15 (Sorghum bicolor (L.)
Moench) e girassol BRS 122 (Helianthus annuus L.), adquiridas da colecdo de sementes do
Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA. Tais plantas foram escolhidas por apresentarem
baixa dilui¢do isotdpica (ANTUNES et a., 2019; SILVA, 2016; SILVA, 2018).

Aos 30 DAP, realizou-se o plantio em covas, em uma parcela situada no final de cada

bloco, em que foi delimitada uma area para o sorgo e para o girassol (Apéndice A). A adubacao
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e quantidade de sementes por cova seguiu as recomendagdes do Manual de Recomendacao de
Adubacio para o Estado de Pernambuco (IPA, 2008), exceto para nitrogénio. A dose aplicada
de N foi a mesma fornecida a cana (60 kg ha™!), parcelando 1/3 no plantio e 2/3 aos 15 DAP
(em cobertura, ap6s o desbaste). Metade das plantas referéncia nao recebeu nitrogénio, com o

objetivo de fornecer as mesmas condigdes de disponibilidade de nitrogénio da cana-de-agucar.

3.5 Coleta de dados e determinacao das variaveis avaliadas

3.5.1 Parametros morfofisiologicos

Na area util reservada para amostragem destrutiva, as plantas contidas em um metro
delimitado de forma aleatoria foram coletadas aos 140 e 340 DAP. As plantas coletadas foram
avaliadas quanto as variaveis biométricas, segundo metodologia proposta por Marafon (2012).
A altura de planta foi medida da base até a inser¢ao da folha +1 (primeira folha superior com a
ligula visivel, de acordo com o sistema de ordenacao Kuijper), utilizando trena. O didmetro foi
medido no ter¢o médio do colmo, utilizando paquimetro.

Apos avaliagdo biométrica, as folhas +1 de cada planta foram reunidas, e material restante
foi separado nos componentes folhas (reunindo folhas verdes e folhas secas aderidas as plantas)
e colmos. Cada componente foi pesado para obtencdo da biomassa fresca, e em seguida
processados separadamente em forrageira. O material processado foi subamostrado, pesado e
posto para secar em estufa de circulacao forgada de ar, a 65°C, até atingir peso constante. Depois
de secas, as subamostras foram novamente pesadas para determinacao da umidade e da massa
seca da parte aérea, expressa em g planta’. O material seco foi triturado em moinho de facas e
conduzido a avaliacdo do teor de N (g kg™!) por meio digestdo sulflirica, seguida de destilagio
pelo método Kjedahl e titulacdo com solugdo diluida de HC1 (EMBRAPA, 2009).

Aos 150 DAP, na area util reservada para amostragem ndo destrutiva realizou-se a
contagem de colmos (perfilhamento), descontando as falhas de brotagdo (linhas sem planta
maiores do que 0,5 m) (STOLF, 2015), para estimar o nimero de colmos por metro.

No final do ciclo, ap6s a queima das folhas, a area util destinada a amostragem nao
destrutiva foi colhida por meio de corte manual. Os colmos foram reunidos e pesados com
auxilio de dinamoémetro analdgico, para estimativa da produgao de colmos por hectare (TCH).
Um conjunto de 10 colmos foram conduzidos ao laboratorio da Miriri Alimentos e Bioenergia
S/A para andlise dos atributos de qualidade industrial e estimativa da producdo de agucar por

hectare (TPH).
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3.5.2 Anadlise nutricional

O conjunto de folhas +1 separadas durante a coleta dos parametros morfofisioldgicos
foram postas para secar em estufa de circulagdo forgada de ar, a 65°C, até atingir peso constante.
O material seco foi separado em terco médio (sem nervura central) e material restante (inclui a
nervura central), e triturados separadamente em moinho de facas.

O teor de Mo (mg kg™!) foi determinado no tergo médio folha +1 (excluindo a nervura
central). O material vegetal foi digerido em solucao nitrico-percldrica, e o extrato submetido a
reacdo KI + H2O2 na presenca de BR1J-35 20% (método catalitico). As leituras foram feitas em
espectrofotometro UV-VIS, no comprimento de onda 420 nm. O teor do nutriente foi calculado
com base em equacao linear obtida pela de curva padrao (EMBRAPA, 2009).

Para analise de N na folha +1, uma subamostra do ter¢o médio foi misturada ao material
restante. Essa mistura foi moida em moinho de bola, até atingir aspecto de p6 fino. O teor de N
(g kg!) foi determinado em espectrometro de massa, no Laboratério de Is6topos Estaveis do

Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP.

3.5.3 Fixacdo biologica de nitrogénio atmosférico

A estimativa da fixag@o bioldgica de nitrogénio da cana-de-agucar foi realizada utilizando
a metodologia de abundancia natural de 'N. A razdo isotdpica da cana-de-agtcar foi
determinada nas folhas +1 (BODDEY et al., 2001), na mesma amostra preparada para avaliacao
do teor de N (avaliagdo nutricional). A razao isotopica das plantas referéncia foi determinada
na biomassa aérea de trés plantas coletadas em cada parcela, 60 dias apds o plantio. As plantas
foram selecionadas quanto ao desenvolvimento e fitossanidade, trituradas e postas para secar
em estufa de circulagdo forgada de ar, a 65°C, até atingir peso constante.

As amostras de cana-de-agtcar e plantas referéncias foram encaminhadas ao Laboratorio
de Isotopos Estaveis do Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP, para
determinagdo do teor de '°N em espectrometro de massa. Os resultados foram expressos em
8'"N%,. Quando houve diferenca significativa entre os valores de §'°N da cana-de-agtlicar e a
planta referéncia, foi a estimada percentagem de N proveniente do ar, utilizando a equagdo
proposta por Shearer & Kohl (1986):

%Ndda = [100 x (8"°Nret — 8'"Niix) / 8" Nre - B]
Onde, %Ndda ¢ a estimativa da porcentagem de N proveniente da FBN na cana-de-acucar;
8" Nrer é a estimativa da abundancia natural de '°N na planta de referéncia (nfio fixadora); 8'°Nyix

¢ a estimativa da abundéncia natural de '°N na cana-de-agtcar (fixadora). B é o valor de 8'°N
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para plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N. Foi considerado B = 0%0 (CARVALHO et
al., 2017).

3.5.4 Atividade da enzima redutase do nitrato

A atividade da enzima redutase do nitrato (ARN) foi avaliada aos 140 DAP, seguindo a
metodologia de Jaworski (1971) com modificagdes proposta por Santos et al. (2014). A coleta
ocorreu entre 11:30 h e 13:30 h, levando cerca de 25 minutos para cada bloco. O ter¢o médio
de oito folhas +1 (SANTOS et al., 2018a) foi coletado dentro da éarea util, envolvido em papel
aluminio (lado fosco) e acondicionados em caixa de isopor com gelo. Ao final da coleta, as
amostras foram conduzidas ao laboratodrio e preparadas para analise.

A nervura central dos tercos médios foram removidos e foram feitos 25 discos foliares
de 1 cm de didmetro com auxilio de furador, contemplando os dois lados do limbo. Os discos
foram colocados em recipientes plasticos de cor preta fosca, aos quais foi adicionada solugao
de incubagdo de 10 mL (2,5 mL de KNO3 300 mmol L' + 2,5 mL de tamp3o fosfato 285 mmol
L' com pH 7,3 + 1,0 mL de Tween 20 a 0,6% (v/v) + 4,0 mL de 4gua deionizada). O periodo
de incubacao foi de 90 minutos, a 32°C.

Apos incubacdo, 0,5 mL do extrato foi transferido para recipiente plastico de 50 mL, em
que foram adicionados reagentes de leitura (0,5 mL de solu¢do de sulfanilamida (1%) em HCI
3 mol L' + 0,5 mL de dicloridrato de N—(1-naftil)—etilenodiamina (0,02%) + 2,5 mL de 4gua
deionizada). Apos o tempo de reagdao de 20 minutos, a determinagdo foi feita em
espectrofotometro UV-VIS, no comprimento de onda de 540 nm. A ARN foi estimada em umol
de nitrito liberado por g de tecido fresco, por hora de incubacio (umol g h'! NO»"), calculada

com base em equagao linear obtida pela de curva padrao.

3.5.5 Biomassa radicular

A biomassa radicular foi avaliada aos 180 DAP seguindo o procedimento amostral
descrito por Otto et al. (2009) com adaptagdes para o espagamento duplo.

Na area ttil para amostragem destrutiva, uma touceira foi escolhida, evitando os pontos
de amostragem dos parametros morfofisioldgicos. As amostras foram coletadas em quatro
pontos em torno da touceira, sendo dois pontos na linha de plantio (A1l e A2) e dois pontos na
entrelinha (B e C) (Figura 4), com auxilio de sonda amostradora de raiz (0,055 m de diametro
interno). Os pontos na linha de plantio estavam distantes 0,3 m na frente e atras do centro da

touceira. Os pontos da entrelinha estavam a 0,3 m (B) e a 0,6 m (C) do centro da touceira. As
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amostras foram retiradas em duas profundidades (0 a 0,2 m, ¢ 0,2 a 0,4 m), totalizando oito
amostras por parcela.

As amostras de cada ponto foram lavadas com agua corrente, sobre peneiras empilhadas,
com abertura de malha de 2 mm e 1 mm. Depois de lavadas, as raizes foram separadas da terra
com pinga sobre papel branco (Apéndice D), colocadas em sacos de papel, e conduzidas para
estufa de circulacdo forcada de ar, a 65°C, até peso constante. Depois de secas, as amostras

foram pesadas e os dados expressos em gramas de massa seca por volume de solo (g dm™).
Figura 4 - Ilustracdo dos pontos de coleta de amostras de raiz em torno
de uma touceira de cana-de-agucar.

0.8 m Entrelinha

0-02m /
=

0,2-04m

Sonda

Fonte: Adaptado de Otto et al. (2009)

3.6 Analise estatistica

Os resultados das varidveis avaliadas foram analisados quanto aos critérios de
distribuicdo normal e homocedasticidade dos dados. Quando necessario, os dados foram
transformados a fim de ajustd-los aos critérios. Dados com distribuicdo normal e/ou
homocedasticos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA, p <0,10).

Os efeitos isolados ou da interacdo entre os fatores aduba¢do nitrogenada, adubagdo
molibdica e inoculacao bacteriana, quando significativos, foram submetidos ao teste de Tukey
(p < 0,10). Para avaliacio da dilui¢do isotdpica do '°N, os dados de §'°N foram submetidos ao
teste t (LSD) (p <0,10). O nitrogénio acumulado e a quantidade de nitrogénio fixado (Nfix) foi
submetido ao teste Scott-Knott (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variedades apresentaram respostas diferentes aos tratamentos. A RB867515 mostrou
resposta a adubacdo nitrogenada e molibdica para a maioria das varidveis analisadas. Para a
RB92579 houve predominio de resposta ao nitrogénio e inoculagao bacteriana, e pouca resposta
ao molibdénio.

O comportamento varietal ¢ resultado do melhoramento genético em resposta a
interacao genotipo-ambiente. Os clones selecionados apresentam caracteristicas morfologicas
e fisioldgicas desejaveis para condi¢des de producdo especificas (SILVA, 2017b). A diferenca
no metabolismo do N entre as variedades ¢ um dos fatores de varia¢do entre genotipos de cana-
de-acticar. Oliveira et al. (2016) constataram essa variacao, e identificaram maior exigéncia em
N para RB92579 em comparacao a RB867515, que apresenta maior eficié€ncia de conversao do
N em biomassa. Comportamento diferente entre as variedades a adubagao nitrogenada na cana
planta foi verificada por Santos et al. (2019a), avaliando as formas de N, atividade enzimatica
e produgdo de massa seca.

Além do fator genético, a interacdo da cana-de-agucar com a microbiota naturalmente
associada as variedades pode ser um dos fatores que contribuem para o bom desempenho das
plantas em ambientes com limitagdo de recursos (BALDANI et al., 2002). A inoculagdo pode
modificar a resposta fisiologica das plantas, de forma diferente entre as variedades e ambientes,

como verificado por Pereira et al. (2013), Schultz et al. (2014; 2016), Lima et al. (2018).

4.1 Teor de nitrogénio na folha +1
A adubacio nitrogenada promoveu incremento do teor de nitrogénio foliar em ambas as
variedades (Tabela 2), que representa o aumento do acumulo de N pela planta (Tabela 3). Dessa
forma, o teor foliar permite uma previsao sobre a produgdo de biomassa e produtividade das
plantas (CALHEIROS et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2013).
O teor de nitrogénio foliar de ambas as variedades esteve abaixo da faixa 6tima (13,4 a
20 g kg!) estabelecida para a regido Sudeste do Brasil (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA,
1997; REIS JUNIOR; MONNERAT, 2003), o que indica que o nutriente estaria limitando a
produgdo. Calheiros et al. (2018) avaliaram variedades de cana-de-agucar cultivadas no
Nordeste e identificaram que o teor médio de 17 g kg™! foi excessivo, o que indica que o teor
foliar 6timo para produtividade superior a 80 kg ha™! para o Nordeste ¢ inferior ao estabelecido

para o Sudeste. Silva (2017a) encontrou valores semelhantes para as mesmas variedades e ciclo,
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utilizando doses entre 60 e 80 kg ha™! em plantas cultivadas também no Nordeste, indicando

que o teor obtido ¢ adequado.

Tabela 2 - Teor de nitrogénio (N) e molibdénio (Mo), e atividade da enzima redutase do
nitrato (ARN), avaliados na folha indice (+1) da cana planta (RB867515 ¢ RB92579), aos 140
dias apds o plantio, em Rio Tinto - PB

N Mo ARN
g kg! mg kg! umol NO, g h!
RB867515
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média

-N 10,71 9,90 10,30 B 0,81 1,18 1,00 0,13 0,13 0,13

+N 11,20 11,53 11,36 A 0,74 0,97 0,85 0,14 0,15 0,14

-Mo 10,94 9,99 1047B 0,67 Ab 1,75 Aa 1,21 0,13 0,12 0,12

+Mo 10,97 11,43 1120A 0,88Aa 0,39Ba 0,64 0,14 0,16 0,15
Média 10,95 10,71 0,78 1,07 0,13 0,14

ANAVA F F! F?
N 6,50™ 2,04ms 0,28"
Mo 3,12° 13,64™" 0,62"
Bac 0,34m 0,98m™ 0,01m
N*Mo 0,16™ 0,36™ 0,35m
N*Bac 1,85m 0,16™ 0,17"
Mo*Bac 2,86™ 9,03™" 0,26
N*Mo*Bac 0,72m 0,35m 0,10m
CV% 10,85 28,46 21,37
RB92579
-N +N Média -N +N Média -N +N Média

-Mo 11,95Aa 12,17 Aa 12,06 0,51 0,40 045B 0,11 Aa 0,13 Aa 0,12

+Mo 11,53 Ab 12,61 Aa 12,07 1,09 0,86 098A 0,10Ab 0,19Aa 0,15
Média 11,74 12,39 0,80 0,63 0,11 0,16

ANAVA F F? F?
N 7,56 2,81m™ 11,81™"

Mo 0,00m 20,56™" 0,10m
Bac 0,01m™ 0,41m 0,32"
N*Mo 3,33" 0,12m 8,12
N*Bac 0,08™ 0,13m 2,35m
Mo*Bac 0,07m 0,35m 0,52m
N*Mo*Bac 1,75m 0,55m 0,70m
CV% 5,54 17,18 15,55

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna ndo diferem pelo teste Tukey (p <
0,10). ™ndo significativo, **p < 0,01, **p < 0,05, *p < 0,10 pelo teste F. Dados transformados em '[V(x")] e
273

[V

O efeito positivo da adubagao foi observado em todas as variaveis de crescimento da parte
aérea aos 140 DAP (Tabela 5 e 6), e se manteve até o final do ciclo (Tabela 8), contribuindo
para ganhos na producao de colmos e de agtcar (Tabela 9).

A adicdo de N-fertilizante disponibiliza o nitrogénio mineral na solu¢ao do solo, de onde
pode ser absorvido pelas plantas. A comunidade microbiana nativa ou inoculada pode ser
beneficiada, intensificando os mecanismos benéficos as plantas (GOSAL et al., 2012). Em solo

com baixa disponibilidade de N, a adubacao nitrogenada pode ativar o N nativo por meio de
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incremento da mineralizagdo. O efeito priming positivo aumenta a disponibilidade e a absor¢ao
do nitrogénio do solo pelas plantas (LIU et al., 2017; ZANG et al., 2017).

Esse processo pode ser um dos fatores que contribuem para a menor contribui¢cdo do
fertilizante no N acumulado na cana planta (FRANCO et al., 2011). A mineralizacao da matéria
organica e a fixacdo biologica de nitrogénio podem ser a principal fonte de N para as plantas
(OLIVEIRA etal., 2010; OTTO et al., 2013). Em solos pobres em matéria organica, como solo
da area em estudo, a menor disponibilidade natural de N contribui para que fixacao bioldgica
seja uma importante fonte de N para o sistema. Apesar do potencial de contribuicdo da FBN
para a cana-de-acucar, o fornecimento de N por essa via € limitado, e ndo atende a necessidade
da planta, mesmo com inoculagdo (REIS et al., 2016; SCHULTZ et al., 2014; URQUIAGA et
al., 2012). Dada a importancia do N para o desenvolvimento da cana-de-agucar, o fertilizante
deve ser fornecido para nao comprometer a produg¢do do canavial (VALE et al., 2011;
TRIVELIN et al., 2002).

As plantas que nao receberam nitrogénio apresentaram menor acimulo de N (Tabela 3),
o que reduziu o crescimento (Tabela 5) e produgcdo de massa seca da parte aérea (Tabela 6).
Tais resultados reforgam a importancia da adubagdo nitrogenada no ciclo de cana planta,
sobretudo em solos com estoque baixo de matéria organica (Tabela 1). As doses de eficiéncia
agrondmica no ciclo variam de 40 a 80 kg ha'! de N, e quando acompanhadas de inoculagio
podem resultar em produtividade semelhante a de doses altas de N (FRANCO et al., 2010;
OLIVER, 2014; PEREIRA et al., 2018). Na RB92579 a interacdo N*Bac aumentou a massa
seca total aos 140 e 340 DAP.

O molibdénio atuou de forma isolada e combinada com nitrogénio para aumento do teor
de N das variedades aos 140 DAP (Tabela 2). Na RB867515 sdao observadas respostas a
aplicagcdo de Mo no metabolismo de N (LI-PING; YANG-RUI; LI-TAO, 2007; MELLIS et al.,
2016; ORLANDO FILHO, 2010; SANTOS et al., 2018b; VIEIRA, 2015). A adicao isolada de
N e de Mo aumentou o teor foliar e acimulo de N e desenvolvimento da parte aérea e radicular
(Tabelas 5 a 7). A agdo isolada desses fatores indica a influéncia em diferentes fenomenos para
melhor nutri¢ao nitrogenada e desenvolvimento da cana planta. Na RB92579, a interacao N*Mo
mostrou que a adi¢do de Mo aumenta o teor de N na folha somente quando ha adubagao

nitrogenada, o que esteve correlacionado com a atividade da redutase do nitrato.

4.2 Teor de molibdénio na folha +1
Em ambas as variedades de cana-de-agucar avaliadas, o teor foliar de Mo esta acima do

nivel critico estabelecido para a cultura, que varia de 0,15 a 0,3 mg kg™! (SPIRONELLO et al.,
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1997; MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1997). O solo arenoso ¢ com pH do solo 6,3
(Tabela 1) promoveu alta disponibilidade do Mo aplicado, e consequentemente, maior absor¢ao
pelas plantas (HAMLIN, 2007; TEJADA-JIMENEZ et al., 2013). Vieira (2015) encontrou
valores aproximados para a cana planta em campo, utilizando dose de 0,3 kg ha™!, em solo com
pH 5,4.

Apesar do baixo teor no solo (Tabela 1), o teor foliar alto de Mo obtido em plantas da
RB867515 que nao receberam adubac¢ao molibdica pode ser explicado pela contribui¢dao da
adubacgdo fosfatada. Os fertilizantes fosfatados soltiveis (superfosfato triplo) e de rocha (fosfato
natural reativo) contém tragos de molibdénio em sua composi¢do (CHARTER; TABATABALI;
SCHAFER, 1995), e podem contribuir para o teor de Mo no solo (BARRON et al., 2008). Foi
utilizada dose alta de fosfato natural reativo marroquino, um fertilizante de rocha fosfatica com
origem em sedimentos marinhos. Essas rochas apresentam alto acimulo de Mo devido a
condicdo de formacdao (CHENG et al., 2015; HELZ; VORLICEK, 2019). A adubac¢ao fosfatada
foi aplicada em todas as parcelas, e pode ter contribuido também para o elevado teor foliar de
Mo para as duas variedades.

Entre os tratamentos, o teor de molibdénio foi menor em plantas da RB867515 adubadas
com Mo (Tabela 2) devido ao maior crescimento e produgdo de massa seca de colmos (Tabela
5 e 6), que reduziu a concentracdo do nutriente por massa seca. O teor de Mo de plantas
inoculadas e sem adubacao molibdica foi maior do que os demais tratamentos, indicando que a
bactéria foi fator de aumento do Mo foliar nessa variedade (Tabela 2).

Isso pode estar associado a capacidade dos diazotroficos em complexar metais que estao
em baixa concentra¢do no meio (KRAEMER et al., 2015). Nutrientes relacionados com a FBN,
como Mo, podem ser ligados & compostos organicos sintetizados pela bactéria diazotrdfica, de
modo semelhante ao que ocorre com o Fe na formagao de sideroforos (BELLENGER et al.,
2008). Além de complexar, esses micro-organismos sao capazes de solubilizar esses elementos
de minerais. A complexacdo e solubilizagdo ocorrem em meio deficiente de N, como resposta
a demanda da enzima nitrogenase para a realizagdo da FBN (BARRON et al., 2008;
LIERMANN et al., 2005; KRAEMER et al., 2015).

Na forma complexada, o nutriente pode ser absorvido ndo s6 pelos diazotroficos mas
também pelas plantas em associacdo (KRAEMER et al., 2015). Sendo assim, nas parcelas
inoculadas, o Mo oriundo do fertilizante fosfatado (aplicado em todas as parcelas) foi
solubilizado e absorvido pelas plantas. As plantas inoculadas apresentaram as menor

desenvolvimento, de forma que o teor do nutriente foi concentrado por unidade de massa seca.
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Isso ndo ocorreu na RB92579. Nessa variedade, a adubagdo molibdica promoveu
incremento do teor foliar de Mo. A bactéria foi isolada da RB867515 (LIMA et al., 2018) e
pode estabelecer com a variedade associacdo especifica por meio de exsudagdo radicular
(AHMED; HASNAIN, 2014; JACOBY et al., 2017). Além disso, o efeito de crescimento
promovido pela bactéria na RB92579 (Tabelas 5 e 6) pode ter diluido o teor do nutriente por
massa seca. A interacdo N*Mo aumentou o acumulo de N (Tabela 3), o que esta correlacionado

com a produ¢ao de massa seca na cana-de-agucar (SANTOS et al., 2018b; VALE et al., 2011).

4.3 Atividade da enzima redutase do nitrato

A redutase do nitrato (RN) esté ligada a assimilagdo de nitrogénio na forma de nitrato. A
oferta desse nutriente no meio ira modificar a atividade da enzima (ARN), sobretudo em plantas
que tém maior demanda pela forma nitrica. As variedades de cana-de-agucar podem discriminar
as formas de nitrogénio, assimilando preferencialmente nitrato ou amonio, de acordo com
aspectos genéticos, fisioldgicos ou disponibilidade no meio (ARMAS et al., 1992; ROBINSON
etal., 2011; BOSCHIERO et al., 2019). Dessa forma, o comportamento varietal ¢ refletido pela
intensidade de resposta da ARN (TISCHNER, 2000; SANTOS et al., 2019a).

Tanto a RB867515 como a RB92579 mostraram valores baixos de ARN, o que pode estar
relacionado com a fase de desenvolvimento das plantas. Santos et al. (2018a) mostraram que o
periodo amostrado (140 DAP) corresponde a uma fase fenologica em que a ARN na folha de
cana-de-aglicar ¢ baixa. Santos et al. (2017) verificaram que plantas bem nutridas em N
apresentam ARN baixa, mesmo na presenga de nitrato em solugdo, devido a menor demanda
pelo nutriente. ARN ¢ regulada ndo somente pela concentragdo externa de nitrato, mas também
pela concentragdo do ion no citosol, e pela concentragdo de amdnio e aminoacidos dentro da
célula (CRAWFORD; FORDE, 2002).

A ARN nao diferiu entre tratamentos sem e com adi¢do de nitrogénio ou molibdénio na
RB867515 (Tabela 2). Esse comportamento difere dos relatos da literatura em que ha estimulo
da atividade da RN pela aplicag@o de nitrogénio e/ou molibdénio no solo (CARVALHO et al.,
2014; SANTOS et al., 2019a). LI-PING, YANG-RUI e LI-TAO (2007) avaliaram doses de Mo
no metabolismo de N da RB867515 e verificaram que a ARN foi baixa na fase de perfilhamento,
e que maior atividade da RN ocorre com dose baixa de Mo. A aplicacdo de doses mais altas
inibiram a ARN e a atividade da enzima glutamina sintetase (GS).

A avaliacao da ARN consiste na reagao da solugdo de incubagdo com o tecido fresco, e
medicdo indireta da quantidade de nitrito formada durante o periodo de incubacdo. A

intensidade de reacdo em discos foliares (SANTOS et al., 2014) pode ser influenciada pela
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diferenga da anatomia foliar promovida pelos tratamentos. Folhas bem nutridas se desenvolvem
melhor e tornam-se mais espessas (REICH; ELLSWORTH; WALTERS, 1998), e a superficie
de reacao torna-se menor em folhas mais desenvolvidas, em reacdo a folhas de plantas nao
adubadas, considerando o mesmo numero de discos e tempo de reacdo. Dessa forma, a
quantidade de nitrito liberada pode ser subestimada, reduzindo a ARN de plantas bem
desenvolvidas. A adaptagdo da metodologia sugerida por Santos et al. (2014), que substitui a
pesagem do material vegetal (0,5 g) por 25 discos foliares de 1 cm de didmetro, ndo considera
tratamentos diferentes para amostragem. Além disso, Santos et al. (2018a) verificaram que o
tempo de incubacao de 90 minutos ndo atinge a maxima produg¢do de nitrito, observada aos 400
minutos de incubagdo. Os autores mostraram que o tempo de 120 minutos seria 0 minimo para
evitar a subestima¢ao da ARN.
A inoculacdo de bactéria diazotréfica pode modificar o metabolismo de N mediado pela
RN em plantas. Por meio da FBN ¢ disponibilizado N amoniacal, e quando associado ao Mo o
mecanismo ¢ intensificado (MA et al., 2019), disponibilizando mais amdnio para as plantas.
Nessa condicdo, a ARN de plantas que preferem a forma amoniacal, como ¢ relatado para
RB867515 (SANTOS et al., 2019a), ¢ reduzida, ja que parte do requerimento em N esta sendo
suprido pelo amonio, reduzindo a necessidade de assimilacdo de nitrato (CRAWFORD;
FORDE, 2002).
A RB92579 apresentou ARN duas vezes maior com adi¢do de nitrogénio, na presenga
de molibdénio (Tabela 2). O nitrato presente na célula sinaliza a sintese enzimatica ¢ induz a
atividade da enzima, em condi¢do de demanda por N. Na etapa final da sintese, o Mo ¢
requerido para ativar o sitio de reagdo enzimatica (TEJADA-JIMENEZ et al., 2013;
BOSCHIERO et al., 2019). A RB92579 possui desenvolvimento mais lento que a RB867515,
prolongando as fases de maior demanda de N. Esse comportamento varietal ¢ refletido na
intensidade de resposta ao metabolismo de nitrato (TISCHNER, 2000), concordando com a

preferéncia pela forma nitrica relatada para RB92579 por Santos et al. (2019a).

4.4 Acimulo de nitrogénio na parte aérea
A extragdo de nitrogénio foi positivamente influenciada pela adubagdo nitrogenada
(Tabela 3), evidenciando que o solo estudado ndo apresenta estoque para atender a cultura no
ciclo de cana planta, nas condi¢des do estudo.
A interagdo N*Mo promoveu aumento do acumulo de N nas duas variedades. Na
RB867515 houve incremento de 37 kg ha™! de N acumulado com a interagio N*Mo, em relacio

ao controle. No entanto, esse valor tem efeito mais significativo do nitrogénio, tendo em vista
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que nio diferiu da média da adicdo isolada de N (+42 kg ha!), e o ganho da adi¢io isolada de
Mo foi inferior (+13 kg ha). Esse resultado concorda com o efeito ndo significativo da ARN

para a variedade, em que a adi¢ao de Mo nao aumentou a atividade da RN (Tabela 2).

Tabela 3 — Nitrogénio acumulado, sinal isotopico de '°N e estimativa da FBN (%Ndda), na
cana planta (RB867515 ¢ RB92579), avaliados aos 140 dias apods o plantio, em Rio Tinto -
PB

N acumulado Sinal isotopico Ndda
kg ha’! 5"N%o %
RB867515
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 25,90 38,90 4,49 3,63 3,31 Bb 20,21 Aa
Bac N w202 5830 3 396 414 M 1281Aa 105840 D73
-N 24,37 37,32 4,05 3,67 11,49 Aa 19,40 Aa
Bac N 7 6715 1 405 356 3P 10seaa 21m2aa 0P
-N 25,13Bb 38,11 Ba 31,62 427 3,65 3,96 7,40 19,81 13,60
+N 67,60 Aa 62,77 Aa 65,19 4,01 3,85 3,93 12,69 16,15 14,42
Média 46,37 50,44 414a 3,750 10,04 17,98
ANAVA F! F? F?
N 62,15 0,07m 1,69
Mo 1,99m 433" 3,30
Bac 0,320 1,31 0,52
N*Mo 6,82 1,73ms 1,76™
N*Bac 1,15 0,01ms 0,197
Mo*Bac 0,05 0,02 0,30
N*Mo*Bac 0,01 2,75m 521"
CV% 8,56 18,61 42 .30
RB92579
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Meédia -Mo +Mo Média
-Bac 40,11 43,81 4196 B 3,54 3,71 3,63 25,55 22,69 24,12
+Bac 59,68 50,38 55,03 A 3,71 3,60 3,63 18,35 20,91 19,63
-N 43,84 Aa 31,54 Ba 37,69 3,49 3,74 3,61 26,74 17,84 22,29
+N 55,95 Aa 62,64 Aa 59,29 3,77 3,58 3,67 17,16 25,75 21,45
Média 49,89 47,09 3,63 3,66 21,95 21,80
ANAVA F F F!
N 25,17 0,127 0,30
Mo 0,42m 0,02m 0,10m™
Bac 921" 0,02m 0,10m™
N*Mo 4,86™ 1,78™ 1,54n
N*Bac 1,42m 0,14" 0,00m
Mo*Bac 2,28™ 0,76™ 0,06™
N*Mo*Bac 2,88™ 0,15m™ 0,34"
CV% 25,12 12,60 19,67

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,10). ™ndo significativo, **p < 0,01, **p < 0,05, *p < 0,10 para o teste F. Dados transformados em '[*V(x)],
2[V(x3)], 3[V(x+0,5)]. Ndda: nitrogénio derivado do ar, utilizando o 3'*N%o médio das plantas referéncias.

Na RB92579, a adubacdo nitrogenada em interagdo com Mo e/ou Bac aumentou o
acumulo de nitrogénio (Figura 5). O efeito isolado de N apresentou menor acimulo de N e ndo
diferiu dos outros tratamentos que nao receberam nitrogénio, o que indica que dose ndo atende

a necessidade da cultura. Na presenca de Mo o acumulo de N foi duas vezes maior que o
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controle. Esse resultado esta associado ao aproveitamento no nitrato do solo por meio da ARN
(Tabela 2). Incremento semelhante foi verificado por Oliveira (2012) utilizando a dose de Mo
mais baixa (0,2 kg ha™!). Santos et al. (2019a) também identificaram efeito da interagio N*Mo
na nutri¢do nitrogenada dessa variedade por meio da ARN.

Houve efeito isolado da inoculagido no acumulo de N da RB92579, com ganho de mais
de 10 kg ha'! de N (Tabela 3). Dada a auséncia de resposta da inocula¢io na FBN, o ganho
decorre da atuagdo de outros mecanismos benéficos que a bactéria inoculada pode realizar
(LIMA et al., 2018). Pedula et al. (2016) estudando a variedade verificaram maior acimulo de
N e de outros macronutrientes com inoculagao.

Nao foi verificada resposta da inoculacdo para a RB867515. Outros estudos ndo
verificam resposta da inoculagdo, no entanto, as plantas inoculadas apresentam desempenho
semelhante ao de plantas adubadas (PEREIRA et al., 2013, 2016; SCHULTZ et al., 2012,
2014). A variedade apresenta menor exigéncia em N e alta eficiéncia de uso do nutriente do
solo, que pode ser disponibilizado pela mineralizacdo da socaria anterior (OLIVEIRA et al.,
2016; TRIVELIN et al.,, 2002). Além disso, o bom desempenho pode ser resultado da
associacao com a comunidade bacteriana eficiente selecionada ao longo dos anos de cultivo

(BALDANI et al., 2002; SCHULTZ et al., 2012).

4.5 Estimativa da fixacdo biologica de nitrogénio

Nao houve diferenca estatistica entre plantas referéncia com e sem adubagdo
nitrogenada, e o 3'°N de cada planta referéncia consiste no valor médio desses tratamentos
(Tabela 4).

O sorgo ¢ estudado como planta fixadora de nitrogénio (BARROS et al., 2020), no
entanto, a variedade IPA SF15 apresentou baixa dilui¢do isotdpica no estudo realizado por Silva
(2016). O 5'°N obtido por essa variedade de sorgo (4,05%.), no entanto, foi semelhante ao da
cana-de-agucar (Tabela 4). O girassol apresentou sinal isotopico mais alto (5,04%,), mantendo
o comportamento observado por Silva (2018) e Silva (2017a), em diferentes condigdes de
cultivo (casa de vegetagao e campo).

O %Ndda médio da RB7515 foi de 21,8% e de 8,5%; e da RB92579 foi de 27,8% e 10%,
utilizando girassol e sorgo, respectivamente, como plantas referéncia. Utilizando o g!°N médio
das plantas referéncia para estimar a FBN, as médias foram de 20,4% para a RB867515 e de
21,9% para a RB92579. Apesar da variagdo entre plantas referéncia, a propor¢ao da FBN se

manteve entre os tratamentos. O sorgo subestimou a FBN na cana-de-agucar em ambas as
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variedades, e o girassol mostrou-se como planta mais adequada para avaliagdo da FBN, obtendo
estimativa semelhante a média das plantas referéncia.

Os valores médios de 3'°N da RB867515 (3,94%,) e da RB92579 (3,64%,) (Tabela 4).
Sinal isotopico semelhante foi obtido por Santos et al. (2019b), Schultz et al. (2014) e Silva
(2017a) no ciclo de cana planta. Nesses trabalhos os resultados quanto a FBN sdo variaveis.

Schultz et al. (2016) obtiveram valores semelhantes no terceiro ciclo, quando houve FBN.

Tabela 4 — Sinal isotdpico de gl5N e estimativa da FBN (%Ndda) na cana planta
(RB867515 ¢ RB92579), avaliados aos 140 dias apos o plantio, em Rio Tinto - PB

5" "N%o %Ndda' %Ndda? %Ndda’

Referéncias
Girassol 5,04 - - -
Sorgo 4,05 - - -
Média 4,55

RB867515
Co 4,49 10,91 - -
N 3,96 21,35 2,13 -
Mo 3,63" 28,03 10,43 20,21
Bac 4,05 19,62 - -
N*Mo 4,14 17,96 - -
N*Bac 4,05 19,64 - -
Mo*Bac 3,67 27,26 9,48 19,40
N*Mo*Bac 3,56" 29,39 12,13 21,72
CV% 12,65

RB92579
Co 3,47" 31,10 14,26 30,77
N 3,62" 28,13 10,56 20,32
Mo 3,79" 24,73 6,33 16,55
Bac 3,51° 30,28 13,24 22,71
N*Mo 3,64" 27,88 10,25 28,82
N*Bac 3,91° 22,42 3,46 14,00
Mo*Bac 3,68" 27,06 9,23 19,14
N*Mo*Bac 3,52" 30,73 13,21 22,68
CV% 12,17

“Médias diferem do g%o'°N médio das plantas referéncias (4,55), pelo teste LSD (p < 0,10). Ndda: nitrogénio
derivado do ar, calculado utilizando g%o0'°N do 'girassol, *sorgo, *médio das plantas referéncias. CO: controle
absoluto.

A planta fixadora deve apresentar 3'°N proximo de 0,0%., e em plantas nio fixadoras os
valores devem ser altos e positivos, para que apresentem uma diferenga minima de 2% e os
resultados de ocorréncia da FBN sejam precisos (BODDEY et al., 2001; HOGBERG, 1997,
FREITAS et al., 2015). No entanto, valores altos de g'°N na cana-de-acucar e diferenca inferior
a 2% em relacdo as plantas referéncias podem resultar em ocorréncia da FBN, com contribui¢ao
média semelhante a obtida em ambientes com amplitude de g'°N inferior a 2% (CARVALHO
etal., 2017; SILVA, 2017a).

Fatores climaticos, como precipitagdo e temperatura, influenciam o sinal isotépico do

solo, variando de acordo com a precipitacdo pluviométrica e temperatura. Em ambientes
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naturais, o sinal isotdpico € estabelecido em zonas climaticas, estudadas em escala de tempo
anual (AMUNDSON et al., 2003). Santos (2018) identificou que o aumento da pluviosidade
reduz a marcagio isotopica do solo, o que reduz a diferenga entre o 3'°N de plantas ndo
fixadoras e plantas potencialmente fixadoras em areas chuvosas. A autora encontrou ampla
variagdo do sinal isotdpico dentro da mesma regido climatica em areas de produgdo agricola. A
curto prazo, em menor escala espacial e sob interferéncia antrdpica, as relagdes isotopicas do
ambiente podem diferir das observadas em ambientes naturais devido a interagao dos fatores
genotipo, manejo € ambiente, gerando respostas de carater especifico (AMUNDSON et al.,
2003; HOGBERG, 1997).

Na RB867515 o Mo promoveu dilui¢do isotopica, com diferenga média de 0,76% em
relacdo as plantas referéncias (Tabela 4). Na RB92579, a amplitude média foi de 0,91% e ndo
houve influéncia dos fatores N, Mo e Bac para modificagdo do sinal isotdpico da variedade.

Mesmo com diferenca inferior a 2%, a FBN variou na RB867515 de 19% a 21%, ¢ na
RB92579 de 14% a 30%. Esse resultado ndo diferiu dos obtidos por Silva (2017a), cuja
diferenga isotdpica entre plantas fixadoras e plantas referéncia foram superiores a 2%. Carvalho
et al. (2017) trabalharam com as duas variedades de cana-de-agucar, que apresentaram valores
de delta superiores a 7%,, amplitude de inferior a 2%, ¢ a média de FBN foi de 16%. Isso mostra
uma manuten¢do da contribui¢do da FBN para a cana-de-aglicar nas diferentes condigdes
ambientais, manejo e de amplitude de 3'°N.

A adubacgdo molibdica aumentou o Ndda em 17% na RB867515 em plantas ndo
inoculadas e sem adicdo de N (Tabela 3), o que correspondeu contribui¢io com 7 kg ha'de N
no acumulado pela planta. Essa contribui¢do nao diferiu da promovida pelas interagdes Mo*Bac
e N*Mo*Bac (Tabelas 3 e 4), que apresentou FBN média de 20,56%. Na presenca de Mo ha
maior eficiéncia da nitrogenase, intensificando a ocorréncia de FBN (SANTOS et al., 2019b;
MA et al., 2019).

Na auséncia de Mo, a adigdo de nitrogénio e/ou bactéria aumentou o Ndda da
RB867515, com contribui¢cdo semelhante a obtida pela adi¢ao de Mo (Tabela 3). Esse resultado
esta associado ao efeito significativo da adi¢ao de N sobre o contetido de nitrogénio da planta.
O suprimento de N ou de Mo estimulam mecanismos nas plantas € nos micro-organismos,
resultando em promocgao de crescimento (GLASS et al., 2012; GOSAL et al., 2012; SANTOS
et al., 2019a).

As médias de g'°N da RB92579 diferiram da referéncia, indicando que houve FBN. N,

Mo e Bac ndo promoveram diluicdo isotdpica, nem do %Ndda, cuja média foi de 21,9%, que
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correspondeu a contribuindo média de 10 kg ha! de N. Os tratamentos que ndo receberam
adubagao nitrogenada apresentaram menor acimulo de N e maior %Ndda.

O N fixado ndo diferiu entre os tratamentos para as duas variedades. A média de N
fixado na RB867515 foi de 9,90 kg ha’!, e na RB92579 foi de 10,61 kg ha™l. A interaciio
N*Mo*Bac resultou em aproximadamente 15 kg ha! de N fixado para as duas variedades. Na
RB867515 essa foi a maior quantidade de N fixado, enquanto na RB92579 o maior valor foi
obtido com a interagdo N*Mo (17,4 kg ha! de N) (Figura 5).

A resposta a aplicagdo de Mo na RB867515 indica que o nutriente foi fator limitante
para a FBN no ambiente estudado. A ausé€ncia de resposta ao Mo sobre o sinal isotopico e
%Ndda indica que o gendtipo deve ser considerado no manejo do nutriente para estimular o
mecanismo na cana-de-agucar. Santos et al. (2019b) identificaram resposta diferente a aplicagao
de Mo sobre a atividade da nitrogenase (AN) das variedades RB867515 ¢ RB92579. Na
RB867515 a aplicagdo de Mo aumentou a AN, enquanto na RB92579 houve reducio.

Figura 5 - Nitrogénio acumulado (N total) e nitrogénio fixado da atmosfera (Nfix) nas
variedades RB867515 e RB92579, aos 140 dias apos o plantio, em Rio Tinto — PB
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Letras maiusculas iguais (N total) ndo diferem pelo teste Scott-Knott (p < 0,05). Variedades analisadas
separadamente. *Dados transformados em V(x).

A contribuicdo média da FBN para a cana-de-agtcar foi de 21% independente da adi¢ao
de N, Mo ou bactéria. Esse resultado se assemelha aos valores relatados para a cultura
(BODDEY et al., 2001; URQUIAGA et al., 2012; SILVA, 2017a). O Ndda nao aumenta com
a inoculacdo, e ¢ resultado da intera¢do planta-bactéria e condi¢cdes ambientais (SCHULTZ et

al., 2017).
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A contribui¢do foi a mesma na presenca se na auséncia de N. Yoneyama et al. (1997),
Silva (2016) e Santos et al. (2019b) mostraram que a atividade fixadora ¢ mantida em plantas
que receberam adubagdo nitrogenada. Todavia, esse ndo ¢ o fator que mais contribui para o
desenvolvimento das plantas, tendo em vista a quantidade de N fixado do ar ser inferior aquela

exigida para o maximo desenvolvimento da planta.

4.6 Parametros morfofisiologicos - 140 DAP

A bactéria inoculada isoladamente nao mostrou potencial como fixadora de nitrogénio.
Outros mecanismos benéficos estdo, portanto, atuando na promoc¢ao do crescimento da cana-
de-acticar, tendo em vista que a inoculagdo teve efeito nos pardmetros morfofisiologicos de
ambas as variedades (Tabela 5 e 6). A producdo de hormonios vegetais e a solubilizagdao de
nutrientes podem explicar o aumento da produgdo de parte aérea e radicular em plantas
inoculadas, em que a FBN nao ¢ verificada (PEDULA et al., 2016; SCHULTZ et al., 2014).

A adubacdo nitrogenada promoveu ganhos em todas as variaveis de crescimento da
parte aérea da RB867515 aos 140 DAP (Tabela 5 e 6). O nitrogénio atua na sintese e ativagao
hormonal das plantas, desencadeando as reacdes de conversdao dos nutrientes em biomassa e
desenvolvimento, e esse mecanismo tem alta eficiéncia em plantas C4 (TAIZ et al., 2017). No
inicio do desenvolvimento, quando h4a demanda pelo nutriente para o intenso crescimento, a
adi¢do de nitrogénio promoveu contribui¢des de mais de 50% na produgdo de massa seca das
plantas (Tabela 6).

A inocula¢ao na RB867515 reduziu o didmetro do colmo, mas na presenga de Mo nao
ha efeito da inoculag¢do. Nenhum dos fatores avaliados modificou o perfilhamento da variedade
(Tabela 5). Na RB92579, N, Mo e Bac nao modificaram o didmetro do colmo aos 140 DAP,
mas aumentou o perfilhamento da variedade. Como caracteristica varietal, a RB92579 possui
intensa producao de novos colmos na touceira durante o desenvolvimento vegetativo, de forma
que o incremento nutricional durante a fase de perfilhamento resulta em maior nimero de
perfilhos por metro (RIDESA, 2010).

Tanto o nitrogénio quanto o molibdénio influenciaram o crescimento em altura da
RB867515 (Tabela 5). A adubagdo nitrogenada aumentou o comprimento das plantas em 38%,
enquanto o Mo contribuiu com 8%. Na producdo de massa seca de colmos, a interagdo N*Mo
ilustra a relacdo metabdlica entre esses nutrientes (Tabela 6). A adi¢do de N tem o mesmo efeito
da adi¢do de Mo, uma vez que o Mo contribui para o aproveitamento do nitrogénio disponivel

no solo, por meio da assimilag@o do nitrato (GLASS et al., 2012).
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O papel fisioloégico do Mo das plantas é enzimatico, ativando enzimas no metabolismo
de macro ¢ micronutrientes. Esta relacionado com a assimilac¢do de nitrato, sintese de clorofila
e de hormonios, promovendo desenvolvimento das plantas. Os sintomas de deficiéncia de
molibdénio podem ser confundidos com deficiéncia de nitrogénio (HAMLIN, 2007), assim
como, a adubagdo molibdica em solos deficientes no nutriente gera resultados semelhantes aos

promovidos pela adubacao nitrogenada (SANTOS et al., 2019b; VIEIRA, 2015).

Tabela 5 - Varidveis biométricas (altura de planta, diametro do colmo e perfilhamento), da
cana planta (RB867515 e RB92579), avaliadas aos 140 dias apos o plantio, em Rio Tinto -
PB

Altura de planta Diametro do colmo Perfilhamento
cm cm plantas m’!
RB867515
-Bac +Bac Média -Bac +Bac  Média -Bac +Bac Meédia
-N 115,5 109,5 112,5B 2,24 2,11 2,18B 7,63 7,54 7,58
+N 152,9 156,7 154,8 A 2,47 243  245A 7,61 8,05 7,83
-Mo 129,5 126,4 1279 B 2,39 Aa 221 Ab 2,30 7,76 7,69 7,73
+Mo 138,9 139,8 139,3 A 2,32 Aa 234 Aa 233 7,48 7,90 7,69
Média 134,2 133,1 2,36 2,27 7,62 7,80
ANAVA F! F F
N 53,80 43,37 1,64™
Mo 3,72" 0,48" 0,04
Bac 0,03 427" 0,78"
N*Mo 0,25 0,02 0,01
N*Bac 1,03 1,32" 1,78"
Mo*Bac 0,44" 5,89" 1,51
N*Mo*Bac 2,13 1,56™ 0,13
CV% 4,10 5,05 7,24
RB92579
-Bac +Bac Média -Bac +Bac  Média -Bac +Bac Média
-N 96,60 101,71 99,15 B 2,21 2,18 2,20 9,37 9,29 9,33B
+N 125,94 146,47 136,21 A 2,26 2,23 2,25 10,13 9,88 10,00 A
Média 111,27b 124,09 a 2,24 2,21 9,75 9,59
ANAVA F F F
N 34,60 1,33™ 5,40™
Mo 0,09 0,00 0,26™
Bac 414" 0,50 0,32m
N*Mo 0,70 1,35™ 0,23
N*Bac 1,50 0,00 0,09
Mo*Bac 0,11 0,00 1,11
N*Mo*Bac 0,00 0,01 0,40
CV% 15,14 5,70 8,46

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maiuscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p
< 0,10). ™ndo significativo, **p < 0,01, *p < 0,05, *p < 0,10 pelo teste F. Dados transformados em '[*V(x)].
Altura medida da base do colmo a inserc¢do da folha +1. Didmetro medido no ter¢o médio do colmo.

O Mo atua na rota de sintese do hormodnio regulador de crescimento acido indol-acético
(AIA) mediada pelo triptofano, sintetizado por uma enzima de molibdénio. Essa rota ocorre em
bactérias diazotroficas que se associam com a cana-de-agticar (ANTUNES et al., 2017; LIMA

et al., 2018; SILVA et al.,, 2015), e a aplicagdo de molibdénio pode potencializar esse
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mecanismo nas bactérias nativas e inoculadas. O efeito do Mo na produ¢do de AIA, na FBN
(Tabela 3) e no metabolismo do nitrato nas plantas, podem explicar os maiores diametro (Tabela
5), massa de colmos (Tabela 6), e produgdo de massa seca de raiz (Tabela 7) da RB87515.
Nao houve efeito do Mo na RB92579. Esse resultado difere do estudo realizado por
Santos et al. (2019a) com as mesmas variedades, em que a RB92579 apresentou maior resposta
da aplicagdo de Mo do que a RB867515. A inoculagdo e adubacdo nitrogenada foram os fatores
que promoveram o desenvolvimento da parte aérea da RB92579 (Tabela 5 e 6), o que esta

correlacionado com o maior acimulo de N (Tabela 3).

Tabela 6 - Biomassa seca da parte aérea da cana planta (RB867515 e RB92579), avaliada aos
140 dias apos o plantio, em Rio Tinto - PB

MS colmos MS folhas MS total
g planta’! g planta’! g planta’!
RB867515
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 43,67Ba 62,38 Aa 53,02 4845 48,17 48,31 B 92,11 110,5 101,3B
+N 8596 Aa 82,19 Aa 84,08 68,84 69,35 69,10 A 154,8 151,5 1532 A
Média 64,81 72,29 58,65 58,76 123.5 131,0
ANAVA F F F
N 25,08 19,76™" 26,94
Mo 1,45 0,00 0,58"
Bac 0,24"s 1,34 0,72
N*Mo 3,29" 0,01m 1,18™
N*Bac 2,80 0,35m 1,73m
Mo*Bac 0,06™ 0,45m 0,22m
N*Mo*Bac 1,34 0,20" 0,86"
CV% 25,58 22,53 22,20
RB92579
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média
-N 38,43 45,12 41,77B 55,13 46,53 50,83 B 93,56 Aa  91,65Ba 92,60
+N 61,63 75,95 68,79 A 56,72 62,82 59,77 A 1183 Ab 149,2 Aa 1338
Média 50,03 b 60,54 a 55,92 54,67 106,0 120.4
ANAVA F F! F
N 22,52 5,60™ 22,58
Mo 0,14 0,15 0,49
Bac 3,417 0,06 2,79
N*Mo 0,29 0,41ms 0,05
N*Bac 0,450 1,66™ 3,58"
Mo*Bac 0,37" 0,09 0,35
N*Mo*Bac 0,19 1,97 2,04
CV% 29,13 6,81 21,65

Médias seguidas da mesma letra minascula na linha e maitscula na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,10). ™ndo significativo, ““p < 0,01, *p < 0,05, “p < 0,10 pelo teste F. Dados transformados em *[log(x)]. MS:
massa seca. MS folhas: folhas secas + folhas verdes + ponteiro. MS total: MS colmos + MS folhas.

O efeito isolado da inoculacdo na RB92579 modificou positivamente o crescimento da
variedade, como também foi observado por Lima et al. (2018) e Pedula et al. (2016). Houve
aumento da altura em 12% e da massa seca de colmos em 21%. O nitrogénio influenciou

positivamente em todas as varidveis e apresentou maior ganho de altura (38%) (Tabela 5) e
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massa seca de colmos (53%) (Tabela 6), em comparagdo com a bactéria. Os efeitos sobre o
desenvolvimento da parte aérea se mantiveram até o final do ciclo (Tabela 8).

O efeito da interagdo N*Bac foi verificado na produgao de massa seca total. Na presenga
de N, a inoculagdo aumentou a massa seca da parte aérea da RB92579 (Tabela 6). O aumento
do conteudo de N, altura e massa seca promovidos pela bactéria ¢ resultado semelhante ao
observado por Pedula et al. (2016) em estudo realizado com a mesma variedade e ciclo de
producao. Os autores identificaram resposta da inoculagdo de forma isolada ou em interagao
com adubagdo com 50 kg ha™! de N. A inoculagdo incrementou o acimulo de N, velocidade de
crescimento inicial, producdo de massa seca e indice de area foliar. Além disso, inoculacdo
aumentou o acimulo de outros nutrientes (P, K, Ca, Mg), superando o tratamento que recebeu
apenas o fertilizante nitrogenado.

Os trabalhos que encontraram resultados positivos da inoculagdo e adubagado
nitrogenada relatam maior eficiéncia de uso dos fertilizantes pelas plantas inoculadas (GOSAL
etal., 2012; OLIVER, 2014; PEREIRA et al., 2018). Na presenca de N, as bactérias inoculadas
aumentam a atividade promotora de crescimento (GOSAL et al., 2012), que beneficiam as
plantas de forma direta e indireta (MEHMOQD et al., 2018). Mohite (2013) constatou maior
producdo de AIA por bactérias rizosféricas em meio de cultura com maior concentragao de
nitrogénio, confirmando o efeito estimulante do nitrogénio na produg¢do do AIA. Outros
fitohormonios sdo produzidos por bactérias, como giberelinas e citocininas, e atuam regulando

o crescimento das raizes e parte aérea de plantas (SILVA et al., 2015).

4.7 Biomassa radicular — 180 DAP
A produgdo de raiz foi modificada pelas condi¢des do solo e pela interacdo tripla dos
fatores N, Mo e Bac (Tabela 7).

Para ambas as variedades, em P1 foi verificada maior quantidade de raiz, o que esteve
associado a notavel condicdo de aeracdo e agregagdo. Em P2 a quantidade de raiz foi
aproximadamente 50% menor que a obtida em P1. Resultado semelhante foi observado por
Cury, De Maria e Bolonhezi (2014) para o ciclo de cana soca, com predominio de raizes nos
0,2 m iniciais e redu¢do de mesma proporcdo até 0,4 m de profundidade. Em subsuperficie, os
autores identificaram maior resisténcia a penetracdo em area com historico de colheita
mecanizada, como resultado da acomodacao natural das particulas e do trafego de maquinas
inerentes ao manejo mecanizado da cultura.

Em subsuperficie (P2), o incremento do teor de argila e areia fina (Tabela 1) (carater

coeso) pode ter comprometido o desenvolvimento de raizes em profundidade. A coleta de
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subsuperficie foi dificultada por esse adensamento, consistindo em impedimento a entrada do
amostrador e ao crescimento radicular.

Tabela 7 - Biomassa seca de raiz nas profundidades P1 (0 a 0,2 m) e P2 (0,2 a 0,4 m) da cana
planta (RB867515 e RB92579), avaliada aos 180 dias apos o plantio, em Rio Tinto - PB

MSR P1 MSR P2
g dm g dm™
RB867515
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
N 4,16 Aa 1,11 Bb 0,55 0,45
-Bac N 1.65Bb 421 Aa 2,78 031 0.65 0,49
N 108Ba 2,63 ABa 0,60 0,76
*Bac N 1.I5Ba  1.10Ba 1,49 0.25 1,06 0,67
N 2.62 1.87 2,04 0,57 Aa_ 0,61 Aa 0,59
N 1.40 2,65 2,02 028 Ab 0,85 Aa 0,57
Média 2,01 2,26 0,43 0,73
ANAVA F F!
N 0,43™ 0,11™
Mo 0,55™ 3,91°
Bac 14,43™ 1,09"s
N*Mo 8,63 426°
N*Bac 2,28 0,321
Mo*Bac 2,17 2.21m
N*Mo*Bac 28,527 0,03
CV% 34,62 24.92
RB92579
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
N 1,55 1,08 0,49 Aa 030 Aa
-Bac +N 1,42 1,12 1,29 031 Aa 0,55 Aa 0,41
N 1,20 1,30 026 Ab 0,69 Aa
+Bac AN 1.34 1.33 1,29 035Aa 046 Aa 0,44
Média 1,38 121 0,35 0,50
. N 128 0,43
Média N N 130 0.42
ANAVA F! F!
N 0,00™ 0,05™
Mo 0,520 1,65
Bac 0,017 0,00
N*Mo 0,10 0,18
N*Bac 0,19 0,00
Mo*Bac 1,75m 1,61m
N*Mo*Bac 0,23 3,22°
CV% 10,39 18,74

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna nio diferem pelo teste de Tukey (p <
0,10). "nio significativo, ***p < 0,01, *p < 0,05, *p < 0,10 pelo teste F. Dados transformados em '[*V(x)]. MSR:
massa seca de raiz. P1: profundidade 0 a 0,2 m. P2: profundidade 0,2 a 0,4 m.

Segundo Cury, De Maria e Bolonhezi (2014), a coleta ocorreu no periodo adequado, no
final do periodo chuvoso e inicio do periodo de déficit hidrico, quando as raizes da cana
apresentam o maximo desenvolvimento. Esses autores identificaram predominio de raizes na
entrelinha da socaria cana-de-agtcar, justificado pela maior disponibilidade de nutrientes
resultante da adubacdo. O mesmo pdde ser verificado durante o processamento das amostras,

havendo maior volume de raizes nas amostras do ponto B. Isso pode ser explicando pela
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adubagdo de cobertura no ciclo de cana planta, e pela condigdo local de impedimento fisico em
profundidade, direcionamento o crescimento lateral.

As raizes da RB867515 tiveram a biomassa de raiz modificada pela interagdo tripla em
P1 e pela interagcdo N*Mo em P2 (Tabela 7). Em P1, o controle absoluto apresentou a maior
massa de raiz e ndo diferiu do tratamento N*Mo. Em condi¢ao de deficiéncia de N, as plantas
direcionam as reservas energéticas para o crescimento radicular em profundidade para explorar
o solo na busca por nutriente. Embora o crescimento na auséncia de N seja dado em
profundidade, a camada de impedimento pode ter direcionado o crescimento para as laterais.

O desenvolvimento das plantas é consequéncia de uma relagdo ideal entre parte aérea e
do sistema radicular. O crescimento das raizes ¢ determinado pela genética e metabolismo das
plantas, e pelas condi¢des de solo, para aquisi¢@o e uso eficiente de recursos. Por ser um 6rgao
heterotrofico, sua manutencdo constitui em custo metabolico, de forma que o balango
inadequado da relacdo raiz/parte aérea pode comprometer a produgdo em até 45% (SMITH,
INMAN-BAMBER; THORBURN, 2005; GOMATHI et al., 2015).

Cerca de 60 % das raizes da cana-de-acticar se concentra nos primeiros 40 cm do solo,
mas sob condi¢oes de solo limitantes, como ocorre na maioria dos solos brasileiros, o volume
em profundidade pode ser maior (CURY, DE MARIA; BOLONHEZI, 2014).

Quando o N ¢ disponibilizado, ha estimulo do crescimento de raizes laterais
(BOUGUYON; GOJON; NACRY, 2012). Na presenga de Mo, a maior assimilacdo de nitrato
intensificou a ramificacdo das raizes. Dessa forma, a massa de raiz obtida para o controle e
N*Mo foi maior que os demais tratamentos por razdes fisiologicas diferentes. O tipo de raiz
desenvolvida em cada condigdo ¢ um importante fator para diferenciar a eficiéncia de absor¢ao
de nutrientes e produ¢do de massa seca da parte aérea (TAIZ et al., 2017). As plantas do controle
tiveram menor produgdo de massa seca aérea do que as plantas adubadas com N e sob interagao
N*Mo (Tabela 6).

O crescimento radicular da RB867515 foi reduzido sob efeito isolado de N, Bac e Mo,
e sob as interacdes N*Bac e N*Mo*Bac. Na presenga de N, o crescimento da planta ¢
estimulado, mantendo menor relagdo raiz/parte aérea. Nessa condicao, héa alocagdo preferencial
de recursos na parte aérea, e a raiz recebe menos recurso energético e se desenvolve menos. Em
plantas cultivadas, esse fendmeno explica a resposta da adubag@o em biomassa aérea (TAIZ et
al., 2017).

O metabolismo de nitrato ¢ correlacionado com a redistribuicdo de AIA nas raizes
(CRAWFORD; FORDES, 2002). Em meio rico em nitrato, o AIA da raiz deixa de ser

redistribuido para a parte aérea, o que estimula o crescimento da biomassa aérea. Concentrado
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nas raizes, o AIA estimula a ramificacdo das raizes principalmente por meio da emissdo de
pelos radiculares (BOUGUYON; GOJON; NACRY, 2012). Dessa forma, na presenca de Mo o
crescimento da parte aérea se d4 em resposta a concentracao de nitrato e, na presenca de N a
massa seca de raiz torna-se menor que aquela obtida pelo tratamento controle (Tabela 7).

Bactérias diazotroficas sdo capazes de produzir AIA e esse mecanismo tem alto
potencial contribui¢do para o desenvolvimento de plantas (MOHITE, 2013; LIMA et al., 2018).
Alta concentracao de AIA na raiz estimula a producao de pelos radiculares, responsaveis pela
absor¢ao de agua e nutrientes. Dobbelaere et al. (1999) identificaram esse efeito na inoculagado
de Azospirillum brasilense em sementes de trigo. A producao de AIA pelas bactérias promoveu
a producdo de pelos radiculares, e a quantidade de unidades formadoras de colonia no
inoculante intensificou o fendmeno. A adi¢do de AIA sintético ndo mostrou a mesma
intensidade de efeito obtido pela inoculagdo bacteriana, indicando que outros metabodlitos
bacterianos atuam no processo. O crescimento da parte aérea e das raizes nas plantas ¢
controlado por um conjunto de hormoénios que se autorregulam na resposta fisioldgica aos
estimulos ambientais (SMITH; INMAN-BAMBER; THORBURN, 2005). A. brasilense
mostrou capacidade de producgdo de outros hormonios vegetais (citocinina e giberelina), que
junto com o AIA promoveram crescimento efetivo (DOBBELAERE et al., 1999).

Avaliando o crescimento radicular do trigo inoculado com bactérias diazotréficas no
milho, Mohite (2013) nao identificou diferenca do comprimento radicular das plantulas. No
entanto a técnica utilizada pode nao ter sido capaz de contabilizar as raizes mais finas formadas
pelo estimulo do AIA (DOBBELAERE et al., 1999). A metodologia de pesagem aplicada ndo
apresenta sensibilidade para quantificar raizes muito finas, que podem ser perdidas duramente
o processamento (FARONI; TRIVELIN, 2006).

Lima et al. (2018) identificaram que a bactéria ¢ produtora de AIA pela rota dependente
do triptofano, cuja sintese envolve enzima de molibdénio (MENDEL; RANCH, 2002). Os
autores também identificaram menor crescimento radicular na presenca da Stenotrophomonas
sp. (UAG869) na RB867515. Dessa forma, pode-se inferir que tratamentos inoculados
apresentaram menor massa de raiz pela mudanca do crescimento radicular, investindo em raizes
de absor¢do (finas), reduzindo a massa de raizes obtida.

O mesmo nao pode ser aplicado a RB92579, que mostrou efeito da inoculagdo para
outros atributos de crescimento, mas nao para massa de raiz em P1. Lima et al (2018) também
nao identificaram modificacdo da massa seca de raiz na RB92579, embora tenha identificado
efeito positivo da inoculagdo em outras variaveis de crescimento para a variedade. Em

contrapartida, a média de massa seca de raiz dessa variedade foi quase duas vezes menor que a
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da RB867515 (Tabela 7), diferente do que foi identificado por Lima et al. (2018), em condi¢ao
de casa de vegetacdo. Os autores identificaram maior de massa de raizes na RB92579 do que
na RB867515.

A arquitetura radicular ¢ determinada pelo genotipo e metabolismo das plantas, e pelas
condi¢des ambientais. Diferengas do regime hidrico e umidade do solo, assim como a
habilidade de responder as condi¢des de estresse hidrico pelas plantas, irdo modificar o
crescimento radicular entre variedades e entre ambientes. A importancia dessa mudanga do
crescimento das raizes esta relacionada com o melhor aproveitamento dos nutrientes presentes
no solo. A maior superficie especifica das raizes finas (pelos radiculares) confere maior
interagdo com o solo, e consequentemente, maior aproveitamento dos nutrientes do solo
(FARONI; TRIVELIN, 2006; TAIZ et al., 2017). Pedula et al. (2016) verificaram que plantas
inoculadas e adubadas com nitrogénio apresentaram maior acimulo de nutrientes durante todo
o ciclo de desenvolvimento. O que est4 relacionado a maior ramificacdo e producao de pelos
radiculares, aumentando a exploragdo do solo e absor¢ao de nutrientes.

Em P2 a massa de raizes foi maior na presenca de Mo. Na RB867515, 0 Mo promoveu
o aumento de raizes na presenga de N. Na RB92579, o Mo*Bac aumentou a massa de raizes na
auséncia de N. O Mo foi fator de aumento da massa de raizes em subsuperficie para as duas
variedades, e pode ser explicado pelo estimulo a ramificagdo. A camada adensada do solo levou
ao espessamento radicular nessa camada em ambas as variedades, o que foi identificado durante
o processamento das amostras. H4 modificagdo no diametro da raiz de monocotiledoneas em
condig¢do de estresse (TAIZ et al., 2017), e a condigao fisica pode ter favorecido o incremento

de massa, em adi¢@o aos efeitos promovidos pelo Mo.

4.8 Parametros morfofisiologicos — 340 DAP

No final do ciclo, o nitrogénio continuou sendo o fator importante para o crescimento das
variedades (Tabela 8), contribuindo para o melhor desempenho da cultura até o final do ciclo
(TRIVELIN et al., 2002). As plantas adubadas com N mantiveram maior crescimento, diametro
de colmo e producao de massa seca da parte aérea.

Na RB867515 foi o tnico fator de modificagdo do desenvolvimento da planta,
perdendo-se o efeito do Mo verificado aos 140 DAP (Tabelas 5 e 6). Os ganhos da adubacgao
nitrogenada em relacdo ao controle nessa fase foram de 12% em altura e 5% em diametro
(Tabela 8). Nenhum incremento ocorreu para a producao de massa seca total. Os componentes

folhas e colmos também ndo apresentaram diferenga significativa.
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Diferente desse resultado, Vieira (2015) e Oliveira (2012) observaram ganhos da
adubag¢ao molibdica para a cana-de-agucar no final do ciclo. Vieira (2015) utilizou a variedade
RB867515, avaliando o ciclo de cana planta por ser uma variedade responsiva a adubagao
molibdica (BECARI, 2010). O autor verificou que doses altas podem prejudicar a produtividade
de colmos, e determinou como ideais doses entre 0,6 e 1,2 kg ha!. O solo apresentava alta
capacidade de adsor¢do de Mo, reduzindo o aproveitamento do nutriente pelas plantas. Assim,
a dose de 0,4 kg em condigdo de solo de alta disponibilizagao do nutriente, pode ter impedido
a obtencdo de resposta mais evidente a adubagdo molibdica em desenvolvimento e

produtividade (Tabela 9).

Tabela 8 - Variaveis biométricas (altura de planta, diametro do colmo, e massa seca total) da
cana planta (RB867515 e RB92579), avaliadas aos 340 dias apos o plantio, em Rio Tinto - PB

Altura de planta Didmetro do colmo MS total
cm cm g planta’!
RB867515
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média
-N 268,5 266,1 267,3B 2,32 2,35 2,33 B 529,7 464,2 496.9
+N 296,3 306,5 3014A 2,41 2,51 2,46 A 510,2 5253 517.8
Média 2824 286,3 2,36 2,43 520,0 494,7
ANAVA F! F F
N 11,64™ 3,94" 0,18™
Mo 0,01 0,08" 0,49
Bac 0,19 1,33m 0,27"
N*Mo 1,78 0,64" 0,61"
N*Bac 0,42 0,31 0,68"
Mo*Bac 0,47" 1,13™ 0,55
N*Mo*Bac 1,38™ 0,41" 0,00
CV% 14,37 7,46 27,16
RB92579
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média
-N 238,8 2423  240,6 B 227 Aa 2,13 Ab 2,2 364,5Aa 353,7Ba  359,1
+N 270,8 300,2 2855A 2,18Aa 225Aa 2,21 359,7 Ab 4445 Aa  402,1
Média 2548b 2713 a 2,22 2,19 362,1 399,1
ANAVA F F F
N 26,68 0,12"s 5,90™
Mo 1,39 1,72 1,33
Bac 3,59" 0,62" 4,35™
N*Mo 0,25 1,42 0,42
N*Bac 2,22m 6,67"" 7,27
Mo*Bac 0,00 0,06" 1,41
N*Mo*Bac 0,51 0,12" 0,07"
CV% 9,35 5,35 12,83

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula na linha e maitiscula na coluna nao diferem pelo teste de Tukey (p <
0,10). ™ndo significativo, ***p < 0,01, **p < 0,05, “p < 0,10 pelo teste F. Dados transformados em '[V(x3)]. MS:
massa seca. Altura medida da base do colmo a inser¢@o da folha +1. Didmetro medido no ter¢o médio do colmo.
MS total: MS folhas secas + MS folhas verdes + MS ponteiros + MS colmos.

Em contra partida, as plantas ndo adubadas mostraram avango no desenvolvimento ao

longo do ciclo, reduzindo a diferenca em relagdo a plantas adubadas. O crescimento radicular
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verificado na Tabela 7 pode ter promovido estimulado a absor¢do de nutrientes pela maior
exploragdo de solo, bem como a ocorréncia da FBN no decorrer do ciclo (SANTOS et al., 2019),
podem ter contribuido para manutencao do crescimento dessas plantas. Enquanto as plantas
adubadas com N podem ter sido limitadas pelo impedimento fisico do solo, € pelo estresse
hidrico maior devido a maior biomassa na fase de déficit hidrico (Tabela 8).

Enquanto na RB867515 o efeito do Mo foi verificado apenas aos 140 DAP, o efeito de
N e Bac na RB92579 foram mantidos até o final do ciclo (Tabela 8). Tanto o nitrogénio quanto
a bactéria continuaram atuando de forma isolada a altura das plantas e em intera¢ao na produgao
de massa seca total. Diferente do observado no inicio do desenvolvimento, a interacdo N*Bac
influenciou o didmetro do colmo aos 340 DAP. A inoculag¢dao reduziu o didmetro, mas na
presenca de N ndo ha efeito da inoculagao. Resultado semelhante foi verificado pela interagao
Mo*Bac na RB867515 140 DAP.

Pedula et al. (2016) identificaram melhor desempenho da RB92579 sob inoculacio
bacteriana e da interacdo N*Bac, com efeito desses fatores ao longo do ciclo da cultura. Assim
como ocorreu com a RB867515, o efeito dos tratamentos em relagao ao controle foi menor que
o observado ao 140 DAP. No final do ciclo, a inoculagdo promoveu aumento de 6% e o
nitrogénio de 19% na altura das plantas. O efeito de N*Bac na produgdo de massa seca total
aos 340 DAP foi o mesmo verificado aos 140 DAP, em que tanto a bactéria quanto a adubacao
nitrogenada promoveram ganho de 22% (Tabela 8).

Pedula et al. (2016) a inoculacdo sem adubacdo nitrogenada mostrou desempenho
semelhante ao da interagdo N*Bac para as variaveis de crescimento e de nutri¢ao. Esse
resultado pode ser devido a contribui¢do do N do solo ou pela inoculagdo de mix de bactérias,
que combina diferentes mecanismos de promog¢do de crescimento. A interagdo N*Bac
promoveu melhor desenvolvimento da variedade mesmo utilizando apenas uma bactéria. O
fornecimento de N em dose baixa (menor que a exigida pela cultura) associada com inoculac¢do
promove ganhos no desenvolvimento da cultura devido ao melhor desempenho das bactérias
diazotréficas inoculadas e nativas, na realizagdo os mecanismos promotores de crescimento
(PEDULA et al., 2016; PEREIRA et al., 2018; SCHULTZ et al., 2017; ZENG et al., 2016). A
inoculagdo bacteriana mostra-se uma ferramenta de manejo para melhor desenvolvimento da

RB92579, em relagdo ao manejo atual da variedade (60 kg ha! de N).

4.9 Produtividade e atributos agroindustriais
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O nitrogénio foi o Unico fator de aumento da producdo de colmos (TCH) e de agucar
(TPH) para as duas variedades (Tabela 9), de forma que o nutriente tem importante papel na
producao de cana-de-agucar no primeiro ciclo.

Tabela 9 - Producao de colmos (TCH) e produgao de agucar (TPH) da cana planta (RB867515
e RB92579), avaliadas no final do ciclo, em Rio Tinto - PB

TCH TPH
Mg ha'! kg ha'!
RB867515
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média
-N 71,76 70,24 71,00 B 10,99 10,42 10,71 B
+N 81,43 81,8 81,62 A 12,5 13,09 12,79 A
Média 76,59 76,02 11,74 11,75
ANAVA F F
N 10,44™" 8,01
Mo 0,07" 0,03"
Bac 0,03" 0,00"
N*Mo 1,00™ 0,01"
N*Bac 0,08" 0,63"
Mo*Bac 0,15m 0,00"
N*Mo*Bac 0,19 0,00"
CV% 12,18 16,67
RB92579
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média
-N 76,73 72,71 74,72 B 11,66 11,84 11,75B
+N 96,88 93,84 95,36 A 15,65 15,61 15,63 A
Média 86,81 83,27 13,66 13,72
ANAVA F F
N 36,12 3,31"
Mo 1,76 0,16
Bac 1,06 0,01"
N*Mo 0,51m 0,66"
N*Bac 0,02"s 0,03"s
Mo*Bac 0,08" 0,10m
N*Mo*Bac 1,43m 1,230s
CV% 11,42 12,33

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey
(p < 0,10). ™ndo significativo, ““p < 0,01, *p < 0,05, *p < 0,10 para teste F. TCH: toneladas de colmo por
hectare. TPH: toneladas de pol por hectare.

A adubacdo nitrogenada aumentou a producdo de colmos em 10,62 Mg ha! na
RB867515. O incremento observado para RB92579 foi maior (20,64 Mg ha™!), evidenciando a
maior exigéncia e resposta da variedade a adubagdo nitrogenada (OLIVEIRA et al., 2016). O
mesmo ocorreu para a produgdo de aglicar, com incrementos de 2,08 kg ha' e 3,88 kg ha’!,
respectivamente. O efeito do N sobre a producdo de massa seca e fotossintese resulta em maior
produgdo de colmos, e produgdo e acimulo de agucar (TAIZ et al., 2017).

Diferente do que foi observado por Santos et al. (2018b) e Vieira (2015), ndo houve efeito
do Mo na produtividade de ambas as variedades. O que pode ser atribuido a dose de Mo, que

pode ter sido alta para a cultura. Segundo Vieira (2015), a dose elevada de Mo pode reduzir a
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produtividade da cana-de-agucar. Santos et al. (2018b) utilizou dose inferior (0,2 kg ha™),
definida por Oliveira (2012) para maior eficiéncia da nutricao nitrogenada da cana-de-agucar.
Nesses trabalhos a dose de Mo aumentou a produtividade da cana planta.

Na RB92579, o efeito da inoculagdo sobre o crescimento aos 340 DAP nao resultou em
incremento de produtividade. Pereira et al. (2018) verificaram efeito da inoculacdo combinada
com a adubagdo com N na produtividade.

O impedimento fisico do solo pode ter sido um fator limitante para o desenvolvimento
das plantas de melhor desenvolvimento no final do ciclo da cana planta, anulando os efeitos de
Mo e Bac sobre a produtividade.

Para aos atributos agroindustriais da cana-de-agticar, o fator de variagdo foi apenas a
adubag¢do nitrogenada, aumentando a qualidade industrial da cana-de-actcar no ciclo de cana
planta (Tabela 10). Santos et al. (2018b) nao observou efeito da adubacao molibdica sobre os

atributos agroindustriais nas variedades, que foi modificada apenas pela aplicagdo de N.

Tabela 10 — Atributos agroindustriais da cana planta (RB867515 ¢ RB92579), avaliados no
final do ciclo, em Rio Tinto - PB

POL AR ATR Fibra PC Brix
% kg Mg’! %
RB867515

-N 18,01 B 0,75 143,8 13,25 14,93 17,10
+N 18,89 A 0,72 150,1 13,29 15,64 17,82

ANAVA F F F F F F
N 3,62" 0,70 2,60 0,01ms 2,59 2,91
Mo 0,09 0,38 0,09 0,028 0,07"s 0,22
Bac 0,02ns 0,05 0,19 2,770 0,17 0,17
N*Mo 1,89 0,08 1,80 0,17 1,70 2,23
N*Bac 0,03ns 0,25 0,34ns 1,55 0,34 0,27
Mo*Bac 0,71ms 0,52" 0,61 0,00 0,49"s 1,05
N*Mo*Bac 1,11 2,87 0,77 0,01 0,928 0,38"
CV% 6,60 14,21 7,02 10,40 7,60 6,39

RB92579

-N 19,32 0,68 A 1523 B 13,60 A 1591 B 18,01
+N 19,90 0,60 B 158,7 A 12,68 B 16,66 A 18,58

ANAVA F F F F F F
N 1,83ns 437" 331" 6,62™ 3,65" 2,12
Mo 0,67 0,53 0,45 0,01 0,50 0,29
Bac 0,71 0,27 1,15 1,28 1,15 1,08
N*Mo 0,03 0,43 0,00 0,77 0,00 0,03
N*Bac 0,55 0,02 0,76™ 0,42 0,73 0,80
Mo*Bac 0,110 0,01 0,16™ 0,12 0,16 0,17
N*Mo*Bac 0,39 0,65 0,12 1,110 0,08 0,32"
CV% 5,91 16,88 5,96 7,25 6,36 5,67

Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,10). ™ndo significativo, “p < 0,01, *p < 0,05, *p < 0,10 para teste F. POL: porcentagem de sacarose aparente
no caldo. AR: porcentagem de agtcares redutores do caldo. ATR: agtlicar total recuperavel. PC: porcentagem de
sacarose aparente no colmo. BRIX: teor de s6lidos soluveis.
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Na RB867515, o nitrogénio mostrou efeito apenas para o POL, aumentando a sacarose
do caldo. A RB92579 mostrou resposta da adubagdo nitrogenada para quatro dos seis atributos
avaliados. O nitrogénio reduziu os agucares redutores € o teor de fibra, € aumentou a sacarose
do colmo e ART, o que indica melhor qualidade industrial.

O ganho em ATR na RB92579 com adi¢do de N foi de 5,4 kg Mg de colmo. Na
RB867515 a adi¢do de N aumentou o ART em 6,3 kg Mg!, mas sem diferenca estatistica
significativa.

A RB867515 apresentou indices muito proximos aos limites estabelecidos para os
atributos de qualidade (SANTOS; QUEIROZ; RABELO, 2016). O Brix ficou abaixo do ideal
(>18%), com média de 17.48%. O teor médio de fibra ultrapassou em 0,27% o limite maximo
de (13%), no entanto, estd de acordo com o desempenho industrial da variedade (RIDESA,

2010).
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5 CONCLUSOES

A interagao da adubagao nitrogenada, adubagdo molibdica e inoculagdo de bactéria
diazotrofica ndo aumenta a fixagdo bioldgica, o crescimento da parte aérea e a produgao da
cana-de-agucar de primeiro ciclo.

A adigdo de nitrogénio + molibdénio + bactéria aumenta o acimulo de nitrogénio na fase
inicial do desenvolvimento nas duas variedades e nao ¢ contribuicdo da FBN, cuja contribui¢ado
média para a cana-de-agtcar varia entre 20% e 30%, e ndo ¢ modificada pelos fatores estudados.

A adubacao nitrogenada aumenta o desenvolvimento da parte aérea e radicular no inicio
e final do ciclo, a producdo de colmos e de acticar, e qualidade industrial da cana planta
cultivada nos Tabuleiros Costeiros paraibanos.

A adubacdo molibdica e a inoculagdo ndo modificaram a produtividade da cana planta.
Esses fatores atuam de forma diferente e sistematica entre as variedades, com efeitos mais
significativos no inicio do desenvolvimento. A reinoculagdo e/ou aplicacdo de Mo na fase de
maximo crescimento da planta pode ser uma alternativa de manejo para aumentar a resposta
positiva ao longo do ciclo.

A fixacdo bioldgica ndo ¢ o mecanismo que modifica o desenvolvimento da cana planta,
direcionando outros estudos para identificagio de quais mecanismos de promog¢do do
crescimento realizados por bactérias nativas e/ou inoculadas, podem ser estimulados pela
aduba¢do molibdica e/ou nitrogenada, promovendo o crescimento da cana planta. Tendo em
vista que o acompanhamento aos 40, 60 ¢ 90 DAP, por meio de avaliagdo visual, permitiu
identificar efeito da interagdo tripla no desenvolvimento inicial acelerado e na produgdo de

biomassa aérea.
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APENDICE A — Croqui da 4rea experimental

O desenho experimental em faixas foi escolhido evitar mistura de variedades durante a
implantacao. Optou-se por ndo utilizar o esquema de parcela subdividida em faixas e avaliar as
variedades em separado utilizando esquema fatorial (Figura 6).

As plantas referéncia foram dispostas em parcelas ao final de cada bloco, contendo sorgo

e girassol, plantados em covas, com espagamento 0,6 x 0,6 m. (Figura 7).

Figura 6 — Croqui da area experimental ilustrando o delineamento experimental e
distribuicao das variedades RB867515 (amarelo) e RB92579 (azul), e plantas referéncia sem
(cinza) e com (preto) adubagao nitrogenada
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Figura 7 — Croqui da parcela das plantas utilizadas como referéncia.
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APENDICE B - Elaboracio da curva de crescimento bacteriano

As coldnias isoladas em placa de Petri com meio Tryptone Soya Agar 10% (TSA) pH
7,3 foram multiplicadas em meio TSA liquido (pré-indculo) de S00 mL mantido sob agitacao a
250 rpm. Durante a agitacdo foram coletadas aliquotas para leitura de densidade optica (DO)
em espectrofotometro (540 nm), e para realizar dilui¢des seriadas em fluxo laminar. Em cada
coleta foi realizado o semeio das diluigdes 107>, 10 e 10”7 em placas de Petri com meio TSA
10%, em triplicata, e incubadas por 24 horas. A contagem da populagdo correspondeu a DO em
cada coleta (tempo), formado a curva de crescimento. A populacio desejada de 10° UFC foi
atingida durante a fase log do crescimento bacteriano, apos 11 horas de crescimento. Apds 30,
a populagdo estava em fase de morte (Figura 8a).

Apo6s 11h de crescimento, o pré-indculo foi transferido para fermentador com 4 L de
meio TSA liquido, sob aeragdo for¢ada. A densidade dptica foi acompanhada realizando leituras
da solucdo inoculante ao longo de 19 horas, obtendo nova curva de crescimento. Nessa curva a

densidade optica da populacao desejada foi atingida ap6s 7h de crescimento (Figura 8b).

Figura 8 — Curva de crescimento bacteriano em meio de cultivo
liquido de menor volume (a) e maior volume (b)
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Fonte: Autoria propria.
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APENDICE C — Preparo do inoculante

Apos agitagdo, o pré-indculo foi transferido do erlenmeyer para o fermentador, com
auxilio de bomba dosadora motorizada (a), no Laboratério de Biologia do Solo do Instituto de
Agrondmico de Pernambuco — IPA. O inoculante foi mantido sob aeracdo forgada por sete horas
para crescimento da populagdo bacteriana, e entao transferido para os sacos vedados contendo
180 g de turfa esterilizada. 50 mL do liquido foi adicionado a turfa por meio de bomba dosadora
motorizada, com auxilio de agulha. Ao final do procedimento, o orificio foi protegido com fita
crepe.

Para esterilizacdo da turfa, os pacotes vedados foram submetidos a trés autoclavagens, a
120° C, por uma hora, em intervalos de 24 horas. Cada saco foi perfurado uma vez com agulha
antes de serem autoclavados para evitar o rompimento da veda¢do dos sacos dentro da

autoclave. O orificio foi protegido com fita crepe.

Figura 9 — Etapas do preparo do inoculante turfoso

Transferéncia do pré-inéculo Crescimento em fermentador Transferéncia para tufa

Fonte: Compilagdo de acervo do autor.
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APENDICE D — Inoculagio da cana-de-agticar em campo

O preparo da solugao inoculante em campo iniciou as 06:00 horas da manha, e a primeira
imersdo ocorreu as 07:00 horas. A 4gua utilizada foi proveniente de acude situado na
propriedade da Miriri Alimentos e Bioenergia S/A.

Foram preparadas duas solugdes inoculantes de 600 L, em dois reservatorios de 1.000
L, mantidos a sombra. A adi¢do dos sacos do inoculante turfoso na solugao foi acompanhada
de agitacdo da solugdo até obter aspecto molhado da turfa sobrenadante (Figura 10a,b). A cada
imersdo foram introduzidos 24 sacos de rafia (cada um com aproximadamente 30 rebolos. De
uma imersao para a outra a solugdo foi reaproveitada, adicionando 10 sacos de turfa, e processo
de inoculagdo foi repetido. Apds 30 minutos de imersdo, os sacos de rafia com rebolos
inoculados foram retirados da solugdo e postos a sombra. Para a distribui¢do, os sacos de rafia

forma depositados no inicio dos sulcos para entdo serem distribuidos (Figura 10c).

Figura 10 - Procedimento de inoculac¢do da cana-de-agiicar em campo por imersao de rebolos

(a) Diluicdo da turfa (b) Inoculacio: imersao dos sacos de rafia com rebolos

(c) Distribuicdo dos rebolos inoculados nos sulcos das parcelas

Fonte: Compilagdo de acervo do autor.
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APENDICE E — Coleta e processamento de amostras de raiz

O procedimento de coleta do solo consistiu na amostragem de solo na linha de plantio e
na entrelinha, em torno de uma touceira de cana escolhida aleatoriamente (Figura 11 — a).
Pontos de remog¢ao de plantas na coleta aos 140 DAP, e com plantas daninhas foram evitados.
O processamento das amostras de raiz consistiu na lavagem de solo sobre peneiras de 2 mm e
1 mm, e separa¢do das raizes retidas nas peneiras sobre superficie branca (Figura 11 —b, c e d).

Figura 11 — Ilustracdo do procedimento de amostragem de raiz e separacdo do material
radicular

(d) Separacao das raizes dos graos de areia

Fonte: Compilagdo de acervo do autor.



