UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

VALESKA REGINA SILVA MARTINS

PROMOGCAO DE CRESCIMENTO POR Stenotrophomonas sp. (UAG 869)
INOCULADA NA CANA SOCA ADUBADA COM MOLIBDENIO E
NITROGENIO

RECIFE
2021






Valeska Regina Silva Martins

Engenheira Florestal

Promocdao de crescimento por Stenotrophomonas sp. (UAG 869) inoculada na cana soca

adubada com molibdénio e nitrogénio

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncia do Solo, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia do Solo

Orientador: Prof. Dr. Emidio Cantidio Almeida de
Oliveira

Coorientador: Prof. Dr. Renato Lemos dos Santos

Recife
2021



Autorizo a reproducdo e divulgacdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M386p Martins, Valeska Regina Silva
Promoc&o de crescimento por Stenotrophomonas sp. (UAG 869) inoculada na cana soca adubada com
molibdénio enitrogénio / Valeska Regina Silva Martins. - 2021.
116 f. : il.

Orientador: Emidio Cantidio
Almeida de Oliveira.Coorientador:
Renato Lemos dos Santos.

Inclui referéncias e apéndice(s).

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de P6s-Graduagéo
em Ciéncia doSolo, Recife, 2021.

1. Saccharum spp. . 2. Proteoma diferencial. 3. Nutricdo nitrogenada. I. Oliveira, Emidio Cantidio

Almeida de, orient.
11. Santos, Renato Lemaos dos, coorient. 111. Titulo

CDD 631.4




VALESKA REGINA SILVA MARTINS

Promocéao de crescimento por Stenotrophomonas sp. (UAG 869) inoculada na cana soca

adubada com molibdénio e nitrogénio

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia do Solo, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtencéo do titulo de Mestre em

Ciéncia do Solo.

Aprovada em 30 de marc¢o de 2021.

ORIENTADOR

Prof. Dr. Emidio Cantidio Almeida de Oliveira
Universidade Federal Rural de Pernambuco

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Eder da Costa dos Santos
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Dra. Ana Dolores Santiago de Freitas

Universidade Federal Rural de Pernambuco






Dedico este trabalho a minha mainha (Maria de
Lourdes), a meu painha (Valdemir Martins), a minha
vé (Terezinha Mamede), a meu esposo (Jonanthan
Mendes), aos meus irmdos (Valeria, Vaneska,
Emylle, Valdemir e Vlademilson) e a toda minha
familia de sangue e de coracéo, por estarem ao meu
lado me incentivando, apoiando e ajudando sempre

que preciseli.






AGRADECIMENTOS

A Deus, 0 condutor de todas as coisas pelos caminhos tracados em minha vida.

A toda minha familia, e em especial a minha VIDA (Mainha) e a0 meu companheiro,
amigo e AMOR (Jonanthan). A minha m&e por sempre viver comigo este sonho, nunca
fraquejar mesmo nos momentos mais dificeis de nossas vidas, por sempre nos dar amor e
educacdo, colocando sempre os seus filhos acima de tudo e por permitir que 0 nosso sonho se
tornasse realidade. “Mesmo ndo estando mais aqui de corpo presente, sempre estard no meu
coracdo, e sei que a cada batalha vencida a senhora comemora ai no céu muito mais do que
qualquer um. Te amo!”

A Jonanthan por sempre me incentivar a correr atras dos meus sonhos, e fazer deles os
nossos sonhos, ndo me permitindo jamais desistir. Sempre serei grata pelo apoio e
companheirismo consedido. “Te amo!”

Aos membros do Grupo de Pesquisa e Extensdo em Nutrigdo de Plantas, Adubacéo e
Fertilidade do Solo — GNAF pelo auxilio na conducdo do experimento e apoio durante o
mestrado.

Ao Programa de P6s-graduacdo em Céncia do Solo — UFRPE pela oportunidade e apoio
durante o curso. Aos professores pelo aprendizado e dedicacdo na formagao dos seus alunos.
A Socorro pela disponibilidade, apoio e conselhos nesse periodo.

A Miriri Alimentos e Bioenergia S/A por conceder a area comercial, equipe de
funcionarios, acesso ao laboratério e equipamentos da usina. Ao técnico agricola Antdnio
Emidio pela disponibilidade e ideias para facilitar a conducdo do experimento. Ao agrénomo
da Miriri Pedro Souza pelo auxilio e assecibilidade.

A FACEPE pela concessdo da bolsa de mestrado. A Fundacéo de Estudos Agrérios Luiz
de Queiroz pelo financiamento do projeto, tornando possivel a realizacdo da pesquisa.

A Universidade Federal do Pernambuco, em especial aos membros do Laboratorio de
Gendmica e Protedmica de Plantas, Fabiana, Lucas, Raissa, Elton e ao professor Dr. Tercicio
Calsa pela consecdo do laboratério e auxilio nas analises laboratoriais e computacionais.

Aos laboratorios da UFRPE (Biologia e Bioquimica do Solo, Biotecnologia Ambiental,
Quimica do Solo e Quimica Ambiental), por disponibilizar o espaco e equipametos dos
laboratdrios, mesmo em tempo de pandemia da Covid-19, tornando possivel a finalizacdo do
experimento de mestrado.

Ao Instituto Federal do Pernambuco, campus Vitéria de Santo Antdo — PE pela

disponibilizagdo de laboratorios, em especial ao professor Dr. Renato Lemos, meu co-



orientador pelo aprendizado e conselhos nesse periodo tdo necessario, que é a instru¢do de um
aluno.

Ao meu orientador, professor Dr. Emidio Cantidio pelo acolhimento, aprendizado e
amizade. “Ndo tenho palavras para descrever o quanto o snhor foi importante na minha
formagao académica e pessoal. Muito obrigada!”

A professora Dr. Ana Dolores e Dr. Eder Costa pelas colaborages na nossa pesquisa,
que fizeram toda diferenca na finalizacao do trabalho.

Ao0s meus amigos que conquistei durante essa jornada, Amanda, Larissa, Luan e Joel
pela amizade, sempre dividindo conhecimentos e ajudando um ao outro sem qurer nada em
troca. “Contem comigo para o que precisarem sempre!”

E por fim, a todos que direto e indiretamente fizeram parte da minha vida e jornada
académica, sempre me apoiando e auxiliando.

Obrigada a todos pelo apoio, ensinamento, amor, amizade e por me proporcionarem as
mais diversas emogdes, principalmente por estarem ao meu lado na realizagdo desse sonho.
Que Deus os protejam sempre e ilumine a vida de cada um. Jamais terei como retribuir da

mesma forma tudo o que fizeram e fazem por mim.

Obrigada por tudo!



Promocéo de crescimento por Stenotrophomonas sp. (UAG 869) inoculada na cana soca
adubada com molibdénio e nitrogénio

RESUMO

O nitrogénio (N) é um fator limitante na producdo da cana-de-acucar e é fornecido
principalmente pela adubacéo nitrogenada. As perdas do N-fertilizante no sistema solo-planta-
atmosfera sdo altas e alternativas de manejo para minimizar os impactos ambientais causados
na area de producdo sdo necessarias, principalmente na cana soca, que representa mais de
50% da area de cultivo do Brasil. As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)
atuam na producdo de hormoénios vegetais, solubilizacdo de nutrientes e no processo de
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). A adicdo do molibdénio (Mo) potencializa esses
mecanismos realizados pela bactéria, além de atuar no metabolismo do N, por meio da
assimilacdo do nitrogénio, promovendo o crescimento vegetal. A contribuicdo das BPCP na
cana-de-acucar varia com o gendtipo da planta utilizada e a estirpe bacteriana. A analise do
proteoma da planta possibilita a compreensdo dos papéis desempenhados pelo Mo e as BPCP
em plantas de cana-de-acucar adubadas com N. O objetivo foi avaliar o desenvolvimento de
duas variedades de cana (RB867515 e RB92579), inoculadas com BPCP (Stenotrophomonas
sp. UAGC 869) e adubadas com duas doses de Mo (0 e 0,2 kg ha) e N (0 e 80 kg ha), aos
100 e 340 dias apos a colheita (DAC) da cana soca. Nos tratamentos que apresentaram efeito
significativo na producdo de biomassa aos 100 DAC foi avaliado o acumulo diferencial de
proteinas por espectrometria de massa em larga escala (SHOTGUN). O N e Mo aumentaram a
altura e producdo de biomassa da parte aérea nas duas variedades. A inoculacdo com
Stenotrophomonas sp. UAGC 869 inibiu os efeitos positivos desses nutrientes na producao de
biomassa da RB867515. A analise do proteoma foi realizada para 0 N+Mo na RB92579 e
para N+Bac na RB867515 devido ao efeito de aumento e reducdo da biomassa da parte area
das respectivas variedades. A aplicacdo combinada de N e Mo na RB92579 elevou a
quantidade de proteinas relacionada a eficiéncia fotossintética, producdo de horménios
vegetais (auxinas e acido abscisico), proteinas de assimilacdo de nitrogénio e controle de
estresses (bidticos e abidticos), o que resulta em maior desenvolvimento da parte aérea e
radicular na cana soca. Para RB867515 a inoculacdo da bactéria Stenotrophomonas sp.
UAGC 869 nas plantas adubadas com N promoveu maior gasto energético pela respiracdo e
inibiu as proteinas relacionadas a fotossintese. O desequilibrio na relacdo
fotossintese/respiracdo proporcionou reducdo no desenvolvimento da parte aérea das plantas.
Esses resultados demonstram a eficiéncia do Mo na nutricdo nitrogenada da cana soca e
identificam novos mecanismos no proteoma da planta regulados por ele, podendo ser utilizado
como uma alternativa de manejo sustentavel no segundo ciclo da cana-de-agucar. Também foi
identificado que a eficiéncia da interacdo entre a cana-de-acUcar e Stenotrophomonas sp.
UAGC 869 depende da variedade.

Palavras-chave: Saccharum spp. Proteoma diferencial. Nutri¢do nitrogenada.






Growth promotion in sugarcane ratoon under with Stenotrophomonas sp. (UAG 869)
inoculation and molybdenum e nitrogen fertilizantion

ABSTRACT

Nitrogen (N) is a limiting factor in sugarcane production and is mainly supplied by
fertilizers. Fertilizer-N losses in the soil-plant-atmosphere system are high and management
alternatives to minimize the environment impacts caused on production field are required,
mainly in ratoon cycle, which represents more than 50% of the cultivated area in Brazil. Plant
growth-promoting bacteria (PGPB) act in plant hormones production, nutrient solubilization
and in process of biological nitrogen fixation (BNF). Molybdenum (Mo) addition enhances
these bactereal mechanisms performed by the bacteria, further to act in plant N metabolism,
through the assimilation of N and promoting plant growth. The contribution of PGPB in
sugarcane varies with the genotype of the plant and bacterial strain. Analysis of plant
proteome allows understanding the roles played by Mo and PGPB in sugarcane fertilized with
N. The objective was to evaluate the development of two sugarcane varieties (RB867515 and
RB92579) inoculated with PGPB UAGC 869 (Stenotrophomonas sp.) and fertilized with two
doses of Mo (0 and 0.2 kg ha™) and N (0 and 80 kg ha) at 100 and 340 days after harvest
(DAH) of first ratoon cycle. Treatments with statistical effect on biomass production at 100
DAC, differential protein accumulation was evaluated by large-scale mass spectrometry
(SHOTGUN). N and Mo increased height and shoot biomass production in both varieties.
Inoculation with Stenotrophomonas sp. UACG 869 inhibited the positive effects of nutrients
on the biomass production of RB867515. Proteome analysis was performed for N+Mo in
RB92579 and for N+Bac in RB867515 due to effect of increasing and decreasing aeral
biomass of the respective varieties. The combined application of N and Mo in RB92579
increased the amount of protein related to photosynthetic efficiency, production of plant
hormones (auxins and abscisic acid), nitrogen assimilation proteins and stress control (biotic
and abiotic), which results in greater shoot and root development in sugacane ratoon. For
RB867515 the inoculation of the bacterium Stenotrophomonas sp. UAGC 869 in plants
fertilized with N, it promoted greater spend of energy by respiration and inhibited proteins
related to photosynthesis. The imbalance in the photosynthesis / respiration ratio resulted in a
reduction of plant aerial part development. These results demonstrate the efficiency of Mo in
nitrogen nutrition of sugarcane ratoon and the identify new mechanisms in the plant proteome
regulated by it, which can be used as an alternative for sustainable management in the second
cycle of sugarcane. It was also identified that the efficiency of the interaction between
sugarcane and Stenotrophomonas sp. UAGC 869 depends on the variety.

Keywords: Saccharum spp. Differential proteome. Nitrogen nutrition.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma das culturas agricolas de maior importancia
para 0 mercado brasileiro, atendendo ao mercado nacional e internacional a partir do
fornecimento de acucar e biocombustivel. O biocombustivel derivado da cana-de-agucar é
uma alternativa sustentavel para minimizar os impactos causados a0 meio ambiente, por meio
da reducédo de emissdo de CO2, em contrapartida ao uso do petroéleo.

A pluviosidade e a disponibilidade de nutrientes s&o os fatores mais limitantes para o
desenvolvimento da cana-de-agucar. Entre os nutrientes, o nitrogénio (N) é o segundo
nutriente mais exigido pela cultura por participar diretamente no metabolismo de crescimento
da planta.

A fonte priméria de N é a adubagdo mineral, porém o aproveitamento do N-fertilizante
é baixo, cerca de 10% a 50% na cana planta e de 30% a 70% na cana soca, na fase inicial de
crescimento a fase final (FRANCO et al., 2011). Isso ocorre devido as transformac6es do
nitrogénio no solo, que resultam em perdas no sistema solo-planta-atmosfera e a outras fontes
de N para planta. A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) e mineralizacdo da matéria
organica do solo sdo consideradas fontes secundarias para nutricdo nitrogenada da cana-de-
acucar. Essas contribuicdes irdo variar principalmente com o ciclo da cultura, temperatura,
umidade e deposicdo de matéria organica no solo.

No ciclo da cana soca a contribui¢cdo dessas fontes oriundas do solo e da atmosfera néo
atendem a demanda nutricional das plantas, que promove maior resposta ao fornecimento de
N pela adubacdo mineral. Deste modo, alternativas para melhorar a eficiéncia da adubacéo
nitrogenada neste ciclo de crescimento ou inovagdes tecnoldgicas no campo que possibilitem
reduzir o N-fertilizante, e mantenha a produtividade e o cultivo sustentavel devem ser
estudadas e aplicadas ao sistema de producao atual da cana-de-agUcar.

A interacdo de bactérias promotoras do crescimento em plantas (BPCP) com a cana-
de-acucar é considerada uma alternativa sustentavel de aumentar a producgéo, por meio de
estimulos diretos e indiretos ao crescimento vegetal. Os mecanismos de fixag@o bioldgica de
nitrogénio (FBN) e a producdo de fito-horménios, como &cido abscisico (ABA) e &cido-indol-
3-acético (AlA), tém sido estudados como responsaveis pelos ganhos nutricionais, producao
de biomassa e desenvolvimento radicular em plantas inoculadas com BPCP.

O micronutriente molibdénio (Mo) participa desses mecanismos promotores do
crescimento de plantas, como constituinte de enzimas que realizam a FBN e na sintese dos

fitohorménios AIA e ABA. A deficiéncia desse micronutriente limita a acdo das
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molibdoenzimas como a redutase do nitrato, xantina oxidase/desitrogenase, aldeido oxidase e
sulfito oxidase que sdo encontradas em plantas e bactérias, atuando no metabolismo do N,
enxofre e na sintese de fitohormonios.

A contribuicdo das BPCP e do Mo na producdo dos hormonios vegetais na planta pode
ser avaliada por meio da anélise do proteoma da cana-de-acucar. A expressdo diferencial de
proteinas possibilita identificar quais processos metabdlicos estdo sendo estimulados pelo
manejo das plantas inoculadas e adubadas com Mo.

A interagéo da estirpe bacteriana com a variedade da planta influencia na contribuicéo
dos mecanismos promotores de crescimento vegetal. O estudo da interacdo entre esses dois
fatores auxiliam na identificacdo da estirpe e variedade de cana-de-acUcar que melhor se
adequam as condicBes ambientais submetidas. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar o
proteoma, a assimilacdo de N e a producdo de biomassa em duas variedades de cana soca

inoculadas com BPCP e adubadas com N e Mo em condi¢des de campo.

1.1 HipoOtese

A inoculacdo da cana soca com bactéria diazotrofica associada a adubacdo
nitrogenada e molibdica estimula os mecanismos de promoc¢do de crescimento vegetal com
aumento da assimilacdo do N, producdo de hormdnios vegetais e accumulo diferencial de
protéinas, o que proporcionard incremento no desenvolvimento das plantas e produtividade da

Ccana Soca.

1.2 Objetivos

1.3 Objetivo Geral

Identificar a contribui¢cdo do nitrogénio e do molibdénio no crescimento e producédo de
biomassa, bem como na atividade da redutase do nitrato, nos mecanismos de promocdo de
crescimento da cana soca inoculada com bactérias promotoras de crescimento de plantas

(BPCP) em condi¢bes de campo.

1.4 Objetivos Espcificos
e Auvaliar a interacdo entre molibdénio e nitrogénio na assimilacdo do nitrato em cana

soca inoculada com BPCP;
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e Identificar os mecanismos de promocdo do crescimento que contribuem para o
desenvolvimento da cana soca inoculada com bactéria diazotrofica e adubada com
molibdénio e nitrogénio;

e Identificar a contribuicdo do N, Mo e das BCPC na produgdo de biomassa e
produtividade da cana soca;

e Avaliar a influéncia da inoculagdo de BPCP e a adubacdo molibdica no proteoma da

cana soca adubada com nitrogénio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-agucar

Saccharum spp. € da familia Poaceae, introduzida no Brasil em 1532 com a finalidade
de producdo de acucar. Foi intensamente estudada ao longo dos anos com o intuito de
desenvolver variedades com caracteristicas adaptativas para o cultivo em distintas condicdes
edafoclimaticas e elevada produtividade (LANDELL et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2010).

Atualmente, a cana-de-agUcar € uma das culturas agricolas de maior producdo no
Brasil, atingindo na safra de 2018/2019 producdo de 642,7 milhdes toneladas (CONAB,
2020). A cultura atende o mercado nacional e internacional de aclcar e biocombustiveis,
exportando na Ultima safra 19,9 milhdes de toneladas de aglcar e 1,82 bilhdes de litros de
etanol para paises como a India, Nigéria, Estados Unidos e Japdo (CONAB, 2019). Além
disso, a cana fornece subprodutos, como bagaco de cana, torta de filtro e vinhaca, utilizados
como ragdo animal, fertilizantes e produtos aglomerados (LANDELL et al., 2014).

O cultivo da cana-de-agucar para producdo de biocombustivel no Brasil aumentou
71,9% entre os anos de 2012 e 2020, que vem sendo estimulado pela demanda crescente por
sistemas de producéo sustentaveis (CONAB, 2020). O aumento na emissdo de gases de efeito
estufa na atmosfera tem resultado em danos ao meio ambiente e ao ser humano, e alternativas
que busquem reduzir a emissdo desses gases tem sido prioridade atualmente. O
biocombustivel derivado da cana-de-aclcar reduz emissdao de dioxido de carbono na
atmosfera (CO>), caracterizando um produto sustentdvel (CALDARELLI; GILIO, 2018;
GRASSI; PEREIRA, 2019).

A cultura requer condicdes para o seu desenvolvimento, como disponibilidade hidrica,
reserva de nutrientes no solo, e praticas de manejo adequadas (LANDELL et al., 2014). No
entanto, a fertilidade natural dos solos brasileiros tem sido um fator limitante para o aumento
da produtividade da cultura, sendo necessaria a manutencdo da fertilidade do solo, em
destaque a oferta do Nitrogénio (N), responsavel por 91% da producéo de biomassa da planta
(MARIANO et al., 2017; VALE; PRADO; HOJO, 2011).

2.2 Nitrogénio na cana-de-agucar

O nitrogénio estd presente na atmosfera na forma de N2 (72%), ndo disponivel as
plantas. A conversdo do N atmosferico em formas assimilaveis pelas plantas € realizada
naturalmente por micro-organismos diazotroficos, através da fixacdo bioldgica de nitrogénio

(FBN), por meio da enzima nitrogenase, e pela fixacdo industrial, pelo processo de Haber-
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Bosch. No solo a reserva de N constitui 0 compartimento organico e formas inorganicas
dissolvidas na solucéo do solo (NOs™ e NH4") (OLIVEIRA et al., 2018).

No metabolismo da planta, o N atua na sintese da clorofila, amino&cidos, atividade das
enzimas Rubisco e PEP carboxilase, e estdo presentes na composi¢do do ATP, NADH e
NADPH (PRADO JUNIOR, 2008). Quando a planta apresenta deficiéncia de N, essas
atividades sdo reduzidas e o desenvolvimento é comprometido, com reducdo na cana-de-
acucar que pode chegar a 83% na matéria seca de raiz e 92% na parte aérea da cana-de-agucar
(VALE; PRADO; HOJO, 2011).

Atualmente a adubacdo nitrogenada € a principal fonte de N para 0s canaviais,
disponibilizado nas formas minerais de NOs e NH4". A recuperagdo do N-fertilizante na
cana-de-acucar € diferente entre os ciclos de producéo, cerca de 40% na cana planta e 70% na
cana soca (FRANCO et al., 2011). Na cana planta a taxa de recuperacdo do N-fertilizante é
menor por haver a contribuicdo de outras fontes de N, como a mineralizacdo da matéria
organica do solo (MOS) e da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). Na socaria a
mineralizacdo do N da MOS é reduzida e FBN ndo é suficiente para nutrir a planta,
favorecendo a utilizacdo do N mineral, aplicada no presente ciclo, ocorrendo a rapida
absorcéo do N-fertilizante pela planta, e por consequéncia maior aproveitamento do N mineral
(VITTI; TRIVELIN, 2011; FRANCO et al., 2011; FORTE et al., 2013).

Contudo, as perdas do N-fertilizante ainda sdo significativas no sistema solo-planta-
atmosfera, promovida pela lixiviagdo, volatilizagdo e imobilizagdo do N no solo, sendo
necessaria a contribuicdo de outras fontes de nitrogénio para suprir a demanda de N na planta,
como a matéria organica do solo e fixacdo bioldgica de nitrogénio (OTTO et al., 2013;
URQUIAGA et al., 2012).

Através da mineralizacdo da matéria organica do solo é disponibilizado N as plantas,
contribuindo para nutricdo nitrogenada da cana-de-agucar (OTTO et al., 2013). Em solos
pobres em matéria organica essa fonte nitrogenada é comprometida e a FBN se torna uma das
principais fontes de N (SCHULTZ et al., 2016).

De acordo com Urquiaga et al. (2012) a associacdo entre bactérias diazotroficas e a
cana-de-agucar pode contribuir com até 30% do nitrogénio requerido pela cultura, através da
FBN. Schultz et al. (2014) identificaram que a adubagdo nitrogenada (120 kg hal) e a
inoculagéo bacteriana promoveram aumentos semelhantes na produtividade da cana planta e
primeira soca na variedade de cana RB72454. Ja Oliveira e Simdes (2016) concluiram que a

inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio € uma possibilidade viavel na reducdo da



24

adubacdo nitrogenada para cana planta, no entanto, na cana soca a inoculacdo foi menos

eficiente, o que destaca 0 comportamento varietal entre os ciclos.

2.3 Bactérias promotoras de crescimento de plantas na cana-de-agucar

As bactérias promotoras de crescimento de plantas sdo micro-organismos procariotos
que podem ser de vida livre no solo ou associadas as plantas promovendo principalmente a
FBN (FAN et al., 2011). A interacdo entre a cana-de-agucar e as BPCP é associativa, em que
esses micro-organismos podem estar presentes no interior da planta (endofiticos), na
superficie dos tecidos vegetais da planta (epifiticas) e na rizosfera, regido entre as raizes e o
solo, que apresenta alta diversidade de espécies (ROESCH et al., 2007).

Apesar de os estudos com bactérias promotoras de crescimento de plantas na cana-de-
acucar terem iniciado na promogdo da FBN, vem sendo constatado que a maior contribuigdo
desses organismos procariotos esta relacionada a outros mecanismos de promocdo de
crescimento (PEREIRA et al., 2013; LIMA et al., 2019).

Ao avaliar a produtividade da cana-de-agUcar submetida a inoculagdo com duas
estirpes bacterianas e a mistura de estirpes (Burkholderia e Pantoea), Lima et al. (2018)
identificaram incrementos na produtividade na ordem de 23%, 18% e 16%, respectivamente
guando comparadas a testemunha nitrogenada. No entanto, ndo foi identificada contribuicéo
do N via FBN pelas BPCP. Em outra pesquisa identificaram a capacidade de producdo de
AlA (63%), solubilizar fosfato (22%) e produzir sider6foros (10%) a partir da identificacdo de
103 isolados de bactérias diazotroficas, o que pode explicar os resultados obtidos para
producdo de biomassa aérea e radicular (TALUE et al., 2012).

Portanto, entender a acdo das BPCP com o gendtipo da cana-de-acUcar é importante
primeiro para identificar os mecanismos de acdo e posteriormente avaliar a possibilidade de
novas acdes para estimular esse mecanismo. No caso de selecdo de novas estirpes, introduzir
novos nutrientes e manejos.

Com isso promover o cultivo sustentavel ao estimular o crescimento de modo
semelhante a doses altas de N, o que possibilita melhor interacdo entre as doses mais
econbmicas de N e micro-organismos bioestimuladores, reduzindo o N-fertilizante e
aumentando a contribuicdo das BPCP.

As BPCPs possuem a capacidade de produzir fitohorménios, como acido 3-indol-
acetico (AlA) e o acido abscisico (ABA), disponibilizando-os as plantas. Esses hormonios sdo
responsaveis por alteragdes no desenvolvimento radicular e regulacdo estomatica. O AlA e

ABA também sdo produzidos no metabolismo das plantas e a contribuicdo das BPCP na
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producdo e transferéncias desses fitohormdnios para planta potencializa a acdo desses
mecanismos na planta e por consequéncia eleva a produtividade da cultura (RAHMAN, 2013;
Lletal., 2016).

De acordo com Santos et al. (2012) a maioria das BPCP apresentam a capacidade de
solubilizar fosfato inorganico, disponibilizando o nutriente para realizacdo das atividades
metabolicas da cana-de-agucar. Alem disso, elas promovem antagonismo a fitopatdgenos,
resisténcia a salinidade e a déficit hidrico, como contribuicdes indiretas. (SANTOYO et al.,
2016; MOREIRA et al., 2010; JOE et al., 2016).

As plantas naturalmente realizam esses processos na regulacdo do crescimento da
cultura, como producdo de hormonios vegetais, solubilizacdo de nutrientes e adaptacdes a
condicBes de déficit hidrico e salinidade. No entanto, as BPCP possuem a capacidade de
potencializar essas atividades, promovendo adaptacfes do sistema fisiol6gico da planta e do
micro-organismo, que possibilita beneficios mutuos (TALUE et al., 2012).

Na anélise de 30 bactérias diazotroficas isolados das raizes de cana soca, Santos et al.
(2012) identificaram que 90% desses foram capazes de solubilizar fosfato inorgénico e que
60% se desenvolverem em condigdes salinas, inferindo o uso desses isolados como
promotoras de crescimento vegetal de plantas.

Ao avaliar a cana-de-acUcar inoculado com Stenotrophomonas sp. Silva (2020)
identificou o estimulo na planta de proteinas ligadas a assimilacdo de N, divisdo celular e
fotossintese, que ao associar a inoculagdo bacteriana com o molibdénio foi estimulado
mecanismos na planta ligados aos fitohorménios ABA e AlA, contribuindo para o maior
desenvolvimento das plantas. O molibdénio esta ligado a enzimas chaves no metabolismo da
cana-de-agucar e das BPCP (SANTOS et al., 2019a; SANTOS et al., 2019b).

2.4 Molibdénio na cana-de-acUcar

O Molibdénio (Mo) é um micronutriente requerido pelas plantas em pequena
quantidade, porém ¢é responsavel por fungdes relevantes no metabolismo das plantas,
envolvido na atividade metabdlica do nitrogénio e na producao de hormdnios vegetais.

No metabolismo do nitrogénio na planta o molibdénio € responsavel pela assimilacéo
do nitrato, através da enzima redutase do nitrato (ARN), atuando como co-fator na reducéo do
N-NO2 & NO2, posterior reduzido a NH4*, quando € incorporado no sistema metabélico da
planta. De acordo com Santos et al. (2019a) a acdo do Mo na ARN é essencial, especialmente

em solos com predominancia de N-NOs", ocorrendo nas folhas e raizes da cana-de-agucar.
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O Mo atua como cofator na assimilacdo do nitrogénio atmosférico ao compor a
unidade proteica Molibdénio-Ferro-proteina do complexo enzimatico nitrogenase, tornando
esse microelemento essencial para a FBN (SANTOS et al., 2019b). Santos et al. (2019b)
identificaram que a aplicacdo do Mo potencializou a atividade da nitrogenase (AN) nas
variedades RB867515 e RB92579, especialmente na auséncia do N, promovendo aumento na
contribuicdo do N derivado do ar.

Na produgdo de horménios vegetais o Mo tem a fungdo de redox enzimatico,
integrando no complexo organico de pterina chamado de cofator de molibdénio (Moco),
envolvido principalmente na producdo de &cido 3-indol-acético (AlA) e &cido abscisico
(ABA) (MENDEL; HAENSCH, 2002; KAISER et al., 2005).

A enzima aldeido oxidase (AO) interage com o Moco e atua nas fases finais de
oxidacdo do aldeido abscisico em ABA e do indol-3-acetaldeido em AIA. O ABA ¢
responsavel principalmente pela regulacdo estomatica, em condicdes de déficit hidrico. Ao
interagir com o etileno, 0 ABA promove a formacao de raizes laterais e inibe a germinacéao
das sementes (FERREIRA et al., 2017; SHKOLNIKINBAR; BAR-ZVI, 2010). O AIA
(Auxina) estimula o crescimento radicular da planta, alterando a arquitetura das raizes,
especialmente quando em interacdo com o etileno, abrangendo o acesso a agua e nutrientes no
solo, promovendo incremento na biomassa e produtividade em cana-de-agtcar (GIRIO et al.,
2015; PEREIRA et al., 2013).

Na planta o Moco também atua nas enzimas sulfito oxidase e xantina
oxidase/desitrogenase, ligadas ao metabolismo do enxofre e ao catabolismo da purina
(KAISER et al., 2005). A funcdo dessas enzimas na planta podem ser limitadas pela
deficiéncia de Mo na planta, decorrente da falta desse nutriente no solo. Aspectos fisicos,
quimicos e mineraldgicos condiciona a concentracdo de Mo no solo. A presenca de 6xidos de
ferro e aluminio em solos acidos pode tornar o Mo do solo indisponivel pela retencdo nos
coloides do solo (VITOSO, MORA e BOLAN, 2005; KAISER et al., 2005). JA o0 Mo
disponivel na solucéo do solo na forma de molibdato, com concentragdo méaxima atingida em
pH entre 5,0 e 6,0 (FONTES; COELHO, 2005; OLIVEIRA, 2012).

A adubacdo molibdica ndo faz parte da adubacdo padrdo dos canaviais, ndo havendo
reposicdo do Mo extraido pela cultura, principalmente nos ciclos subsequentes de cana soca,
que acarreta a reducdo dos teores de Mo nos solos, o que pode impulsionar a restricdo desse
micronutriente nas atividades metabolicas da cultura. Mellis et al. (2016) identificaram que a
aplicacdo do molibdénio impulsionou um aumento na producdo da cultura, cerca de 14%

guando comparado ao controle.
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Identificar como a cana soca responde aos estimulos promovidos pelo Mo é uma
alternativa de contribuir com o manejo da cultura. Isso pode ser realizado ao identificar os
processos bioldgicos que o Mo est& envolvido na cana soca, por meio da analise do proteoma
da planta. Nesta analise é avaliado o acumulo diferencial de proteinas em tecidos da planta
quando submetido ao estresse aplicado (EMIDIO et al., 2015; SALVATO; CARVALHO,
2010). Silva (2020) fez o uso da técnica protedbmica para identificar a atuacdo do Mo, N e
BPCP na cana-de-agUcar. Esta técnica também foi empregada por Salvato et al. (2017) para
avaliar a atuacdo do N nos processos metabdlicos da cana-de-agucar.

2.5 Analise protedbmica na cana-de-agucar

A andlise de protedbmica na cana-de-agucar teve inicio na década de 60, mas somente
nos Ultimos anos vem ganhando impulso, com andlises do proteoma de diferentes
compartimentos da cultura (BARNADAS et al., 2015; FONSECA et al., 2017; PACHECO et
al., 2013; SALVATO et al., 2019). No inicio o foco era a caracterizacdo de perfis proteicos,
evoluindo para a quantificacdo das proteinas, identificacdo e a interacdo entre elas no
metabolismo das plantas. A analise consiste na identificacdo da expressdo do proteoma
(proteinas) na planta numa célula ou tecido num determinado momento, fornecendo
informacdes a nivel molecular (SALVATO; CARVALHO, 2010).

No decorrer dos anos, as técnicas metodoldgicas de analise de protedmica sofreram
mudancas positivas, com o intuito de facilitar a quantificacdo das proteinas e identificar em
guais mecanismos da planta elas estdo inseridas. Inicialmente foi empregado a eletroforese
unidimensional (1D) para identificar os perfis proteicos, separando as proteinas por carga em
fungéo do pH. Posteriormente, foi introduzido a eletroforese bidimensional (2D), no qual a
separacdo das proteinas é realizada de acordo com a carga e massa das mesmas. Na
eletroforese bidimensional é possivel identificar e quantificar as proteinas, porém para
identificacdo de proteinas menos abundantes essa técnica pode ser imprecisa. Essa limitacdo
impulsionou o uso da técnica “shotgunproteomics” que promove a separagdo das proteinas
por cromatografia liquida multidimensional, com maior resolucdo do proteoma da planta
(EMIDIO et al., 2015).

As proteinas atuam na expressao dos genes da planta, compondo grande parte das
funcoes fisiologicas das células. AlteracBes na producgédo das proteinas acarreta mudancas na
expressdo genética da planta (EMIDIO et al., 2015). A expressdo proteica varia com as

condicBes em que a planta esta submetida, promovendo alteragdes no metabolismo vegetal
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com o intuito de se adequar a condi¢des adversas, como identificado por Pacheco et al. (2013)
em variedades de cana-de-acUcar submetidas a niveis de salinidade.

Aguiar et al. (2018) identificaram alteracdes no metabolismo de aminoacidos e na
biossintese do nitrogénio em extrato de cana-de-aglcar com a inoculagdo das BPCP
Herbaspirillum seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus. De acordo com Silva
(2020), a inoculacdo de Stenotrophomonas sp. associada a adubacdo molibdica promoveram a
expressdo de proteinas na variedade RB867515 ligadas a sintese e ao transporte de
horménios, crescimento da planta e armazenamento de fotoassimilados.

Cordeiro et al. (2013) observou alteracdes na expressdo génica das proteinas da
bactéria endofitica Herbaspirillum seropedicae ao interagir com o extrato da cana-de-agucar.
O mesmo foi identificado por Terra et al. (2020) em Nitrospirillum amazonense ao interagir
com o fluido apopléstico da variedade RB867515. A interagdo entre bactéria e cana-de-agucar
possibilita alteracdes no proteoma de ambos os metabolismos fisioldgicos, o que pode ser
uma ferramenta para identificar qual mecanismo bacteriano atua de forma mais expressiva na
promocao do crescimento da cana-de-agUcar.

Portanto, o estudo da protedbmica de duas variedades do segundo ciclo da cana-de-
acucar é uma alternativa viavel de compreender qual o mecanismo na planta é estimulado
com inoculacdo com BPCB, com a adubacdo nitrogenada e molibdica no metabolismo

fisioldgico das plantas, fornecendo informac6es a nivel molecular.
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CAPITULO | - DESENVOLVIMENTO E PRODUCAO DA CANA SOCA
INOCULADA COM BACTI;;RIA PROMOTORA DE CRESCIMENTO DE PLANTAE
ADUBADA COM NITROGENIO E MOLIBDENIO

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o crescimento vegetal, assimilacdo de nitrogénio (N),
produtividade e atributos tecnolégicos no segundo ciclo da cana-de-aglcar de variedades
inoculadas com bactéria promotora do crescimento de plantas (BPCP) (Stenotrophomonas sp.
UAGC 869) e adubadas com molibdénio (Mo) e N. O experimento foi conduzido em
condicdes de campo, na area agricola da Miriri Alimentos e Bioenergia, em Rio Tinto — PB,
Brasil. Doses de N (0 e 80 kg ha), doses de Mo (0 e 0,2 kg ha) e inoculagio (sem e com) de
bactéria diazotrofica foram aplicados nas variedades de cana-de-aclicar RB867515 e
RB92579. Os tratamentos foram distribuidos em arranjo fatorial triplo (2x2x2), em
delineamento de blocos casualizados, com quatro repeti¢cbes, contabilizando dois
experimentos, uma para cada variedade de cana-de-agUcar. Foram analisados o N acumulado,
atividade da redutase do nitrato (ARN), teor foliar de Mo e producdo de massa seca de raiz
aos 100 dias ap6s o corte (DAC). Os parametros biométricos e producdo de biomassa da parte
aerea foram analisados aos 100 e 340 DAC. No final do ciclo foram determinados a
produtividade e atributos agroindustriais. A interagdo entre N, Mo e inoculante n&o
influenciou no desenvolvimento e produtividade da cana soca para as duas variedades. A
adubacdo nitrogenada aumentou o acimulo de N na planta, a altura, didmetro e a producao de
biomassa seca aos 100 e 340 DAC, resultando no aumento da produtividade e producédo de
acucar nas duas variedades. O teor de fibras foi reduzindo pela adubacdo nitrogenada na
RB92579. Na RB867515 o N promoveu a qualidade industrial da cultura, com a reducdo da
porcentagem de acUcares redutores e aumento da porcentagem de sacarose no caldo e do
colmo, acucar teorico recuperavel, e teor de solidos soltveis. A associacdo entre o N e Mo
elevou o crescimento e producdo de biomassa das variedades aos 100 DAC, néo diferindo do
N e Mo isolados. Esse resultado indica que os beneficios da aplicacio de 0,2 kg ha* de Mo
equivale a ao de aplicar 90 kg ha* de N na fase inicial de desenvolvimento. Os beneficios do
Mo continuaram sendo expressos na RB92579 até os 340 DAC, indicando que a variedade €
mais responsiva ao molibdénio. No entanto, esses beneficios ndo foram refletidos na
produtividade e atributos agroindustriais da cana soca, com respostas apenas para 0 N. Além
disso, na RB867515 o Mo aumentou a producdo de biomassa de raiz, 0 que evidencia a
importancia da aplicacdo do Mo no desenvolvimento radicular da cultura. A inoculagdo na
RB92579 contribuiu no crescimento em altura das plantas na fase inicial de desenvolvimento
e perfilhamento. Na RB867515 a inoculagdo aumentou a producdo de biomassa de raiz,
perfilhamento e os teores de Mo na folha +1. Contudo, reduziu o desenvolvimento da parte
aérea e 0 acumulo de N da cana soca no decorrer do experimento, o que permite inferir que a
associacdo planta-bactéria ndo foi eficiente para esta variedade.

Palavras-chave: Cana-de-agUcar. Micronutrientes. Biomassa vegetal. Produtividade.
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CHAPTER | — DESENVOLPMENT AND PRODCTION OF SUGARCANE RATOON
INOCULATED WITH PLANT GROWTH-PROMOTION BACTERIUM AND
FERTILIZED WITH NITRGEN AND MOLUBDENUM.

ABSTRACT

The objective was to evaluate plant growth, nitrogen (N) assimilation, yield and
technological attributes in the second cycle of sugarcane of varieties inoculated with plant
growth-promoting bacteria (PGPB) (Stenotrophomonas sp. UAGC 869) and fertilized with
molybdenum (Mo) and N. The experiment was carried on in field conditions, on agricultural
area of Miriri Alimentos e Bioenergia, in Rio Tinto — PB, Brazil. N doses (0 and 80 kg ha),
Mo doses (0 and 0.2 kg ha™) and inoculation (without/with) of diazotrophic bacterium were
aplied in first ratoon in RB867515 and RB92579 sugarcane varieties. The treatments were
distributed in a triple factorial arrangement (2x2x2), in a randomized block design, with four
replications, counting two experiments, one for each sugarcane varieties. Accumulated N,
nitrate reductase activity (NRA), Mo foliar content and root dry mass production at 100 days
after harvest (DAH) were analyzed. Biometric parameters and shoot biomass production were
analyzed at 100 and 340 DAH. At the end of the cycle, productivity and agro-industrial
attributes were determined. The interaction between N, Mo and inoculant did not influence on
development and productivity of ratoon sugarcane for both varieties. Nitrogen fertilization
increased plant N accumulation, height, diameter and dry biomass production at 100 and 340
DAH, resulting in increased of yield and sugar production in both varieties. Fiber content was
reduced by nitrogen fertilization in RB92579. In RB867515, N enhanced the industrial quality
of sugarcane promoting reduction of the percentage of reducing sugars and increase of the
percentage of juice and stalk sucrose, theoretical recoverable sugar, soluble solids content.
The association between N and Mo increased the growth and biomass production of the
varieties to 100 DAC, not differing from isolated N and Mo. This result indicate that the
benefits of application of 0.2 kg ha™* of Mo is equivalent to apply 90 kg ha* of N in the initial
development phase. The benefits of Mo continued to be expressed in RB92579 until 340
DAH, indicating that the variety is more responsive to molybdenum. However, these benefits
were not reflected in the productivity and agro-industrial attributes of ratoon sugarcane,
whose only answers for N. In addition, in RB867515, Mo increased root biomass production,
which highlights the importance of Mo application in development root of the crop.
Inoculation in RB92579 contributed to the height growth of plants in the initial stages of
development and tillering. In RB867515, inoculation increased root biomass production,
tillering and leaf Mo contents +1. However, it reduced the shoot development and N
accumulation of ratoon sugarcane during the experimente, wicth mean that the plant-bacteria
association was not efficient for this variety.

Palavras-chave: Sugarcane. Micronutrient. Vegetal biomass. Yield.
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1 INTRODUCAO

Na cana-de-agUcar, a contribuicdo das bactérias promotores de crescimento de plantas
(BPCP) no fornecimento de N é baixo, ndo sendo suficiente para nutrir a cultura, como
identificado por Schultz et al. (2014). A baixa contribuicdo desses mecanismos possibilita
maior resposta a adubacdo nitrogenada pelas socarias, principal fonte de nitrogénio nas
socarias para atingir a produtividade (GAVA et al., 2019). Apesar do baixo aporte de N pela
FBN, é identificado que a inoculacdo com BPCP promove o desenvolvimento semelhante a
adubacdo nitrogenada (SCHULTZ et al., 2014). Isso se da pelos mecanismos de promocao de
crescimento ocasionados por esses micro-organismos.

As BPCP possuem a capacidade de atuar no metabolismo hormonal e nutricional da
cana-de-agucar, ao solubilizar e disponibilizar nutrientes e potencializar a producdo de
horménios vegetais, promovendo o crescimento vegetal. A eficiéncia das PBPC na promocéo
de crescimento € influenciada pela interacdo estirpe bacteriana e gendétipo da planta, como
também pela interacdo com o molibdénio (TALUE et al., 2012).

De acordo com Lima et al. (2018) a interacdo do genotipo da planta com 0s micro-
organismos promotores de crescimento de plantas pode potencializar a produtividade da
cultura. As estirpes bacterianas inoculadas que se adequam as condi¢des submetidas podem
favorecer a planta hospedeira. A identificacdo de inoculantes bacterianos ndo patogénicos que
favorecam a atividade metabolica da planta acarreta beneficios no acumulo e assimilacdo de
nutrientes, producdo de horménios vegetais, crescimento vegetal, resisténcia a estresse bidtico
e abidtico (LIMA et al., 2018; SCHULTZ et al., 2016; TALUE et al., 2012).

O molibdénio (Mo) potencializa essa interacdo planta—bactéria ao atuar no
metabolismo de ambos com efeitos sobre a produtividade da cultura. Na cana-de-aclcar a
fotossintese e metabolismo hormonal e dos nutrientes sdo influenciados pelo Mo (SILVA,
2020). Esse aumento na producdo hormonal resulta em aceleracdo do crescimento vegetativo
(SANTOS et al., 2019a).

Na socaria a aplicacdo do Mo e da inoculagdo com BPCP se torna importante, tendo
em vista que neste ciclo ha reducdo da fertilidade natural e da contribuicdo da matéria
orgénica do solo (AAMER et al., 2017). As BPCP irdo potencializar a producdo de horménios
vegetais e solubilizagdo de nutrientes, promovendo maior crescimento radicular e por
consequéncia a area percorrida pelas raizes no solo, que sera potencializada pelo Mo
acarretando maior desenvolvimento da cultura (SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2014).
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Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento vegetal, assimilacdo de N,
produtividade e atributos tecnol6gicos no segundo ciclo da cana-de-agucar promovidos pela
inoculagdo de BPCP e adubagdo molibdica nas variedades RB92579 e RB867515 adubadas
com N em condic¢des de campo.

2 METODOLOGIA

2.1. Descricao da area experimental

O experimento foi conduzido em condicBes de campo, na area agricola da Miriri
Alimentos e Bioenergia, localizada no municipio de Rio Tinto, PB, Brasil (6°49°58,8” S e
34°57°24” W). Segundo a AESA (2020), Rio Tinto fica localizado na Mesorregido da Zona da
Mata Paraibana e microrregido Litoral Norte. A temperatura média da regido é de 26°C e
precipitacdo media de 1.500 mm anuais (EMBRAPA, 2018; ALVARES et al., 2013). O solo
da area experimental foi classificado como Argissolo Amarelo distrocoeso (PAdx), de textura
arenosa.

Apb6s a colheita da cana planta, foi realizada coleta de amostras de solo nas
profundidades 0 — 0,20 e 0,20 — 0,40 m para caracterizacdo dos atributos quimicos e
granulometria. No primeiro més de aplicacdo dos tratamentos foi aplicado lamina de irrigacao
de 27 mm de agua, por meio do pivd central. Durante o ciclo, a precipitacdo pluvial foi de
2.207 mm, com temperatura minima de 22°C e maxima de 32°C (Figura 1).
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Figura 1 — Precipitagdo pluviométrica (mm) e temperaturas mensais na area experimental
durante o ciclo de cultivo, em Rio Tinto — PB. Fonte: Dados obtidos de estacdo
agrometeoroldgica da Miriri Alimentos e Bioenergia S/A.
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Tabela 1 — Atributos quimicos e granulometria do solo da area experimental nas
profundidades de 0 — 0,20 e 0,20 - 0,40 m

Atributo Profundidades (m)
0,0-0,20 0,20 - 0,40
pHHzo (1:2,5) 6,9 6,5
PHcaci2 58 5,7
MOS (g dm) 14 9
P (mg dm) 37 13
S (mg dm®) 5 5
Ca?* (cmol.dm®) 1,8 1,1
Mg?* (cmol. dm3) 0,8 0,6
K* (cmolcdm) 0,06 0,04
APR* (cmol. dm®) 0,0 0,0
H+AI (cmol;dm®) 1,0 1,0
S.B. (cmol.dm™) 2,7 1,7
CT Chpotenciar (cmolcdm3) 3,72 2,69
V (%) 73 63
m (%) 0,0 0,0
Cu?* (mg dm) 0,2 0,2
Fe?* (mg dm) 11 11
Mn2* (mg dm) 0,5 0,4
Zn% (mg dm) 0,7 0,3
Acreia total (%) 89 84
Areia grossa (%) 53 46
Areia fina (%) 37 38
Silte (%) 1 1
Argila (%) 10 15
Grupamento textural Arenosa Franco Arenosa

MOS: Matéria organica do solo. S.B: Soma de bases. CTC: Capacidade de roca de cétions. V:
Saturag&o por bases. m: Saturacdo por aluminio.

A granulometria foi analisada de acordo com o manual de anélises da Embrapa (2017),
com a determinacdo pelo método do decimetro. Os atributos quimicos foram determinados
por métodos propostos pelo manual de analise da Embrapa (2009; 2017). O pH do solo foi
determinado em &gua e solucdo de CaCl,. O P disponivel foi extraido pelo método da resina
trocadora de fons e determinado em espectrofotdmetro UV-VIS. Ca?*, Mg?* e AI** foram
extraidos em solucdo de KCI 1 mol L e em seguida determinados em espectrofotdmetro de
absorcdo atdmica. K* extraido em solucdo de Mehlich-1 e determinado em fotdmetro de
chama.

Os micronutrientes Fe?*, Mn?*, Cu?*e Zn?* disponiveis foram extraidos em solucdo de
Mehlich-1 e determinados em espectrometro de absor¢do atbmica. A MOS foi extraida em
solucéo sulfocrémica e determinada em espectrofotometria. O carbono da matéria organica

foi determinado por titulagdo em solugdo com sulfato ferroso amoniacal 0,05 mol L™, ap6s
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extracdo em método volumétrico utilizando solucdo dicromato de potéassio 0,2 mol L. A
acidez potencial (H + Al) foi extraida em acetato de célcio com pH 7,0 e determinado por

titulagdo com solugdo NaOH 0,0025 mol L.

2.2 Implantacgdo do experimento

Os tratamentos consistiram em doses de nitrogénio (0 e 80 kg ha'), doses de
molibdénio (0 e 0,2 kg ha™) e inoculagdo bacteriana (sem bactéria e com bactéria). Os
tratamentos foram distribuidos em arranjo fatorial triplo (2x2x2), e delineamento
experimental em blocos casualizados, com quatro repeticbes, totalizando 32 parcelas
experimentais (Figura 2). Os tratamentos foram aplicados na primeira rebrota (primeira soca)
das variedades de cana-de-acucar RB867515 e RB92579, constando de dois experimentos.

Os tratamentos foram distribuidos seguindo o mesmo croqui experimental do ciclo
anterior (cana planta), em que as doses de nitrogénio (N) e molibdénio (Mo) foram de 60 kg
ha? e 0,4 kg ha* e a estirpe bacteriana foi Stenotrophomonas sp. As variedades RB867515 e
RB92579 foram escolhidas por serem as mais utilizadas no sistema de cultivo agricola em
cana do Brasil e Nordeste e apresentarem resultados positivos quando inoculadas com
bactérias diazotroficas (RIDESA, 2020; SCHULTZ et al, 2016; SANTOS et al., 1019b;
SILVA, 2020).
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Figura 2- Croqui da area experimental com a distribuicdo dos tratamentos para as variedades
RB867515 (amarelo) e RB92579 (azul) nos respectivos blocos. CO: Controle absoluto; B:
Inoculacdo. Fonte: Imagem adaptada de Lima, 2020.
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Cada parcela possuiu 10 sulcos com 6 metros de comprimento, espacados em 0,8 m x
1,6 m, totalizando 72 m? (Figura 3). Os dois sulcos das laterais esquerda e direita foram
considerados bordaduras e os seis sulcos centrais compfem a area Util, descartando-se 1 m do
final e do inicio da linha, totalizando 28,8 m2. Desta area foram destinados dois sulcos para

amostragem destrutiva e quatro sulcos para amostragens ndo destrutivas.
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Figura 3 - Croqui da parcela experimental com 5 sulcos duplos

A adubacdo da cana soca foi realizada em duas etapas, de forma manual ao lado de
cada linha de cultivo sem incorporacdo (OLIVEIRA, et al., 2013). Aos 20 DAC realizou-se a
aplicacdo de fosforo (100%), potéssio (1/3), nitrogénio (1/3) e molibdénio (100%). Aos 60
DAC foram aplicados nitrogénio (2/3), potassio (2/3) e micronutrientes (manganés, cobre,
zinco e boro) (OLIVEIRA et al., 2013).

Na adubagcdo foram aplicadas 50 e 150 kg ha® de P.Os e K0, respectivamente e 0s
micronutrientes cobre (250 g hat), manganés (3,0 kg hal), zinco (1,0 kg ha*) e boro (500 g
ha), tendo como fonte sulfato de cobre, sulfato de manganés, sulfato de zinco e acido bérico,
para atender a produtividade de 100 TCH (toneladas de colmo por hectare) (OLIVEIRA et al.,
2010). A fonte de N utilizada foi ureia e de Mo o acido fosfomolibdico (SHULTZ et al.,
2016). A escolha da dose molibdica (0,2 kg ha*) foi baseada em estudo realizado por Santos,
et al. (2019a). A dose de 80 kg ha™ de N foi escolhida de acordo com Oliveira et al. (2010),

em funcdo da exigéncia para produtividade obtida no ciclo de cana planta.
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2.3 Producdo e aplicacdo do inoculante em cana soca

A bactéria diazotrofica utilizada na inoculacdo foi a Stenotrophomonas sp. (UAFG
869), escolhida por apresentar capacidade de realizar fixacdo bioldgica de nitrogénio e
estimular a producgdo de biomassa da cana-de-agUcar em estudos realizados por Silva (2016) e
Lima et al. (2018), respectivamente. Esta bactéria foi isolada do tecido radicular da variedade
RB867515 aos 120 dias apds o plantio por Lima et al. (2018).

A bactéria Stenotrophomonas sp. foi adquirida da colecdo de culturas bacterianas do
Laboratorio de Genética e Biotecnologia Bacteriana da Unidade Académica de Garanhuns
(UAG/UFRPE). A bactéria foi repicada em placa de Petri em meio Tryptone Soya Agar 10%
(TSA, pH 7,3).

Para producdo do inoculante em laboratério, a bactéria foi multiplicada em meio
liquido TSA (pH 7,3) e mantida em agitacdo constate (250 rpm) por 11 horas para atingir a
concentragdo bacteriana 108 unidades formadoras de colénia (UFC) mL™* (ARAUJO et al.,
2010), com base em curva de crescimento da estirpe realizada por Lima (2020).

No campo, o inoculante foi diluido em &gua na proporc¢édo 1:100 e aplicado na soqueira
aos 20 e 60 DAC, utilizando pulverizador costal com jato direcionado a base da soqueira,
aplicando de 15 mL m™ do inoculante (SHULTZ et al., 2012; 2016; OLIVEIRA; SIMOES
2016).

2.4 Coleta e andlise dos dados

A primeira avaliacdo biométrica e de producdo da biomassa de raiz e da parte aérea
foi realizada aos 100 DAC. O periodo foi selecionado por ser identificado como o inicio do
maior desenvolvimento da cana soca, conforme regime hidrico do local de cultivo (Figura 1).
Aos 340 DAC foi realizada a avaliacdo biométrica e a producdo de biomassa da parte aérea,
bem como a determinacdo da atividade da redutase do nitrato. A produtividade de colmos e

atributos tecnoldgicos da cana soca foram avaliados aos 390 DAC.

2.4.1 Coleta e anélise dos dados biométricos

A determinacdo dos dados biométricos da cana-de-agucar foi realizada em um ponto
aleatdrio na area til. As plantas presentes em um metro foram removidas realizando o corte
rente ao solo. Foram medidas: altura da planta (com trena, da base do colmo até a insercéo da
folha +1), didmetro do tergco medio do colmo (utilizando paquimetro) e nimero de perfilhos
em 1 metro linear (OLIVEIRA et al., 2016).
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Para determinacdo da biomassa seca da parte aérea foram separados e pesados 0S
componentes: colmo, folha +1, folhas secas, folhas verdes e ponteiro. Foram consideradas
como ponteiro, cartucho e folha +1, folhas verdes foram as folhas verdes abaixo da folha +1,
folhas secas consideradas as folhas secas ligadas a planta e foi considerado como colmo todo
0 material restante.

Cada componente foi processado separadamente em forrageira (exceto folha +1) e em
seguida subamostras foram coletadas e pesadas para obtencdo da massa Umida. As
subamostras foram secas em estufa com ventilacdo forcada de ar a 65 °C, até a obtengdo da
massa constante, e posteriormente pesadas para obter a massa seca. A biomassa seca da parte
aérea foi calculada a partir das pesagens descritas anteriormente e expressa em g por planta
(OLIVEIRA et al., 2016).

Na area de amostragem ndo destrutiva foi realizada a contagem de colmos (perfilhos)
(aos 224 DAC), descontando as falhas de brotacao (falhas na linha sem planta maiores de 0,50
m) (STOLF, 2015). O perfilhamento médio foi expresso em colmos por metro.

No final do ciclo da cana soca (390 DAC) foi realizada a queima da palha e o corte
manual dos colmos. Com o auxilio do dinandémetro digital foi pesado todos os colmos na
parcela para estimativa da produtividade. Foram separados 10 colmos para serem
encaminhados ao laboratério da Miriri Alimentos e Bioenergia S/A para determinacdo dos
atributos de qualidade industrial e estimativa da producdo de agUcar por hectare (TPH)
segundo a formula TPH = (PC x TCH)/100, proposta por De Lima Neto et al. (2013).

2.4.2 Estado nutricional

As folhas +1 separadas durante a coleta dos dados biométricos, aos 100 DAC, foram
postas para secar em estufa de circulacdo forcada de ar, a 65°C, até atingir peso constante, e
em seguida trituradas em moinho de facas. O material seco foi utilizado para determinacéo
dos teores totais de Mo. A analise dos teores de Mo foram realizados a partir da digestdo em
solugdo nitrico-perclorica, e o extrato submetido a reacdo iodeto de potassio + H.O> na
presenca de BRIJ-35 20% (método catalitico) posteriormente determinados em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 420 nm (Embrapa, 2009).

O nitrogénio acumulado foi determinado a partir do produto do teor de N e o material
seco de colmo, folha seca, folha verde e ponteiro. As amostras foram digeridas em solucao
sulfurica e destilada segundo o método de Kjedahl e titulada em solucdo diluida de HCI,

expressas em g planta (Embrapa, 2009).
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2.4.3 Atividade da enzima redutase do nitrato

A atividade da enzima redutase do nitrato (ARN) na cana-de-agUcar seguiu a
metodologia in vivo proposta por Jaworski (1971) com adaptacdes propostas por Santos et al.
(2014). Em campo foram coletadas oito folhas +1 dentro da area Gtil entre as 11:30 e as 13:30
horas. O terco médio das folhas foram embalados em papel aluminio e acondicionadas em
caixa de isopor com gelo.

Apos a coleta, 0 material foi conduzido para laboratdrio para subamostragem de 0,50 g
de tecido foliar (excluindo a nervura central), que foi acondicionada em recipiente plastico
preto para incubacdo ao abrigo da luz. Em cada recipiente foram adicionados 10 mL da
solugdo de incubagéo (2,5 mL de tampéo fosfato 285 mmol L com pH 7,3; 2,5 mL de KNO3
300 mmol L%; 1 mL de Tween 20 a 0,6%; e 4,0 mL de 4agua deionizada). A reagdo ocorreu
em sala quente a 32°C durante 90 minutos.

Apbs incubacdo, a solucdo de leitura foi preparada utilizando 0,5 mL do extrato + 0,5
mL de dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina (0,02%) + 0,5 mL de solucdo de
sulfanilamida (1%) diluida em HCI 3 mols L™ + 2,5 mL de agua destilada. Ap6s 20 minutos
de reacdo, a solucdo foi lida em espectrofotometro ajustado para 540 nm e a ARN foi
estimada a partir de curva padrdo e ARN foi expressa em pumol g? h* NO,~ (JAWORSKI,
1971).

2.4.4 Produgéo de biomassa radicular

A biomassa radicular foi determinada seguindo a metodologia descrita por Otto et al.
(2009), com adaptacdes para espacamento duplo. Na area atil foram coletadas amostras de
solo com sonda de 0,025 m de didmetro interno nas profundidades 0 a 0,2 e 0,20 a 0,4 m, no
entorno de uma planta. Na linha de plantio a coleta ocorreu a 0,15 m (Al e A2), e na
entrelinha a 0,30 m (B) e 0,60 m (C) de distancia de uma touceira (Figura 4) escolhida
aleatoriamente, totalizando oito amostras por parcela.

As raizes foram separadas do solo por meio de lavagem em agua corrente sobre
peneiras de 2 mm e 1 mm e conduzidas para estufa & 65°C, sob ventilacdo forcada de ar até
atingir massa constante. Posteriormente as amostras foram pesadas para estimar a massa seca

de raiz por volume de solo expressa em g dm,
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Figura 4 - llustracdo da amostragem de raiz. Representa a touceira e Al, A2, B e C

representam os pontos de coleta. Fonte: Adaptado de Otto et al. (2009)

2.5 Anélise estatistica

Os resultados foram analisados separadamente para cada variedade. Os dados foram
testados quanto a normalidade e homocedasticidade e, quando normais, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) em fatorial triplo (N, Mo, inoculacdo). As medias, quando

apresentaram diferenca significativa, foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,10).

3 RESULTADOS

3.1 Acumulo de nitrogénio nas plantas

O acumulo de N na parte aérea da cana soca foi influenciado pela adubacdo
nitrogenada e pela inoculacdo da bactéria Stenotrophomonas sp. na RB867515. Com a
adubacdo nitrogenada o acimulo de N aumentou em 58%. Quando inoculada coma bactéria
Stenotrophomonas sp. houve reducéo de 22% no acimulo de N.

Na RB92579 o N acumulado na parte aérea aumentou com a aplicacdo de N (69%) e
Mo (24%) isolados. A contribuicdo do Mo no acimulo de N pode ter sido ocasionada pela
maior assimilacdo do N, verificada pela maior atividade da enzima redutase do nitrato com a

adubacdo molibdica (Tabela 2).

3.2 Teor de Molibdénio e Atividade da Redutase do Nitrato na folha +1

A interacdo entre 0 N, Mo e o inoculante, apresentou efeito no teor do Mo na folha +1
para RB867515 (Tabela 2). O teor de Mo na folha +1 aumentou com a inoculagdo com
bactéria e ndo apresentou diferenca para plantas adubadas com Mo. A interacdo entre
N+Mo+Bac favoreceu o acimulo de Mo na folha ndo diferindo da aplicacdo de Mo isolada. A
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adubacdo molibdica isolada foi o Unico fator que elevou significativamente o teor de Mo nas
folhas +1 na RB92579.

A atividade da redutase do nitrato (ARN) nas duas variedades analisadas foi baixa, 0
que pode ser justificado pelo periodo de realizacdo da andlise, aos 340 dias ap0s a colheita, a
atividade da enzima € reduzida (Tabela 2) (SANTOS et al., 2014). A atividade da enzima nao
apresentou significancia para nenhum dos fatores analisados na RB867515, o que indica a
baixa contribuicdo do nitrogénio, molibdénio e da inoculacdo na ARN no final do ciclo da
cultura.

Na RB92579 a ARN apresentou efeito para aplicacdo isolada de N, Mo e inoculagédo
bacteriana isolados, como também da interacdo do N+Bac. A adubacdo nitrogenada e
molibdica elevaram a atividade da enzima em 40 e 22% em compara¢do ao controle absoluto.
Quando aplicado a inoculagdo associado a adubagdo nitrogenada a atividade da enzima
reduziu 33% quando comparado a aplicacdo com N isolado, indicando que o inculante

reduziu a necessidade da N na planta.
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Tabela 2 — Nitrogénio (N) acumulado na cana soca, e teor de Molibdénio (Mo) e Atividade
da enzima nitrato redutase (ARN) avaliados na folha indice (+1) do segundo ciclo da cana-de-
acucar (RB92579 e RB867515), aos 100 dias apds a colheita para N e Mo e aos 340 dias apds

a colheita para ARN

N acumulado Molibdénio ARN
g planta! mg kg umol NO? gt ht
RB867515
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 29,40 38,91 164Bb 231Aa 1,89 0,18 0,21
-B 4491A 0,19
+N 5325 58,11 154Bb 2,07 Aa 0,22 0,23
B -N 2489 31,06 35,228 217Aa 142Bb 195 0,16 0,18 021
+N 42,76 42,16 198Aa 222 Aa 0,24 0,17
-N 27,14 3498 31,06B 1,90 1,86 1,88 0,17 0,19 0,18
+N 48,00 50,13 49,07A 1,76 2,15 1,95 0,23 0,20 0,22
Média 3757 4256 1,83 2,00 0,20 0,20
ANAVA = F F
N 11.038™" 0.254 " 2.483"
Mo 1.000 " 1.507 " 0.034"
Bac 3.482" 0.175" 1.301"
N*Mo 0.424" 2.316" 1.836"
N*Bac 0.293™ 2.969" 0.020"
Mo*Bac 0.029" 9.219" 1.386"
N*Mo*Bac 0.001" 4.145" 0.415"
CV% 18,73 20,49 28,96
RB92579
-N +N Média -N +N  Média -N +N  Média
-Bac 22,35 37,30 29,83 1,72 2,15 1,93 024Ab 042Aa 0,33
+Bac 22,17 37,90 30,04 1,76 1,62 1,69 026Aa 028Ba 027
-Mo 17,85 3567 26,76B 146 137 141B 0,24 031 027B
+Mo 26,67 3954 3311A 2,02 240 221A 027 0,39 033A
Média 22,26B  37,60A 1,74 1,89 0,25B  0,35%
ANAVA F F F
N 22.808™" 0.608" 11.502""
Mo 3.905" 17.794™* 3.491"
Bac 0.004 ™ 1.659 " 3.884"
N*Mo 0.594 " 1.493" 0.803™
N*Bac 0.015" 2.307" 6.727*
Mo*Bac 0.259" 0.001" 0.001™
N*Mo*Bac 0.068" 0.702" 0.010™
CV% 30,35 29,49 27,56

Médias seguidas da mesma letra minudscula na linha e maiuscula na coluna néo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey 10%. "ndo significativo, ““significativo a 1%, “significativo a 5%, “significativo a 10%. Teste F

realizado com dados transformados em poténcia de 0,5.
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3.3 Parametros biométricos aos 100 e 340 DAC

O crescimento em altura na RB867515 foi comprometido pela inoculacdo bacteriana,
reduzindo cerca de 10% o comprimento das plantas aos 100 dias apds a colheita (DAC),
principalmente quando associado a adubacéo molibdica, inibindo o efeito do nutriente (Tabela
3). O mesmo foi observado no didmetro do colmo para inoculacdo isolada, com reducdo de
3% na circunferéncia dos colmos.

A adubacéo nitrogenada e molibdica promoveram efeitos semelhantes no crescimento
das plantas, com contribuigdo de 11 e 10% na altura das plantas, ndo diferindo da aplicagéo
conjunta (N+Mo), com contribui¢des independentes um do outro. Assim 0 Mo isolado induz
o crescimento de forma semelhante ao N na fase inicial. No final do ciclo o efeito observado é
apenas do N, indicando que a planta responde ao N na fase final de desenvolvimento.

No inicio do ciclo a circunferéncia do colmo apresentou efeito positivo da adubacéo
nitrogenada, aumentando 6% o didmetro dos colmos, ndo sendo observado efeito da adubacéo
molibdica. Aos 340 DAC nédo houve diferenca no didametro dos colmos pela aplicacdo dos
tratamentos. O efeito da interacdo tripla N+Mo+Bac foi identificada no perfilhamento das
plantas aos 290 DAC, com as maiores contribui¢fes advindas da inoculagdo bacteriana, nao
diferindo da aplicacdo com nitrogénio.

Para variedade RB92579 aos 100 DAC a inoculacdo com Stenotrophomonas sp.
contribuiu com 7% no crescimento das plantas em altura (Tabela 4). Contudo, 0os maiores
incrementos em altura foram ocasionados pela aplicacdo do N e Mo isolados ou associados,
com incremento de 44% na altura das plantas pela interacdo N+Mo, ndo diferindo da
aplicacdo de Mo isolado. Os beneficios da associacdo do N e Mo na fase inicial de
desenvolvimento também foram observados no diametro dos colmos, que prevaleceu até os
340 DAC.

Aos 340 DAC o N e Mo isolados continuaram influenciando de forma positiva no
comprimento das plantas, o que evidencia a importancia da adubacéo nitrogenada e molibdica
na cana soca. A adubacéo nitrogenada também foi responsavel pelo incremento no nimero de
perfilnos aos 290 DAC, assim como a inoculagdo com bactéria diazétrofica, favorecendo o

efeito significativo da interacéo tripla (N+Mo+Bac).
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Tabela 3 - Variaveis biométrica (altura e diametro) e perfilhamento avaliados na cana soca
(RB867515) aos 100 e 340 dias apds a colheita

Altura Didmetro Perfilho
Cm Cm Plantas m*
100 DAC
-Mo +Mo Média -Mo +Mo  Média -Mo +Mo Média
-B -N 76,20 100,07 2,00 2,23 8,00ABa 8,00ABa
95,46 2,18A 8,20
+N 97,24 108,32 2,25 2,23 8,00Bb 8,75Aa
+B -N 78,50 87,65 2,07 2,00 8,50Aa 8,50Aa
+N 91,51 83,97 8541 2,16 2,14 2108 9,00Aa 8,00Bb 8,50
-N 77,35Bb 93,86Aa 85,61 2,04 2,11 2,07B 8,25 8,25 8,25
+N 94,38Aa 96,14Aa 95,26 2,21 2,19  2,20A 8,50 8,37 8,44
-Bac 86,71Ab 104,20Aa 95,46 2,13 223  2,18A 8,00 8,37 8,20
+Bac 85,01Aa 85,81Ba 85,41 2,11 2,07 2,10B 8,75 8,25 8,50
Média 85,97 95,00 2,12 2,15 8,37 8,31
ANAVA F F Ft
N 10.17%** 6.76** 0.10M
Mo 9.11*** 0.41m 0.44"s
Bac 11.02%** 3.48* 4.41**
N*Mo 5.93** 0.89" 0.31m
N*Bac 2.72m™ 0.02"s 0.19m™
Mo*Bac 7.59%* 2.66M 6.92**
N*Mo*Bac 0.10™ 2.82m 6.73**
CV% 9,47 6,23 3,20
340 DAC
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média
-N 269 269 268 B 2,24 2,16 2,20
+N 292 291 291 A 2,24 2,25 2,24
Média 280 279 2,24 2,20
ANAVA F F
N 4581™ 0.694 s
Mo 1.476"™ 0.837"
Bac 0.012" 0.734"
N*Mo 0.375™ 0.003™
N*Bac 0.007 " 0.996 "™
Mo*Bac 0.141" 1.530"
N*Mo*Bac 0.604 " 0.832"
CV% 10,88 5,92

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
10%. ™ndo significativo, *significativo a 1%, “significativo a 5%, “significativo a 10%. Teste F realizado com dados
transformados em !poténcia de 0,5. Altura medida da base do colmo a insercdo da folha +1. Didmetro medido no terco
médio do colmo.

Tabela 4 - Variaveis biométrica (altura e didmetro) e perfilhamento avaliados na cana soca



(RB92579) aos 100 e 340 dias apos a colheita

o1

Altura Diametro Perfilho
Cm Cm Plantas m™
100 DAC
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 55,11 72,38 1,85 1,98 11,00Aa 10,25Ba
-Bac 70,60B 1,92 8,20
+N 70,78 84,10 1,98 1,88 11,25Aa 11,25Aa
-N 61,63 81,31 1,88 2,08 11,00Aa 11,25Aa
+Bac 76,06A 2,01 8,50
+N 77,31 83,98 2,02 2,02 12,00Aa 11,25Aa
-N 58,37Bb 76,85Aa 67,61 186Ba 2,03Aa 195 11,00 10,75 10,87
+N 74,05Ab 84,04Aa 79,04 201Aa 195Aa 1,98 11,63 11,25 11,44
Média 66,21 80,44 1,93 1,99 11,31 11,00
ANAVA F F2 F!
N 27.94%** 0.09M 4.11*
Mo 43.30*** 0.73"s 0.27"
Bactéria 6.39%* 2.70" 3.93*
N*Mo 3.85* 2.99* 0.00M
N*Bac 1.09M 0.01" 0.17"m
Mo*Bac 0.24m 0.31m 0.00"
N*Mo*Bac 1.10" 0.06™ 3.44*
CV% 8,35 19,47 3,62
340 DAC
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 249 271 260B  1,97Ab 2,09Aa 2,03
+N 284 289 287 A 2,07Aa 2,02Aa 2,05
Média 266 B 280 A 2,02 2,05
ANAVA F F
N 12.556™" 0.096 "
Mo 3.139 0.617"
Bactéria 0.409" 0.011"
N*Mo 1.244% 3.115
N*Bac 0.06M 0.005"s
Mo*Bac 0.022m 0.796 "
N*Mo*Bac 0.119" 0.035"
CV% 7,89 6,18

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey

10%. ™ndo significativo,

Fkk

significativo a 1%, “significativo a 5%, “significativo a 10%. Teste F realizado com dados

transformados em ‘poténcia de 0,5 e ?poténcia de 2,5. Altura medida da base do colmo & insercdo da folha +1. Diametro
medido no terco médio do colmo.
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3.4 Producao de biomassa da parte aérea aos 100 e 340 DAC

Na RB867515 aos 100 DAC a inoculacdo bacteriana reduziu a producao de biomassa
seca da parte aérea. A producdo de massa seca de colmo e folhas foram comprometidas pela
inoculacdo isolada e ao interagir com o N e Mo, inibindo os efeitos ocasionados pela
aplicacdo dos mesmos. Os efeitos maléficos da inoculagdo associado ao N e Mo foram
refletidos aos 340 DAC com reducao na producdo de biomassa seca de colmo e folha (Tabela
5), indicando que a associacdo planta-bactéria para esta variedade ndo foi eficiente para o
desenvolvimento da parte aérea das plantas.

Na fase inicial do ciclo para variedade RB92579 a aplicacdo associada do N+Mo+Bac
foi significativa para a producdo de massa seca de folhas e total, ndo diferindo da aplicacdo do
N e Mo associado, indicando que os efeitos positivos adviram do N e Mo. A producdo de
massa seca de colmo também foi beneficiada pela interacdo N+Mo em 81%, ndo diferindo da
aplicacdo do N e Mo isolados (Tabela 6). Aos 340 DAC os Unicos efeitos positivos que
prevaleceram foram da aplicacdo do N e Mo isolados, aumentando a producdo de biomassa

seca de colmos e total.
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Tabela 5 - Biomassa seca da parte aérea da cana soca (RB867515), avaliada aos 100 e 340
dias apos a colheita

MS colmo MS folhas MS total
g planta? g planta? g planta?
100 DAC
-Bac +Bac Meédia  -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média
-N 20,04Ba 22,15Aa 21,10 43,40Ba 44,60Aa 44,00 63,45Ba 66,75Aa 65,10

+N 31,05Aa 20,74Ab 2590 58,07Aa 47,87Ab 5294 89,11Aa 68,61Ab 78,86

-Mo 21,67Ba 21,24Aa 21,46 43,27Ba 45,70Aa 44,48 64,93Ba 66,93Aa 65,93
+Mo 29,42Aa 21,65Ab 2554 58,20Aa 46,80Ab 5250 87,61Aa 68,44Ab 78,03

Média 25,54 2145 50,73 46,24 76,28 67,68
ANAVA Ft Ft F
N 5.76** 13.15%** 13.83***
Mo 5.03** 10.03*** 10.98***
Bac 4.05* 244 4.72**
N*Mo 0.41m 0.43m 0.06™
N*Bac 10.81*** 5.72** 10.69***
Mo*Bac 4.36** 7.65%* 8.47***
N*Mo*Bac 0.02" 0.01m 0.00"
CV% 11,23 3,55 7,05
340 DAC
-Bac +Bac Média  -Bac +Bac  Média -Bac +Bac Média
-N 366,12Ba 385,53Aa 375,83 74,02Aa 73,67Aa 73,84 440,13Ba 459,20Aa 449,67

+N 458,27Aa 362,60Ab 410,43 82,44Aa 62,49Ab 72,46 540,71Aa 425,10Ab 482,90

-Mo 377,28Aa 400,11Aa 388,70 78,49 67,67 73,10 455, 77Aa 467,78Aa 461,77
+Mo 447,11Aa 348,02Ab 39757 77,97 68,49 7323 525,07Aa 416,50Ab 470,79

Média 412,20 374,07 78,23 68,10 490,42 442,14
ANAVA F F F
N 1.329™ 0.072" 1.071m™
Mo 0.087"™ 0.001™ 0.079™
Bactéria 1.613™ 3.866* 2.260"™
N*Mo 1.057™ 0.437m 1.140™
N*Bac 3.673* 3.608* 4.397**
Mo*Bac 4.123* 0.017m 3.524*
N*Mo*Bac 0.002"™ 0.006 ™ 0.003™
CV% 21,60 19,96 19,48

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey 10%. ™ndo significativo, ““significativo a 1%, *“significativo a 5%, “significativo a 10%. Teste F realizado com
dados transformados em ‘poténcia 0,5. MS: massa seca. MS folhas: folhas secas + folhas verdes + ponteiro. MS total: MS
colmos + MS folhas.
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Tabela 6 - Biomassa seca da parte aérea da cana soca (RB92579), avaliada aos 100 e 340
dias apo6s a colheita

MS colmo MS folhas MS total
g planta g planta? g planta’
100 DAC
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 9,18 14,08 32,59ABa 33,82Ba 41,77Aa 47,91Ba
-B 48,57

+N 13,15 13,42 12,46 36,07/ABa 41,96ABa 36,11 49,22Aa 55,38Aa
-N 7,92 5,02 13,62 38,04Aa 36,14Ba 37,52 4596Aa 51,16Ba 51,14

+B +N 13,98 17,57 30,63Bb  45,27Aa 44,62Ab 62,84 Aa
-N 8,55Bb 14,55Aa 11,55 35,31 34,98 35,15 43,84 49,53 46,70
+N 13,57Aa 1550Aa 1453 33,35 4361 3849 46,91 59,11 53,01
Média 11,06 15,02 34,33 39,30 45,40 54,32
ANAVA F F F
N 9.12%** 9.20%*** 12.76***
Mo 16.17%** 20.38*** 25.53***
Bactéria 1.39™ 1.64m 212"
N*Mo 4.27* 23.21%** 3.41*
N*Bac 1.82M 5.05** 0.42"
Mo*Bac 1.97m 1.62M 2.48"
N*Mo*Bac 0.08" 7.29** 3.38*
CV% 21,39 8,45 10,03
340 DAC
-Mo +Mo Média -Mo  +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 285,49 341,33 31341B 87,72 97,40 9256 373,21 438,73 405,97 B
+N 372,36 393,16 382,80 A 9553 93,03 9428 467,89 486,19 477,04 A
Meédia 328,93B 367,25A 91,62 95,22 420,55B 462,46A
ANAVA F F! F
N 10.831™" 0.081m 9.994™*
Mo 3.307" 0.270" 3.476"
Bactéria 0.231™ 1.102" 0.018™
N*Mo 0.691m 0.676" 1.103"
N*Bac 1.655"™ 2.453m™ 2.867M
Mo*Bac 0.008™ 0.002" 0.014"
N*Mo*Bac 0.019™ 0.006™ 0.026"
CV% 17,12 7,00 14,40

Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maidscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey 10%. "ndo significativo, ““significativo a 1%, ““significativo a 5%, “significativo a 10%. Teste F realizado com
dados transformados em 'raiz clibica. MS: massa seca. MS folhas: folhas secas + folhas verdes + ponteiro. MS total:
MS colmos + MS folhas.
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3.5 Producéo de biomassa de raiz

O maior acumulo de raizes se concentrou na camada 0-0,2 m, cerca de 56% na
RB867515 e 62% na RB92579 (Tabela 7). Isso ocorreu devido na camada 0,2-0,4 m o solo
estd compactado (Tabla 1), identificado ao introduzir o amostrador de raizes no solo,
dificultando a penetracdo do equipamento, o que inviabiliza a penetracdo das raizes em
subsuperficie, favorecendo o desenvolvimento das raizes laterais em superficie.

Para RB867515 o incremento promovido pela interacdo N+Mo na producgdo de raizes
da camada superficial do solo ndo diferiu do controle absoluto e foram superiores a aplicagdo
do N e Mo isolados, ocasionado pela busca de reservas nutricionais nas plantas ndo adubadas.
A inoculacdo também aumentou o crescimento radicular na camada superficial do solo em
30% (Tabela 7).

Em subsupeficie a aplicacdo do N+Mo e N+Bac aumentaram a producdo de raizes, com
os efeitos principais advindos da inoculacdo bacteriana com Stenotrophomonas sp. e do Mo,
indicando ambos estimulam o crescimento radicular da planta. Na RB92579 em ambas as
profundidades analisadas ndo foram identificados efeitos significativos dos tratamentos

aplicados.
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Tabela 7 - Massa seca de raiz da cana soca (RB867515 e RB92579) nas profundidades 0-
0,2 m (J1) e 0,2-04 m (J2), avaliada aos 100 dias ap0s a colheita

0-20cm 20-40 cm
g dm?3 g dm?
RB867515
-N +N Média -N +N Média
-Mo 1,00Aa 0,62Bb 0,81 0,51Aa 0,36Ba 0,43
+Mo 0,68Bb 1,00Aa 0,83 0,53Aa 0,77Aa 0,65
-Bac 0,77 0,65 0,71B 0,54Aa 0,40Ba 0,47
+Bac 0,90 0,96 0,93A 0,50Aa 0,73Aa 0,62
Média 0,84 0,81 0,52 0,56
ANAVA F F!
N 0.080" 0.016"™
Mo 0.045" 4.495*
Bac 3.461* 2.196™
N*Mo 8.231** 3.809*
N*Bac 0.565" 3.550*
Mo*Bac 0.128" 0.483"™
N*Mo*Bac 0.009" 0.097 "
CV% 35,02 23,21
RB92579
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 0,63 0,67 0,65 0,37 0,49 0,43
+N 0,75 0,79 0,77 0,47 0,47 0,47
Média 0,69 0,73 0,42 0,48
ANAVA F! F!
N 0.620 ™ 0.070 "™
Mo 0.251m™ 0.457 "
Bac 0.033 ™ 0.344 s
N*Mo 0.000 ™ 0.291 "
N*Bac 0.146 ™ 0.511 "
Mo*Bac 0.046 ™ 0.027 "
N*Mo*Bac 0.818 ™ 2.223 ™
CV% 23,67 25,12

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey 10%. ™ndo significativo, “significativo a 1%, “significativo a 5%, “significativo a
10%. Teste F realizado com dados transformados em *poténcia 0,5. J1: Profundidade 0-0,2 m. J2: Profundidade
0,2-0,4 m.

3.6 Produtividade e producéo de acucar

A produtividade da cana soca nas duas variedades foi favorecida pela adubacdo
nitrogenada, com aumento de 14% e 10% na producdo de colmos por hectare para as
variedades RB92579 e RB867515, evidenciando a importancia da adubacdo nitrogenada na

socaria (Tabela 8). Apesar do aumento na producdo de biomassa seca de colmos aos 340
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DAC pela adubacdo molibdica na RB92579, os seus efeitos ndo foram refletidos na
produtividade da socaria.

A adubacdo nitrogenada promoveu o0 aumento na producdo de agucar (TPH) em ambas
as variedades. Na RB92579 além do efeito da adubacdo nitrogenada, foi identificado efeito da

interacdo N+Bac, com o principal efeito da interacdo advindo da aplicacdo do N.

Tabela 8 - Producdo de colmos (TCH) e producdo de agucar (TPH) da cana soca
(RB867515 e RB92579), avaliada aos 390 dias apés a colheita

TCH TPH
Mg ha'! kg ha
RB867515
-Mo +Mo Média -Mo +Mo Média
-N 87,60 93,23 90,41B 13,22 14,57 13,90B
+N 100,18 97,91 99,05A 15,36 15,91 15,63A
Média 93,89 95,57 14,29 15,24
ANAVA F F
N 7.475™ 6.617""
Mo 0.282 " 1.972m
Bac 1.819"™ 0.872"
N*Mo 1.567 "™ 0.352"
N*Bac 0.036 " 0.256 "
Mo*Bac 2.459 ns 2.207"
N*Mo*Bac 0.020 ™ 1.648"
CV% 9,43 12,94
RB92579
-Bac +Bac Meédia -Bac +Bac Média
-N 98,38 93,17 95,78B 17,13Ba  15,65Bb 16,39
+N 107,95 110,05 109,00A 18,55Aa 19,11Aa 18,83
Meédia 103,17 101,61 17,84 17,38
ANAVA F F
N 21.687" 17.540™
Mo 0.019 ™ 0.266 "
Bac 0.300" 0.619"
N*Mo 0.357" 0.162"
N*Bac 1.662 " 3.078"
Mo*Bac 0.432" 0.914"s
N*Mo*Bac 0.029 " 0.125"
CV% 7,84 9,36

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey 10%. ™ndo significativo, “significativo a 1%, "significativo a 5%, “significativo a
10%. TCH: toneladas de colmo por hectare. TPH: toneladas de pol por hectare.
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3.7 Atributos Agroindustriais

A adubacdo nitrogenada influenciou quatro variaveis dos atributos agroindustriais
analisados na RB867515 (Tabela 9). O N aumentou a sacarose do caldo (POL) em 7%, o total
de agtcar recuperado (ATR) em 10,8 kg Mg, a porcentagem de sacarose no colmo (PC) em
8% e o teor de solidos soltveis (BRIX) em 5%. A interacdo do N+Bac apresentou efeito para
0 POL e acUcares redutores (A)R, com o efeito advindo da adubacdo nitrogenada, elevando a
qualidade da cana-de-acgucar.

Na RB92579 o unico fator dos atributos agroindustriais que apresentou significancia
para os tratamento em analise foi o teor de fibras, reduzido quando aplicado a adubacéo

nitrogenada, ficando dentro de limite maximo desejado (13%) (Tabela 10).
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Tabela 9 - Atributos agroindustriais da cana soca (RB867515), avaliados aos 390 dias apds a colheita.

POL AR ATR Fibra PC Brix
% kg Mg? % °Brix
RB867515
-Bac +Bac Média -Bac +Bac Média  -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Media -Bac +Bac Meédia
-N 17,27Ba 18,46Aa 17,87 0,62Ba 0,76Aa 0,89 137,26 145,98 141,62B 13,00 13,40 13,20 14,38 1529 1484B 17,22 17,53 17,38B
+N 19,46Aa 18,61Aa 19,03 1,01Aa 0,85Aa 0,73 155,20 149,77 152,49A 12,61 12,47 1254 16,30 15,64 1597A 18,26 18,25 18,25°
Média 18,36 18,54 0,81 0,80 146,23 147,88 12,81 12,93 15,34 15,47 17,74 17,89
ANAVA F F2 = F4 Fo F
N 4.613™ 1.547"m 4.274" 1.766" 4.687™ 5.059™
Mo 2.119m™ 2.853m™ 1.988" 0.058" 1.977m 0.511 "
Bac 0.031m 0.002m 0.066 ™ 0.014m 0.052"m 0.153m™
N*Mo 0.526"™ 2.157v "™ 0.504 " 0.111m™ 0.725m™ 0.051m
N*Bac 3.315" 4.729™ 1.699 " 0.161m™ 2.238™ 0.161m™
Mo*Bac 0.061m™ 0.860™ 0.477m™ 1.162" 0.276™ 2.633™
N*Mo*Bac 0.024m 0.803m™ 0.036™ 1.218" 0.085m™ 1.551"
CV% 22,84 8,92 22,85 15,02 14,03 6,21

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maiGscula na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 10%. "™ndo significativo, "significativo a 1%, "significativo a 5%,
*significativo a 10%. Teste F realizado com dados transformados em !poténcia de 3,0; 2N_X_1_poténcia de 0,0; 3poténcia 2,5; “poténcia de 1,5NEG; Spoténcia de 1,5. POL: porcentagem de sacarose aparente
no caldo. AR: porcentagem de acUcares redutores. ATR: aglcar tedrico recuperavel. PC: porcentagem de sacarose no colmo. BRIX: teor de s6lidos soluveis.
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Tabela 10 - Atributos agroindustriais da cana soca (RB92579), avaliados aos 390 dias apds a colheita.

POL AR ATR Fibra PC Brix
% kg Mg? % °Brix
RB92579
-Bac +Bac Media -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Média -Bac +Bac Meédia
-N 19,60 19,79 0,48 0,48 158,74 159,18 11,46Aba  11,86Aa 16,75 16,80 18,31 18,36
-Mo 19,97 0,50 161,59 11,55 17,05 18,67
+N 20,60 19,90 0,47 0,54 165,78 162,64 11,76Ba 11,12Ba 17,52 17,11 19,12 18,90
-N 20,49 19,59 0,47 0,70 163,91 158,04 12,11Aa 11,67ABa 17,32 16,68 18,91 18,92
+Mo 20,05 0,57 162,32 11,55 17,11 18,98
+N 19,89 20,24 0,57 0,57 162,75 164,60 11,09Ba 11,34Ba 17,10 17,34 18,99 19,10

-N 20,04 19,69 19,97 048 0,59 0,53 161,33 158,61 159,97 11,78 11,77 11,78A 17,73 16,74 16,88 18,61 18,64 18,63

+N 20,25 20,07 20,16 0,52 0,54 0,53 164,26 163,62 163,94 11,43 11,23 11,33B 17,31 17,23 17,27 19,05 19,00 19,03
Média 19,88 20,14 0,50 0,56 162,80 161,11 11,61 11,50 17,17 16,98 18,83 18,82
ANAVA Fl F? Fe F F4 F

N 0.518 " 0.064 " 1.526" 4871 1.166" 1.896"™

Mo 0.039" 1.263"™ 0.053 " 0.000"™ 0.031" 1.149"

Bac 0.191" 0.911" 0.228™ 0.284" 0.190" 0.002"
N*Mo 0.504 " 0.051" 0.164 " 1.262m™ 0.211" 0.873"
N*Bac 0.043" 0.357™ 0.101m 0.199" 0.084" 0.021m
Mo*Bac 0.000" 0.117"m 0.010™ 0.002" 0.001" 0.065"

N*Mo*Bac 1.755m 2.108" 0.771" 4576™ 0.865" 0.102"

CV% 19,32 11,94 8,39 4,97 11,78 4,37

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 10%. ™ndo significativo, "significativo a 1%, “significativo a 5%,
“significativo a 10%. Teste F realizado com dados transformados em poténcia de 3,5; poténcia de 2,5NEG; 3poténcia de 1,5; “poténcia de 2,0. POL: porcentagem de sacarose aparente no caldo. AR:
porcentagem de agUcares redutores. ATR: acucar teodrico recuperavel. PC: porcentagem de sacarose no colmo. BRIX: teor de s6lidos sollveis.
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4 DISCUSSAO

Os tratamentos atuaram de forma diferente entre as variedades de cana soca refletindo
0 comportamento varietal da cana-de-actcar (ZHAO et al., 2020), com semelhanca apenas
para aplicacdo de N, elevando o desenvolvimento e produtividade da cultura em ambas as
variedades.

Nas duas variedades o acimulo de N foi favorecido pela adubacao nitrogenada, o que
enfatiza a eficiéncia da aplicacdo do fertilizante no presente ciclo pelos baixos niveis de N no
solo e baixa contribuicdo da matéria organica (Tabela 1), que corrobora a pesquisa realizada
por Franco et al. (2011).

A area experimental foi escolhida pelo baixo teor de matéria organica do solo (MOS),
com o intuito de propiciar maior resposta dos tratamentos aplicados. Como a contribuicdo dos
micro-organismos diazotréficos naturais do solo na fixacdo biolégica de N nas socarias €
limitada e insuficiente para atender a demanda da cultura a resposta a adubacdo nitrogenada
em doses adequadas é favorecida (OTTO et al., 2013; REIS et al., 2016).

O elevado acimulo de N pela adubacdo nitrogenada promoveu incrementos no
perfilhamento aos 290 DAC e nos pardmetros biométricos e na biomassa seca da parte aérea
aos 100 e 340 DAC (Tabelas 3 a 6), resultando em incrementos na produtividade da cultura
para RB867515 (8,64 Mg ha') e RB92579 (13,22 Mg ha™) (Tabelas 9 e 10). O N atua no
processo fotossintético da planta, como fonte de energia, convertendo em biomassa,
acarretando no aumento da produtividade da cultura (FORTES et al., 2013).

Na RB867515 a interacdo N+Mo responsavel pelo crescimento vegetal inicial, ndo
diferindo da aplicacdo desses fatores isolados (Tabela 2), e na maior producdo de biomassa
radicular com o efeito advindo da adubacdo molibdica (Tabela 7), o que evidencia a
importancia do Mo na fase inicial de desenvolvimento da cana soca.

A atuacdo do Mo na planta é através da ativacdo de enzimas no metabolismo da planta,
como na nitrogenase, redutase do nitrato e producdo de hormonios vegetais (GUHA;
PHUKAN, 2011; KAISER et al., 2005; FERREIRA et al., 2017). O Mo esta presente na rota
de producdo do hormdnio vegetal acido 3-indol-acético (AlA), responsavel pela ramificacdo
das raizes, principalmente quando associada as bactérias naturais do solo (GIRIO et al., 2015;
PEREIRA et al., 2013), o que explica o aumento na biomassa seca de raiz (Tabela 7).

O maior desenvolvimento radicular abrange a area percorrida pelas raizes e por
consequéncia a reserva nutricional e hidrica do solo (FARONI; TRIVELIN, 2006; TAIZ et
al., 2017). A érea experimental apresenta solo compactado em subsuperficie, o que impediu 0

desenvolvimento radicular em profundidade quando associado ao N, favorecendo o
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crescimento das raizes laterais. Resultados semelhantes foram identificados por Cury, De
Maria e Bolonhezi (2014) no ciclo de cana soca em area com historico de colheita
mecanizada.

O Mo atua no metabolismo do N e disponibiliza nas formas de nitrato e amonio,
fazendo com que a contribuicdo do Mo no inicio do ciclo da cana soca se assemelhe a
adubacdo nitrogenada (GLASS et al., 2012), como identificado no presente estudo. No final
do ciclo ndo foi identificado resposta positiva a aplicagdo do Mo isolado ou associado aos
demais tratamentos, isso pode ser justificado pela dose aplicado ndo atender a demanda da
cultura para esta variedade, sendo necessario a reaplicacdo do nutriente para manter os efeitos
positivos até o final do ciclo da cana soca (SANTOS et al. 2014; 2019b).

Na RB92579 a aplicagdo do Mo aumentou o desenvolvimento das plantas ao atuar na
biometria e producdo de biomassa seca da parte aérea aos 100 DAC, ndo diferindo da
aplicacdo associada ao N e ao N+Bac. Aos 340 DAC o molibdénio continuou atuando no
metabolismo das plantas contribuindo para maior producdo de biomassa seca de colmo e total
da parte aérea, assim como no diametro do colmo (Tabelas 3 e 6). Esse fato evidéncia a
importancia da adubagdo molibdica no ciclo de cana soca para esta variedade.

A elevada resposta ao adubo molibdico nesta variedade esta associada ao melhor
aproveitamento do N do solo e/ou fertilizante, devido a aplicacdo da dose de Mo (0,2 kg ha?),
identificada por Oliveira (2012) como a dose adequada para elevar a eficiéncia da nutrigéo
nitrogenada. O Mo atua na assimilacdo do N por meio da enzima redutase do nitrato,
reduzindo o N-NO3~ & N-NO2, etapa crucial para que o nitrogénio seja incorporado as
moléculas fornecendo energia a planta (KAISER et al., 2005).

Contudo, os resultados positivos do Mo isolado e ao interagir com N ndo foram
refletidos na produtividade da cultura (Tabela 10), em oposi¢édo aos trabalhos de Santos et al.
(2019b) e Oliveira (2012). A reducdo no efeito positivo pode ter ocorrido pelas caracteristicas
do solo, limitando o desenvolvimento das plantas.

Na producdo de massa seca de raiz em superficie foi identificado que ao aplicar o N e
Mo associados o crescimento radicular foi semelhante ao controle absoluto, resultando em
incrementos semelhantes na producdo de raiz para ambos os tratamentos na variedade
RB867515 (Tabela 7). Quando a planta apresenta deficiéncia de N, as reservas nutricionais
sdo destinadas a producéo de raiz em profundidade em busca de aporte nutricional e hidrico,
porém como o solo experimental apresenta carater adensado (Tabela 1) as raizes crescem para
lateral, como identificado no presente estudo (LIMA, 2020). Ao associar o N ao Mo a

producdo de raiz é intensificada, devido o N estimular o crescimento das raizes laterais e 0
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Mo a ramificacdo das raizes pela maior assimilacdo do nitrato (BOUGUYON; GOJON;
NACRY, 2012; SANTOS et al., 2019a). Sendo assim, os fatores que promoveram as maiores
producdes de raizes no controle e N+Mo foram diferentes, o que resultou em baixa producédo
de massa seca na parte aérea para o controle e alta para N+Mo.

Na RB867515 a interacdo planta — bactéria resultou no aumento na producdo de massa
seca de raiz, perfilhamento das plantas e aumento no teor de Mo (Tabelas 2, 3 e 7). A
interacéo tripla apresentou efeito na RB867515 para o teor de Mo na folha +1, com os feitos
advindos do Mo da inoculagdo com Stenotrophomonas sp. (Tabela 2). No ciclo anterior (cana
planta) foi aplicado fosfato natural reativo em todas as parcelas (LIMA, 2020) e no presente
ciclo foi aplicado superfosfato triplo como complementacdo da adubacdo fosfatada. Esses
fertilizantes apresentam Mo na sua composicao e as algumas bactérias diazotréficas em meio
deficiente em N apresentam o potencial de solubilizar o Mo presente no solo, o que favorece a
absorcéo pela planta (BARRON et al., 2008; LIERMANN et al., 2005; KRAEMER et al.,
2015).

A Stenotrophomonas sp. possui a capacidade de produzir AIA, hormonio regulador de
crescimento, que tem o Mo como co-fator enzimatico (LIMA et al., 2018; ANTUNES et al.,
2017). Em condic@es limitantes de nitrogénio as BPCP promovem a producdo de AIA nas
raizes com o intuito de elevar o crescimento de pelos radiculares e do comprimento das raizes
laterais e primaria, que facilitam a absorcdo de nutrientes e agua no solo, potencializada pela
disponibilidade de Mo nas raizes (MALHOTRA; SRIVASTAVA, 2008; MALHOTRA,;
SRIVASTAVA, 2009).

A relacdo ideal da parte aérea/raiz € um fator limitante no desenvolvimento das plantas.
Quando a planta destina seus recursos para produzir raiz os gastos metabdlicos sao altos, que
compromete o desenvolvimento da parte aérea, reduzindo a producdo da cultura (SMITH,;
INMAN-BAMBER; THORBURN, 2005; GOMATHI et al., 2015).

Essa relacdo parte aérea/raiz é evidenciada em nosso estudo, identificando a reducéo
do desenvolvimento vegetativo da parte aérea da cana soca quando inoculado com
Stenotrophomonas sp., principalmente quando associado ao N e/ou Mo, inibindo os efeitos
dos fertilizantes nitrogenado e molibdico (Tabelas 2 e 4).

Quando o N foi fornecido via fertilizante na cana soca inoculada com
Stenotrophomonas sp., a assimilacdo do N-NOs foi reduzindo, indicando que a demanda por
N na planta diminuiu. Possivelmente pelo processo de fixag&o biologica de nitrogénio (FBN)
e/ou pelo estimulo da bactéria no crescimento da planta (SILVA, 2020). Ao reduzir a

assimilacdo do N na planta a fotossintese é reduzida, acarretando na menor producgdo de
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biomassa da parte aérea aos 100 e 340 DAC ao associar o N a inoculagdo bacteriana. Para
associacdo Mo+Bac esse problema fica mais evidente, pois a principal fonte de N é via FBN,
que segundo Lima (2020) a inoculagdo com Stenotrophomonas sp. néo contribui com o aporte
de N pela fixacdo bioldgica de nitrogénio para RB867515, acarretando na reducdo da
producdo de biomassa da parte aérea no decorrer do ciclo.

O N na planta é responsavel pelo desenvolvimento vegetativo, que converte o0 N em
energia metabdlica para produgdo de biomassa, e a escassez do nutriente limita essas
atividades (SOUZA; FERNANDES, 2018; VALE; PRADO; HOJO, 2011). Como o contetido
de N é limitado, o desenvolvimento das plantas € comprometido, o que reduz a producéo de
biomassa da parte aérea na RB867515 (MEGDA et al., 2012; FORTES et al., 2013).

Apesar do baixo desenvolvimento da RB867515 promovido pela inoculagdo bacteriana
isolada e/ou associada a adubagdo nitrogenada e molibdica durante o ciclo da cana soca, 0s
seus efeitos ndo sdo refletidos na produtividade da cultura (Tabela 8), possivelmente pela
contribuicdo dos fatores nos 50 dias que antecederam a colheita, que reduziu a diferenca da
N+Bac e Mo+Bac dos demais tratamentos. Isso indica que a escolha da bactéria
Stenotrophomonas sp. para variedade RB867515 em condi¢Ges de campo no ciclo de cana
soca nao € adequada.

Na RB92579 a interacdo planta — bactéria promoveu efeitos diferentes da RB867515,
que destaca 0 comportamento varietal das espécies e a escolha do inoculante adequado. A
inoculagéo bacteriana na RB92579 promoveu incrementos no crescimento em altura aos 100
DAC e no perfilhamento das plantas e reduziu a ARN aos 340 DAC (Tabelas 2 e 4). A
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) possibilitam o
fornecimento de N na forma amoniacal principalmente pela FNB, incorporada nas atividades
metabdlicas das plantas, o que reduz a assimilacdo do nitrato na planta, reduzindo o teor N-
NOs™ nas folhas sem comprometer o desenvolvimento inicial da cana soca (GAVA, et al.,
2019; SCHULTZ et al., 2016), explicando a reducdo da assimilacdo de nitrato e o aumento no
crescimento das plantas pela inoculagdo. Aos 340 DAC os efeitos positivos da inoculagdo nao
sdo mais evidentes, que pode ter ocorrido pelas condigdes fisicas do solo, limitando o
desenvolvimento radicular em busca de reservas nutricionais.

Nas duas variedades a produtividade e producdo de aglcar (TPH) foram favorecidas
pela adubacdo nitrogenada, assim como o teor de fibras na RB92579. Na RB867515 a
adubacdo nitrogenada aumentou a sacarose aparente do caldo (POL), o agUcar recuperavel, a
porcentagem de sacarose do colmo e o teor de sélidos sollveis, destacando a importancia da

adubacdo nitrogenada no ciclo de cana soca para as duas variedades (FORTES et al., 2013).
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A interacdo N+Bac apresentou significancia para producdo de agUcar na RB92579, e para
POL e acucares redutores (AR) na RB867515, com os principais feitos advindos da adubacéo
nitrogenada, atribuindo qualidade a cana-de-acucar pela aplicagdo do N (OLIVER; SILVA,
2018).

Os efeitos positivos do Mo isolados e ao interagir com o N em ambas as variedades
ndo foram refletidos na produtividade da cana soca e nos atributos agroindustriais,
possivelmente pela reducéo de resposta do Mo no final do ciclo. A reaplicacdo do Mo na fase
final de desenvolvimento seria uma alternativa de prolongar o efeito do molibdénio.

Na RB92579 a inoculacédo favoreceu o desenvolvimento inicial, ndo havendo resposta
no final do ciclo. A reeinoculacdo seria uma alternativa de manter os feitos positivos da
bactéria Stenotrophomonas sp. no final do ciclo.

Apesar do inoculate promover o desenvolvimento radicular das plantas e a
solubilizacdo do Mo do solo na RB867515, o mesmo reduziu o desenvolvimento da parte
aérea da cana soca, principalmente quando associado ao N e Mo, minimizando os efeitos
desses nutrientes no crescimento vegetal, indicando que a interacdo planta — bactéria ndo foi

eficiente para esta variedade.

5 CONCLUSOES

A inoculagdo com Stenotrophomonas sp. associada a aplicagdo de nitrogénio e
molibdénio ndo influenciou no desenvolvimento e produtividade da cana soca em condigdes
de campo para ambas as variedades.

Nas duas variedades a adubacdo nitrogenada aumentou o acimulo de N na planta, a
altura, diametro e a producdo de biomassa seca aos 100 e 340 DAC, resultando no aumento da
produtividade e producdo de agucar na qualidade dos atributos agroindustriais (POL, AR,
ATR, PC e BRIX).

A interacdo N+Mo elevou o crescimento e producdo de biomassa das variedades aos
100 DAC, ndo diferindo do N e Mo isolados, indicando que na fase inicial de
desenvolvimento a aplicacdo de 0,2 kg ha de Mo equivale aos beneficios de aplicar 90 kg ha
1 de N. Aos 340 DAC os beneficios do Mo continuaram sendo expressos na RB92579,
indicando que a variedade é mais responsiva ao molibdénio. No entanto, esses beneficios ndo
foram refletidos na produtividade e atributos agroindustriais da cana soca, com respostas
apenas para o N. Além disso, na RB867515 0 Mo aumentou a producdo de biomassa de raiz,

0 que evidencia a importancia da aplicacdo do Mo no desenvolvimento radicular da cultura.
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A inoculacdo na RB92579 contribuiu no crescimento em altura das plantas na fase
inicial de desenvolvimento e perfilhamento. Na RB867515 a inoculacdo promoveu maior
producdo de biomassa de raiz, perfilhamento e aumento nos teores de Mo na folha +1.
Contudo, reduziu o desenvolvimento da parte aérea da cana soca no decorrer do experimento

e o acumulo de N, ndo sendo eficiente a associacdo planta-bactéria para esta variedade.
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CAPITULO Il — PROTEOMA DA CANA SOCA INOCULADA COM BACTERIA
PROMOTORA DE CRESCIMENTO DE PLANTA E ADUBADA COM
NITROGENIO E MOLIBDENIO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar as proteinas diferencialmente acumuladas na
cana soca submetida a adubacdo com molibdénio e nitrogénio, e inoculada com bactéria
promotora do crescimento de plantas (BPCP). O experimento foi conduzido em condicdes de
campo e os tratamentos foram aplicados nas variedades de cana-de-acucar RB867515 e
RB92579 na primeira soca e consistiram em doses de N (0 e 80 kg ha), Mo (0 e 0,2 kg hal)
e inoculacdo (sem e com) bactéria Stenotrophomonas sp. UAGC 869. Cada variedade se
tratou de um experimento, em que os tratamentos foram distribuidos em arranjo fatorial triplo
(2x2x2), e delineamento em blocos casualizados, com quatro repeti¢cbes. Os tratamentos
avaliados tiveram como base os resultados da producdo de biomassa da parte aérea da cana
soca aos 100 dias apos o corte (DAC). Na RB92579 foi utilizado os tratamentos com N (80 kg
ha) e sua associagio a0 Mo (80 kg ha' N + 0,2 kg ha! Mo). Na RB867515 os tratamentos
foram a aplicagdo de N (80 kg ha™) e sua associagdo a inoculagdo bacteriana (80 kg ha N +
Stenotrophomonas sp.). Na RB92579 o tratamento com N+Mo foi selecionado devido a
elevada producdo de biomassa da parte aérea da cana soca aos 100 DAC. Para a RB867515 o
tratamento N+Bac foi selecionado pela reducdo na biomassa da parte aérea aos 100 DAC. Em
ambas as variedades, o tratamento adubacdo nitrogenada foi selecionado por apresentar
diferenca significativa na produgdo de biomassa da parte aérea. As amostras foram analisadas
por espectrometria de massas em larga escala (SHOTGUN). Nas duas variedades as plantas
adubadas apenas com N resultaram no acumulo diferencial de proteinas ligadas ao processo
fotossintético, metabolismo do carbono, sintese de proteinas e mecanismo de defesa da planta,
acarretando no maior crescimento da parte aérea das plantas. Na primeira soca da RB92579 a
aplicacdo de N e Mo elevou a eficiéncia fotossintética, a producdo de horménios vegetais
auxinas e acido abscisico, a assimilagdo de nitrogénio e controle a estresses bidticos e
abioticos, promovendo maior desenvolvimento da parte aérea e radicular. Para RB867515 a
aplicacdo de N mais a inoculagdo promoveu o maior gasto de energia na planta pela
respiracdo e inibiu as proteinas relacionadas a fotossintese. O desequilibrio na relacéo
fotossintese/respiracdo ocasionou a reducdo no desenvolvimento da parte aérea da cana soca.
Em resposta a esse estresse, a variedade RB867515 promoveu a producdo de hormdnios
vegetais direcionados as raizes, que acarretou no maior crescimento radicular e solubilizagéo
de fosfato inorganico.

Palavras-chave: Proteoma da cana-de-acUcar. Stenotrophomonas sp. Inoculacéo bacteriana
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CHAPTER Il - PROTEOME OF SUGARCANE RATOON INOCULATED WITH
PLANT GROWTH-PROMOTION BACTERIUM AND FERTILIZED WITH
NITRGEN AND MOLUBDENUM

ABSTRACT

The objective was to identify proteins differentially accumulated in sugarcane ratoon
fertilized with molybdenum (Mo), nitrogen (N) and inoculated with plant growth-promoting
bacteria (PGPB). The experiment was conducted under field conditions and the treatments
were aplied in RB867515 e RB92579 sugarcane varieties at the first ratoon cycle and
consisted on doses of N (0 and 80 kg ha), Mo (0 and 0.2 kg ha*) and bacterium inoculation
(without and with) of Stenotrophomonas sp. UAGC 869. It was carried on one experimente
filed for each variety, in which the treatments were distributed in a triple factorial
arrangement (2x2x2), and randomized blocks design, with four replications. The treatments
were selected based on the results of aereal biomass production of sugarcane ratoon at 100
days after harvest (DAH). In RB92579 the treatments with N (80 kg ha) and N associated
with Mo (80 kg ha N + 0.2 kg ha Mo) were used. In RB867515 the treatments were N (80
kg hal) and N associated with bacterium inoculation (80 kg ha® N + Stenotrophomonas sp.
UAGC 869). In RB92579 the treatment with N+Mo was selected due to the high aerial
biomass production of ratoon sugarcane at 100 DAH. For RB867515, treatment N+Bac was
selected by the reduction in shoot biomass at 100 DAH. In both varieties, the nitrogen
fertilization treatment was selected for presenting a significant difference in the production of
aereal biomass. The samples was analyzed by large scale mass spectrometry (SHOTGUN). In
both varieties, the plants fertilized only with N shown differential accumulation of proteins
linked to the photosynthetic process, carbon metabolism, protein synthesis and plant defense
mechanism, resulting in greater plant aerial growth. In the RB92579 first ratoon, N and Mo
fertilizantion increased photosynthetic efficiency, production of plant hormones auxin and
absisic acid, nitrogen assimilation and control of biotic and abiotic stresses, which promoted
greater aerial and root development. For RB867515, the application of N plus the inoculation
promoted the greatest energy expenditure in the plant by respiration and inhibited the proteins
related to photosynthesis. The imbalance in the photosynthesis/respiration ratio caused
reduction in the development of the aerial part of the sugarcane ratoon. In response to this
stress, there was directioning of plant hormones to roots the RB867515 variety, which
resulted in greater root growth and solubilization of inorganic phosphate.

Palavras-chave: Sugarcane proteome. Stenotrophomonas sp. Bacterium inoculation.
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1 INTRODUCAO

O Nitrogénio (N) é responsavel pelo crescimento vegetal, atuando na atividade
metabdlica da planta ao incorporar as moléculas vegetais, sendo o segundo nutriente mais
requerido pela cana-de-agucar, promovendo incrementos na produtividade (GAVA et al.,
2019). Compde o ATP, NADH e NADPH fornecendo energia para 0 mecanismo
fotossintético, sintese da clorofila, aminoacido e carboidratos (PRADO JUNIOR, 2008;
CACEFO et al., 2019).

Na fase inicial de desenvolvimento da planta hd maior demanda de N para atender o
crescimento vegetal, que pode ser prolongado de acordo com o metabolismo da planta
(OLIVEIRA et al., 2016, LIMA, 2020). O gendtipo da planta é um dos principais fatores que
afetam o metabolismo do N na cana-de-acgUcar pela preferéncia e exigéncia nutricional, o que
reflete o comportamento varietal (SANTOS et al., 2019a; OLIVEIRA et al., 2016).

O fornecimento de N nos canaviais ocorre principalmente pela adubacdo nitrogenada, o
que contribuiu para aumentar em 2019 a importacdo de fertilizantes nitrogenados no Brasil
(9,2 milhdes/ton), 5% maior que em 2018 (GLOBAL FERT, 2020). No entanto, o
aproveitamento dos fertilizantes nitrogenadas pela cana planta e soca sdo baixos, acarretando
na aplicacdo de doses altas de N para suprir a demanda da planta (FRANCO et al., 2011).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acucar, responsavel por 12% das areas agricolas
plantadas no pais em 2019 (OUTLOOK GLOBAL FERT, 2020), em que mais de 50% &
representado pela socaria (AAMER et al.,, 2017). A identificacdo de alternativas que
possibilitem o maior aproveitamento do N-fertilizante e estimulem o crescimento da cana
soca, devem ser inseridas no sistema de producdo da cana-de-agucar.

Entre as alternativas, a adubacdo molibdica aumenta o aproveitamento do N na cana-de-
acucar ao atuar no metabolismo do N na planta como co-fator nas enzimas redutase do nitrato
e nitrogenase (KAISER et al., 2005). Além disso, 0 Mo atua na rota da sintese de horménios
vegetais, como &cido 3-indol-acético (AlA) e acido abscisico (ABA), que promovem o0
crescimento vegetal (MENDEL; LEIMKUHLER, 2015). De acordo com 0s autores, mais de
50 enzimas contendo o Mo ja foram identificadas atuando no metabolismo de plantas,
bactérias e humanos. Santos et al. (2019a) identificaram maior atividade da enzima redutase
do nitrato quando aplicado o Mo na cana planta.

A interacdo planta — bactéria Stenotrophomonas sp. € outra alternativa utilizada para
elevacdo da eficiéncia do N na planta e a produtividade da cultura. As bactérias promotoras de

crescimento de planta (BPCP) sdo micro-organismos diazétroficos que promovem a fixagao
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biolégica de N e disponibilizam para a planta, assim como outros mecanismos de promocéo
de crescimento (FAN et al., 2011). Na cana-de-acucar as BPCP também atuam na producéo
de hormonios vegetais e solubilizacdo de macro e micronutrientes, contribuindo no maior
crescimento aéreo e radicular da cultura (LI et al., 2016; TALUE et al., 2012).

As funcgdes do Mo e das BPCP séo relatadas na literatura, no entanto identificar outros
efeitos benéficos expressos na planta poderia explicar como atuam nos mecanismos
fisiologicos de crescimento vegetal. A andlise protedmica, que envolve a avaliagdo em larga
escala de proteinas incluindo suas interacGes, localizagdes, fungdes e possiveis modificacdes,
surge como um Viés na compreensdo desses mecanismos (KOMATSU, 2019) uma vez que 0
acumulo diferencial de proteinas quando submetidas a condicGes diferentes num dado
momento sdo essenciais para melhor adaptacéo as condi¢des ambientais (KOMATSU, 2019;
EMIDIO et al., 2015).

Em funcdo da sua posi¢cdo no fluxo da informacdo genética, a analise proteébmica
destaca-se dentre as analises de expressdo génica, uma vez que nem sempre a analise
quantitativa de transcritos reflete a abundancia de proteinas, devido as modificacbes pds-
transcricionais e pos-tradicionais, e consequentemente pode ndo ser tdo conclusiva sobre o
papel dos produtos destes transcritos na condicdo avaliada (GREENBAUM et al., 2003;
VOGEL; MARCOTTE, 2012; AEBERSOLD; MANN, 2016).

De acordo com Salvato et al. (2017) ao avaliar o proteoma de duas variedades de cana-
de-agctcar submetido a fertilizacdo nitrogenada identificaram proteinas ligadas ao
metabolismo de carbono, metabolismo de aminoacidos e estresse oxidativo, que promoveram
0 aumento de sacarose e agucares redutores no genétipo IACSP04-065.

Quando as plantas de cana-de-agUcar foram inoculada com a BPCP Stenotrophomonas
sp., Silva (2020) identificou maior acumulo de proteinas da biossintese e assimilacdo de N e
proteinas relacionadas ao desenvolvimento da planta, divisdo celular e estresse. Quando as
BPCP foram associadas ao Mo houve aumento na quantidade de proteinas relacionadas a
sintese e ao transporte de hormonios, crescimento da planta e armazenamento de
fotossintatos, 0 que promoveu maior crescimento vegetal, como reposta.

Assim, a partir da analise do proteoma de tecidos vegetais da cana-de-agUcar teremos
uma visdo holistica da atuacdo do molibdénio e das BPCP no metabolismo da planta em nivel
celular quando associados a adubacédo nitrogenada. O objetivo do trabalho foi identificar em
quais mecanismos fisiologicos o molibdénio e as bactérias promotoras de crescimento de
plantas atuam, quando associados a aplicacdo de N-fertilizande, sendo avaliado por proteinas

diferencialmente acumuladas nos tecidos da folha da cana soca.
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2 METODOLOGIA

2.1 Implantacgdo do experimento

O estudo foi realizado em campo e na mesma area experimental descrita no capitulo
anterior. Os tratamentos consistiram em doses de nitrogénio (N) (0 e 80 kg ha), doses de
molibdénio (Mo) (0 e 0,2 kg ha™) e inoculagio bacteriana (sem bactéria e com bactéria). Os
tratamentos foram distribuidos em arranjo fatorial triplo (2x2x2), e delineamento
experimental em blocos casualizados, com quatro repetices, totalizando 36 parcelas
experimentais (Figura 1). Os tratamentos foram aplicados na primeira rebrota (primeira soca)
das variedades de cana-de-aclicar RB867515 e RB92579.

Os tratamentos foram distribuidos seguindo o mesmo croqui experimental do ciclo
anterior (cana planta), que as doses de N e Mo foram de 60 kg ha™ e 0,4 kg ha! e a estirpe
bacteriana foi Stenotrophomonas sp. As variedades RB867515 e RB92579 foram escolhidas
por serem as mais utilizadas no sistema de cultivo agricola em cana do Brasil e Nordeste e
apresentarem resultados positivos quando inoculadas com a bactéria em estudo (RIDESA,
2020; SCHULTZ et al, 2016; SANTOS et al., 1019b).
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Figura 1- Croqui da area experimental com a distribuicdo dos tratamentos para as variedades
RB867515 (amarelo) e RB92579 (azul) nos respectivos blocos. R: Plantas referéncias; CO:
Controle absoluto; B: Inoculagéo. Fonte: Imagem adaptada de Lima, 2020.

Cada parcela possuiu 10 sulcos com 6 metros de comprimento, espagados em 0,8 m x

1,6 m, totalizando 72 m? (Figura 2). Os quatro sulcos das laterais esquerda e direita foram
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considerados bordaduras e seis sulcos centrais compdem a area util, descartando-se 1 m do
final e do inicio da linha, totalizando 28,8 m?2. Desta area foram destinados dois sulcos para

amostragem destrutiva e quatro sulcos para amostragens ndo destrutivas.

Detalhamento de uma Parcela Experimental
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Figura 2 - Croqui da parcela experimental com 5 sulcos duplos.

A adubacdo da cana soca foi realizada em duas etapas, de forma manual ao lado de
cada linha de cultivo sem incorporacdo (OLIVEIRA, et al., 2013). Aos 20 DAC realizou-se a
aplicacdo de fosforo (100%), potéssio (1/3), nitrogénio (1/3) e molibdénio (100%). Aos 60
DAC foram aplicados nitrogénio (2/3), potassio (2/3) e micronutrientes (manganés, cobre,
zinco e boro) (OLIVEIRA, et al., 2013).

Na adubagcéo foram aplicadas 50 e 150 kg ha™ de P.Os e K20, respectivamente e a 0s
micronutrientes cobre (250 g hat), manganés (3,0 kg ha), zinco (1,0 kg ha') e (500 g hat)
boro, tendo como fonte sulfato de cobre, sulfato de manganés, sulfato de zinco e acido bérico,
para atender a produtividade de 100 TCH (toneladas de colmo por hectare) (OLIVEIRA et al.,
2010). A fonte de N utilizada foi uréia e de Mo o acido fosfomolibdico (SHULTZ, et al.,
2016). A escolha da dose molibdica (0,2 kg ha*) foi baseada em estudo realizado por Santos,
et al. (2019a). A dose de 80 kg ha* de N foi escolhida de acordo com Oliveira et al. (2010),

em funcdo da exigéncia para produtividade obtida no ciclo de cana planta.
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2.2 Producdo e aplicacdo do inoculante em cana soca

A bactéria diazotrofica utilizada na inoculacdo foi a Stenotrophomonas sp. (UAFG
869), escolhida por apresentar capacidade de realizar fixacdo bioldgica de nitrogénio e
estimular a producdo de biomassa da cana-de-aclcar em em estudos realizados por Silva
(2016) e Lima et al. (2018) respectivamente. Esta bactéria foi isolada do tecido radicular da
variedade RB867515 aos 120 dias apos o plantio por Lima et al. (2018).

A bactéria Stenotrophomonas sp. foi adquirida da colecéo de culturas bacterianas do
Laboratorio de Genética e Biotecnologia Bacteriana da Unidade Académica de Garanhuns
(UAG/UFRPE). A bactéria foi repicada em placa de Petri em meio Tryptone Soya Agar 10%
(TSA, pH 7,3).

Para producdo do inoculante em laboratério, a bactéria foi multiplicada em meio
liquido TSA (pH 7,3) e mantida em agitacdo constate (250 rpm) por 11 horas para atingir a
concentragdo bacteriana 108 unidades formadoras de colénia (UFC) mL™* (ARAUJO et al.,
2010), com base em curva de crescimento da estirpe realizada por Lima (2020).

No campo, o inoculante foi diluido em &gua na proporc¢édo 1:100 e aplicado na soqueira
aos 20 e 60 DAC, utilizando pulverizador costal com jato direcionado a base da soqueira,
aplicando de 15 mL m™ do inoculante (SHULTZ et al., 2012; 2016; OLIVEIRA; SIMOES
2016).

Para a analise do proteoma foram selecionados os tratamentos que apresentarm efeitos
significativos na producéo de biomassa da parte aérea e raiz da cana soca aos 100 DAC. Na
variedade RB92579 foi utilizado o tratamento com adubagcéo nitrogenada (80 kg ha® N) sua
associacio com a adubagdo molibdica (80 kg ha? N + 0,2 kg ha! Mo). Na variedade
RB867515 os tratamentos selecionados foram a aplicacdo da adubagéo nitrogenada (80 kg ha
1 N) e sua associagdo a inoculagdo bacteriana (80 kg hat N + Stenotrophomonas sp.) (Tabela
2).

Na variedade RB92579 o tramento com N + Mo foi selecionado devido ao elevado
desenvolvimento da parte aérea e radicular da cana soca. Para a variedade RB867515 o
tratamento N + inoculacdo foi selecionado pelo menor desenvolvimento da parte aérea e
elevado desenvolvimento radicular. Em ambas as variedades o tratamento adubacéo
nitrogenada foi selecionado por apresentar diferenga significativa no desenvovimento da parte
aérea, 0 que servira como comparacdo dos efeitos fisiolégicos encontrados para os demais
tratamentos selecionados.

Na &rea util da parcela experimental foi coletado o terco médio da folha +1 de trés

perfilhos viaveis, com trés réplicas para cada tratamento, totalizando 9 amostras por
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tratamento e por variedade. As amostras coletadas foram envolvidas com papel aluminio
identificado e imediatamente imersas em nitrogénio liquido, para que ndo ocorrese a
degradacdo das proteinas. Apds o término da coleta, as amostras vegetais foram armazenadas
em ultrafreezer a -80 °C.

2.3 Coleta de material vegetal e extracédo de proteinas solUveis totais

A extracdo total das proteinas da cana-de-agucar foi realizada pelos métodos ADP e
Sodiun Dodecil Sulfate (SDS) segundo a metodologia proposta por Wang et al. (2003) com
modificacdes por Pirovani et al. (2008). Para cada amostra foram pesadas 200 mg de material
vegetal, macerado em almofariz em nitrogénio liquido até a obtencdo de um pd fino. Em
seguida, foram adicionados 2,5 ml de solucdo de extracdo de proteinas (TCA 10% em acetona
P.A. gelada contendo 0,07% de B-mercaptoetanol), homogeneizado e incubado no freezer a -
20 °C durante 18 horas (overnight). Apds esse periodo a solucdo foi centrifugada a 14.000
rpm por 10 min. a 4 °C e em seguida descartado o sobrenadante.

O precipitado (pellet) foi lavado com acetona P.A. gelada contendo 0,07% de B-
mercaptoetanol, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm por 10 min. a 4 °C e descartado
0 sobrenadante, repetindo esse processo por trés vezes, com o intuito de despigmentar toda a
amostra e retirar todas as impurezas. Em seguida a amostra foi seca em camara de fluxo
laminar sobre o gelo por 1 hora e 30 minutos. Apds esse periodo foi adicionado ao pellet 2,5
ml de tampé&o SDS denso, homogeneizado e colocado em agitador por 30 min. Adicionando
em seguida 2,5 ml de fenol tamponado a ph 7-8 e homogeneizado mais uma vez em agitador,
posteriormente centrifugado a 14.000 rpm por 20 min. a 4 °C e transferida a fase fenodlica para
um novo tubo.

Ao novo tubo contendo a fase fendlica foi adicionado 5 vezes o volume de 0,1 M de
acetato de aménio em metanol P.A. gelado e incubado no freezer a -20 °C por 18 horas
(overnight), com o intuito de precipitar as proteinas e eliminar as impurezas. Apds esse
periodo o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 ml de acetato de aménio em
metanol P.A. gelado, vortexado, centrifugado a 14.000 rpm por 20 min. a 4 °C e descartado o
sobrenadante, repetindo esse processo trés vezes.

Posteriormente o pellet foi lavado com 1 ml de acetona a 80% gelada, duas vezes e por
ultimo lavado com etanol a 70% gelada. Apos o descarte do sobrenadante a amostra foi seca
em camara de fluxo laminar sobre o gelo por 1:00 hora, em seguida suspenso em 50 pl de

tampao de ureia/tioureia e estocado em freezer a -80 °C.
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Apdbs a extracdo das proteinas ocorreu a sonicacdo das proteinas com o intuito de
separar as proteinas que estdo ligadas uma as outras por meio de ondas eletromagnéticas. Em
seguida foi realizada a quantificacdo das proteinas segundo a metodologia proposta por
Bradfor (1976), com o intuito de nivelar a mesma proporcao de proteinas que serdo inseridas
no gel 1D SDS - PAGE.

2.4 Eletroforese unidimensional (SDS - PAGE)

Os extratos proteicos de folhas de cana-de-agtcar foram submetidos a eletroforese em
gel unidimensional de poliacrilamida SDS - PAGE, no tamanho 10 x 10 cm, com o intuito
separar as proteinas por massa molar e avaliar a qualidade da extracdo de proteinas sollveis
totais.

Para o preparo do gel e aplicacdo das amostras as placas de vidro e 0s outros matériais
que ficaram em contato com o gel foram limpas com etanol 70%. As placas de vidros foram
suspensas alinhadas no suporte, preenchendo o espaco entre as placas com solucdo de gel. O
gel é composto por gel de corrida, que fica na parte inferior, e o gel de empilhamento, parte
superior do gel. Os géis de corrida e empilhamento foram preparados utilizando as solucbes
acrilamida estoque (33/0,9%), Tris-HCI 2,5 M a ph 8,8, SDS 10%, persulfato de amonio 10%,
TEMED, APS e Agua Milli-Q, porém em concentracdes diferentes para cada gel. Entre os
géis foi aplicado etanol absoluto para evitar bolhas de ar e para garantir a polimerizacao
uniforme do gel, descartando o etanol ap6s a polimerizacéo.

No gel de empilhamento foi encaixado o pente e retirado apos a polimeriza¢do para
formacdo os po¢os. Em seguida o suporte com o gel foi colocado na cuba de eletroforese e
preenchido com tampéo de corrida SDS — PAGE (Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS
0,1%) dentro do suporte até transbordar e na cuba até a metade.

Para o preparo da amostra foi adicionado num eppendorf o volume de extrato proteico
estabelecido na quantificacdo das proteinas, correspondente ao volume de 20 pg, mais 10 pl
de tampé&o de amostra (Tris — HCI 1 M & pH 6,8 40 mM, SDS 1%, beta-mercaptoetanol (14,7
M) 2,5%, glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%), e o volume completado com agua Milli-
Q até 20 pl. Posteriormente, aquecido em thermomixer a 95 °C por 5 min. a 1000 rpm e
centrifugado por 30 segundos para eliminar as bolhas de ar.

Foram preparados dois géis de poliacrilamida, sendo aplicada em cada gel uma
variedade de cana soca e seus respectivos tratamentos. As amostras proteicas foram aplicadas
nos pogos e assim iniciada a corrida dos geis de poliacrilamida, num periodo de 40 min.,

guando o extrato passou do gel de empilhamento para o de corrida.
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Apds esse periodo, os géis foram retirados do suporte e realizado o processo de fixacédo
das proteinas durante 20 min. em solucdo contendo 10% de acido acético, 40% de etanol e
50% de agua destilada. Posteriormente, corados com Azul de Coomassie 0,1% por 20 min.
Em seguida, decorado overnight com solucdo de descoloragdo de Azul de Coomassie
(Metanol 30%, acido acético 10% e agua destilada 60%). Apds o descarte do descorante 0s
geis foram lavados 5 vezes com agua destilada, e realizado o corte das bandas contendo a
amostras em camara de fluxo laminar, com o auxilio de um bisturi. Cada banda amostral foi

inserida em eppendorf de 1,5 ml com agua Milli-Q, devidamente identificados.

2.5 Analise por espectrometria de massas em larga escala (Shotgun)

As amostras foram encaminhadas a Fiocruz-PR (Ndcleo de Inovacdo Tecnoldgica do
Instituto Carlos Chagas (Fiocruz Parand) — NIT-ICC), onde foi realizado o preparo das
amostras proteicas empregando o protocolo de digestdo seca in gel seguido de purificacéo e
concentracdo dos peptideos em membrana de C18. Em seguida os peptideos extraidos foram
ressuspensos em 0,1% (v / v) de &cido férmico em agua e realizada analise por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema LTQ Orbitrap XL ETD
/ Easy nLC 1000, e os espectros de massa foram adquiridos ao longo de um tempo de método
total de 120 min.

2.6 Identificacdo das proteinas

A identificacdo foi realizada na plataforma MaxQuant1.5.1.2.43 com a ferramenta de
busca Andromeda. Foi utilizado o banco de dados Poales do NCBI, ja que o genoma
completo da cana-de-aclcar ndo foi concluido. Os parametros de pesquisa utilizados foram:
oxidagdo da metionina foi permitida como modificagdo varidvel e a carbamidometilagdo da
cisteina como modificacao estatica; enzima: tripsina; nimero de clivagens permitidas: 2; faixa
de massa: 200-2000; tolerancia de peptideo: 10 ppm; tolerancia a ions de fragmento: 1 Da;
minimo um peptideo unico por proteina. A tolerancia de massa do precursor da pesquisa
principal foi fixada em 30 ppm no MaxQuant. As identificagfes foram filtradas pela taxa de
descoberta falsa de 1% (FDR) em nivel de proteina usando um banco de dados reverso.

As proteinas sdo consideradas como uma identificacdo valida se forem detectadas em
pelo menos uma das duplicatas bioldgicas de pelo menos um grupo (controle ou tratado), e
cada amostra foi analisada trés vezes. Proteinas identificadas por pelo menos um peptideo

unico foram necessérias para a defini¢cdo de um grupo de proteinas.
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O pacote Perseus (disponivel emhttp: //www.maxquant.org/) foi usado para a deteccao
de proteinas diferencialmente acumuladas usando Studentt test (p <0,05) e Significance B
(Utilizado para amostras em duplicatas). Para o presente trabalho foram realizadas duas
comparages: Comparagdo 1 (RB92579: Nitrogénio x Nitrogénio + Molibdénio) e
Comparacdo 2 (RB867515: Nitrogénio x Nitrogénio + Bactéria). A comparacdo 1 foi
selecionada para avaliar a influéncia da aplicacdo do Molibdénio no proteoma da variedade
RB92579, enquanto na Comparagdo 2 tem como objetivo identificar alteragcbes no proteoma
de RB867515 em resposta a inoculacdo com a bactéria Stenotrophomonas sp. As proteinas
identificadas em apenas um grupo da comparacao par a par foram denominadas “exclusivas”.
Isso significa que foram aquelas proteinas exclusivas que foram detectadas em pelo menos

duas réplicas de um grupo e ao mesmo tempo ndo detectadas em nenhuma réplica do outro

grupo.

2.7 Classificacdo funcional

A analise do interatoma (PPI- interacGes proteina-proteina) baseado em dados
protebmicos foi baseado em redes de proteinas ortdlogas prospectadas no proteoma de
Arabidospis thaliana com o auxilio do software STRING 10.5 (SNEL et al., 2000). As redes
de interatoma obtidas foram unidas no software Cytoscape 3.6.1, com a ferramenta Advanced
Merge Network, e a identificacdo de modulos/clusters (regides densamente conectadas)
realizadas com a ferramenta Molecular Complex Detection (MCODE), sendo possivel
observar complexos de proteinas funcionais.

As sequéncias em formato FASTA das proteinas anotadas foram recuperadas do
UniProt através da ferramenta Retrieve ID e submetidas a analise de distribuicdo de ontologia
génica (GO) por processo biolégico, funcdo molecular e localiacdo subcelular no programa
OmicsBox/Blast2GO (https://www.biobam.com/omicsbox/), utilizando as ferramentas Blastp,
InterProScan e GO-Slim (MITCHELL et al.,, 2019). A distribuicdo de termos GO, ou
categorias funcionais, do conjunto das DAPs de cada tratamento foram utilizadas em todas as

comparagoes.
3 RESULTADOS
A comparagdo com as plantas que receberam o N+Mo na variedade RB92579 resultou

na obtencdo de 1362 proteinas as quais foram analisados no software Perseus e se observou

que ndo havia necessidade de normalizagdo dos dados. Os dados foram filtrados com base nos
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valores validos (pelo menos 1 proteina em todos os tratamentos) resultando em 816 proteinas
validas. Apos a analise estatistica foram consideradas significativas 56 proteinas, sendo 7
comuns aos dois tratamentos, 26 exclusivas do tratamento apenas com N e 23 exclusivas do
tratamento com N+Mo.

A comparagdo com o as plantas que receberam o N assocado ao inoculante na variedade
RB867515 resultou na obtencdo de 1317 proteinas as quais foram inicialmente analisados no
software Perseus e observou-se a que ndo havia necessidade de normalizacdo dos dados. Os
dados foram filtrados com base nos valores validos (pelo menos 1 proteina em todos os
tratamentos) resultando em 1027 proteinas vélidas. ApOs a andlise estatistica foram
consideradas significativas 56, sendo 18 comuns aos dois tratamentos, 46 exclusivas do
tratamento apenas com N e 31 exclusivas do tratamento com N+Bac.

Na comparacdo N+Mo as proteinas comuns foram avaliadas quanto ao seu acumulo em
ambos os tratamentos onde foi possivel observar que 3 e 4 proteinas foram reprimidas e
induzidas, respectivamente, no tratamento N+Mo. A aplicacdo do molibdénio associado &
adubacdo nitrogenada induziu o acumulo diferencial das proteinas ribossamal L6 50S
(envolvida na traducdo), actin-97-like (responsavel pela divisdo celular), proteina M9 nn a
clorofila a-b (envolvida na fotossinte, ligacao proteina-cromdéforo) e a desidrogenase (quitona)
semelhante a FQR1 (Processo de 6xido-reducao) (Tabela 1).

As para proteinas anidrase carbonica, isomdrfica X1 semelhante ao cloroplastico
(Metabolismo do carbono), proteina de ligacdo ao cloroplasto Ptr ToxA (Fotossintese,
montagem do fotossistema Il) e uma ndo caracterizada (ligada a traducdo, montagem do
RNA.) foram reprimidas pela interacdo N+Mo no acimulo diferencial (Tabela 1).

Na comparacdo N+Bac as proteinas comuns foram avaliadas quanto ao seu acimulo em
ambos os tratamentos onde foi possivel observar que 11 e 7 proteinas foram reprimidas e
induzidas, respectivamente, no tratamento N+Bac. A inoculacdo com Stenotrophomonas sp.
associado 4 adubacdo nitrogenada induziu o acumulo diferencial das proteinas contendo
dominio PABS (producédo de poliaminas), proteina de ligacdo 8 a clorofila ab, proteina ligada
a subunidade fotossintética NDH de localizagéo luminal 1 (ligadas a fotossintese), proteina 2-
metil-fitil-1,4-hidroguinona metiltransferase 2 (metiltransferase), porina 1 da proteina da
membrana mitocondrial externa (transporte transmembranar de &nions), proteina
aminometiltransferase mitocrondial, proteina NADH-quinona oxiredutase subunidade 1,
proteina piruvato aconitato hidrolase (ligadas a respiracédo) e proteina fosfoglicolato fosfatase

1B (ligada a fotorrespiracéo e solubilizacdo de fosfato inorganico) (Tabela 2).
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As proteinas ligadas a fotossintese (peptidil cis-trans isomerasase CYPS37, proteina 6

contendo dominio PsbP e plastocianina), sintese de proteinas (ribossdmica 40S e ribossomal 2

30S), transporte de elétrons e mecanismos de defesa da planta contra o ataque de patdgenos

(3-isopropilmalato desidrogenase) e espécies reativas de oxigénio (L-ascobato peroxidas 2)

foram reprimidas pela interacdo N+Bac (Tabela 2).

Tabela 1 — Ontologia génica das proteinas diferencialmente acumuladas na variedade de
cana-de-agucar RB92579 suplementadas com Nitrogénio e Molibdénio. Seta vermelha para
baixo significa que a proteina foi reprimida com N+Mo e induzida com N. Seta verde para
cima significa que a proteina induzida com N+Mo e reprimida com N

Peso Diferenca
Uniprot T-teste GO Adicéo do
Nome mol. Score Lo S
ID [kDa] Student’s  Processo bioldgico  molibdénio
(N/N_Mo)
Anidrase carbonica, .
isoforma X1 semethante “CA%%%Q 4967 30331 033519  Vetabolismodo l
e 285 carbono
ao cloroplastico
Proteina de ligagdo a Fotossintese
gag JOQE43 31923 10471 0345639  (Montagem do l
cloroplasto Ptr ToxA .
fotossistema I1)
Proteina ndo
caracterizada Traducéo
LOCB8085722 [Sorghum CoXowa2  22.578 35933 0.29993 (Montagem RNA) l
bicolor]
Proteina ribossomal L6
50S, cloropléstica C5WzQ4 24845 77.521  -0.29197 Traducédo T
[Sorghum bicolor]
Actin-97-like [Sorghum o ovs 41725 18898  -037527  Divisio celular T
bicolor]
Proteina M9 de ligacdo a .
. Fotossintese
clorofila a-b, QHD2688 0 039 85306 -0.61544  (ligagdo proteina- T
cloropléstica [Sorghum 6.1 .
. cromoforo)
bicolor]
Desidrogenase (quinona) A0A1B6Q Processo de oxido-
semelhante a FQR1 21593 12156  -1.05214 i T
617 reducéo

[Sorghum bicolor]

Diferenga T-teste Student’s com sinal negativo
Diferenga T-teste Student’s sem sinal: Inibidas em N e reprimidas com N assocaiada ao Mo.

: Reprimidas em N e induzidas com N assocaiada ao Mo.
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Tabela 2 — Ontologia génica das proteinas diferencialmente acumuladas na variedade de
cana-de-acucar RB867515 suplementadas com Nitrogénio e inoculada com Bactéria
Stenotrophomonas sp. Seta vermelha para baixo significa que a proteina foi reprimida com
N+Bac e induzida com N. Seta verde para cima significa que a proteina induzida com N+Bac

e reprimida com N

Diferenca T-

Unipro M.OI' teste GO ica
Nome P weight Score Processo Adlgao do
tID [kDa] Student’s biologico inoculante
N_N_Bac
Peptidil-prolil cis- Sinalizagdo
trans isomerase C5XB 47.109 99.7 0.7531147 intracelular,
CYP37, cloroplastico M3 transcricdo e l
[Sorghum bicolor] apoptose.
Metabolismo
3-isopropilmalato . d? .
desidrogenase 2 [Zea COTHR 43491 92035 0683312416  CInoacidos |
mays] 9 (Biossintese
de L-
leucina)
Proteina 6 contendo )
dominioPsbP,  AOAIB o9 b5y 6ages 0573321342  FOlOSSIntese |
cloroplastico 6Q6M2
[Sorghum bicolor]
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Diferenca T-teste Student’s com sinal negativo: Reprimidas em N e induzidas com N assocaiada a Bac.
Diferenca T-teste Student’s sem sinal: Inibidas em N e reprimidas com N assocaiada a Bac.

As proteinas diferencialmente acumuladas (DA) em ambos os tratamentos analisados na

comparagdo N+Mo estdo ligadas principalmente aos processos biologicos de geracdo de

metabolitos de precursores e energia, fotossintese, organizacdo do componente celular e

traducdo (Figura 3A).

As proteinas exclusivamente acumuladas no tratamento com adi¢do de Nitrogénio na

RB92579 estiveram envolvidas principalmente com o processo e ciclo celular e no processo

biossintetico. Aquelas exclusivamente acumuladas no tratamento com adicdo de Nitrogénio e
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Molibdénio resultou em proteinas envolvidas com processo celular, processo biossintético e
catabolismo (nucleobase e processo catabélico (Figura 4A).

Na RB867515 as proteinas DA em ambos os tratamentos analisados estdo ligadas
principalmente aos processos bioldgicos, celular e biossintético (Figura 3B). As proteinas
exclusivamente acumuladas no tratamento com adi¢do de Nitrogénio estiveram envolvidas
principalmente com o processo metabolico de carboidratos, organizacdo do componente
celular e processo metabolico de proteinas. Aquelas exclusivamente acumuladas no
tratamento com adicdo de Nitrogénio e inoculagdo com bactéria promotora de crescimento
resultou em proteinas envolvidas com processo celular, processo biossintético e catabolismo
(nucleobase e processo catabolico (Figura 4B).

Em ambas variedades houve grande quantidade de proteinas ndo caracterizadas, que é
um viés da analise protedmica devido a bancos de dados de Poales com poucas espécies
sequenciadas. Estudos adicionais sdo necessarios para realizar a caracterizacdo e anotacdo
desses dados (ANEXO A e B).
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Figura 3 — Categorizagdo ontoldgica de proteinas diferencialmente acumuladas por processo
bioldgico. A: Na variedade de cana-de-acucar RB92579 suplementadas com Nitrogénio e
Nitrogénio + Molibdénio. B: Na variedade de cana-de-aglcar RB867515 suplementadas com

Nitrogénio e inoculadas com Bactéria Stenotrophomonas sp
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Figura 4 — Categorizacdo ontoldgica de proteinas exclusivas nas variedades de cana-de-
acucar. A: Processo celular na RB92579 suplementadas com Nitrogénio (Preto) e Nitrogénio
+ Molibdénio (Cinza). B: Processo celular na RB867515 suplementadas com Nitrogénio

(Preto) e inoculada com Bactéria Stenotrophomonas sp. (Cinza)
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4 DISCUSSAO

4.1 Comparagdo N+Mo — Variedade RB92579

As atividades metabolicas da planta sdo dependentes da biossintese de monémeros e
macromoléculas. Os monémeros sdo aminoacidos, nucleotideos, acidos graxos e agucares,
que por sua vez constituem as macromoléculas (proteinas, RNA, DNA, fosfolipideos e
polissacarideos), que sdo incorporados as atividades metabolicas da planta favorecendo o
crescimento vegetal (KELLY, 2018; PERCHLIK; TEGEDER, 2018).

Esses compostos dependem dos atomos de nitrogénio (N) e carbono inorganico (COz)
para realizacdo da fase biossintética dos monémeros e macromoléculas. Em ambientes de
baixa fertilidade o N é o elemento que mais limita o crescimento das plantas, por constituir o
carbono fotossintético, ao atuar na sintese das proteinas utilizadas na assimilagéo do carbono.
Ou seja, o fornecimento do N favorece a assimilacdo do CO,, que por sua vez aumenta a
producdo de clorofila, enzimas e acidos nucleicos e a taxa fotossintética, promovendo maior
crescimento da planta (KELLY, 2018; FRANCO et al., 2011).

Isso foi identificado em nosso trabalho ao analisar o proteoma de tecido foliar de cana
soca, na variedade RB92579, ao constatar que a adubacao nitrogenada favoreceu o acimulo
diferencial das proteinas ligadas ao metabolismo do carbono (anidrase carb6nica X1
semelhante ao cloroplastico), processo fotossintético na montagem do fotossistema |l
(proteina de ligacdo a cloroplasto Ptr ToxA) e na traducdo relacionada a montagem do RNA
(Proteina ndo identificada) (Tabela 1).

A interacdo N+Mo na RB92579 resultou na repressdao dessas proteinas (anidrase
carbdnica X1 semelhante ao cloroplastico, proteina de ligacao a cloroplasto Ptr ToxA e uma
proteina ndo identificada relacionada a montagem do RNA) e na inducdo do acimulo
diferencial das proteinas ribossamal L6 50S, actin-97-like, proteina de ligacdo ab e da
proteina desidrogenase (quinona) semelhante a FQR1, ligadas respectivamente aos processos
bioldgicos de traducdo, divisdo celular, fotossintese (ligacdo proteina-cromoforo) e processo
de oxido reducdo (Tabela 1).

De acordo com Yu, Hu e Wang (2006), o molibdénio (Mo) atua na biossintese da
clorofila ao evitar o blogueio da conversdo de acido levulinico em uroporfirinogénio IlI,
elevando o teor de clorofila na planta na presenca do Mo. O que pode ter ocasionado o
acumulo diferencial da proteina de ligacdo ab (Tabela 1), que esta ligada a clorofila. Essa
proteina tem a funcdo de captar a luz e fornecer energia de excitacdo aos fotossistemas

(WANG et al., 2018). Como a clorofila esta ligada ao processo fotossintético das plantas, a
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presenca de Mo eleva a eficiéncia da fotossintese na cana-de-agUcar, que é convertida em
biomassa (CACEFO et al., 2019; PENG et al., 2019).

A fotossintese € um processo natural na planta que demanda muita energia metabolica
da planta, e com o aumento da eficiéncia desse processo o aparelho fotossintético ndo precisa
estd tdo ativo, demandando menos energia da planta (CACEFO et al., 2019; FERREIRA
JUNIOR et al., 2012). Isso ¢ identificado na reducdo da abundancia das proteinas envolvidas
na fotossintese quando adubadas apenas com N, como a proteina de ligacao a cloroplasto Ptr
ToxA, a proteina anidrase carb6nica X1 semelhante ao cloropléstico e uma proteina nédo
caracterizada que atua traducdo relacionada a montagem do RNA.

A proteina anidrase carbénica X1 semelhante ao cloroplastico atua no transporte e
metabolizacdo de fontes alternativas de CO2 quando as fontes primarias de carbono esgotam,
e como a atividade do aparelho fotossintético foi reduzida, a atividade das proteinas na
fixacdo de carbono foi minimizada (LUDWIG, 2016).

A aplicacdo de Mo associado ao N resultou no acumulo diferencial de proteinas
ribossamal L6 50S, que é responsavel pela formacdo de novas proteinas. No ribossomo a
genética do RNA mensageiro € traduzida e a sintese das proteinas € realizada (PENG et al.,
2019). A L6 ¢ essencial nesse processo por participar do estagio final da montagem de
subunidades 50S funcionais (SHIGERO; UCHIUMI; NOMURA, 2016).

A anélise do proteoma do tecido vegetal fornece informacGes moleculares que estdo
ocorrendo na planta num momento especifico em resposta as condigdes submetidas
(KOMATSU, 2019). Foi observado no dia da coleta que os compartimentos da cana soca em
toda area experimental apresesntava manchas vermelhas, sintomas tipicos da presenca do
fungo ferrugem (fungo que promove a morte das células), nessas condi¢cdes a planta esta
submetida a estresse, que quando adubadas com N+Mo, a planta promoveu como resposta o
acumulo diferencial das proteinas desidrogenase (quinona) semelhante a FQR1 e actin-97-like
(Tabela 1). As proteinas desidrogenase (quinona) semelhante a FQR1 atuam em condicdes de
estresse, para promover a sobrevivéncia das celulas vegetais. Ligadas aos mononucleotideos
de flavina é promovido o processo de oxido reducdo, pela reducdo de um ou dois elétrons
como forma de desintoxicacdo (RYAN et al., 2014; HEYNO; ALKAN; FLUHR, 2013).

As proteinas actin-97-like sdo componentes essenciais do citoesqueleto celular, ligadas
a adesonina trifosfato (ATP) e aos nucleotideos promovem a divisdo e formacéo das células,
substituindo as células mortas e promovendo o crescimento das plantas (LEE; DOMINGUEZ,
2010).
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A interacdo entre o nitrogénio e molibdénio resultou no actmulo diferencial de
proteinas ligadas aos processos celular, biossintético e ao catabolismo (Figura 4A). As
proteinas diferencialmente acumuladas no processo celular estavam ligadas principalmente
aos papeis de antioxidativos aos niveis elevados de H>O2, metilacdo das proteinas,
metabolismo do carbono e do nitrogénio (Anexo A).

Quando os teores de H20, estdo altos no sistema metabdlico da planta, pelos processos
fotossintéticos, fotorrespiratorios e producdo de auxinas, as enzimas ou proteinas peroxidase
sdo sintetizadas e atuam na remogdo do H202 com o intuito de evitar a morte celular.
(BARBOSA et al.,, 2014; ALMULAIKY, 2020). Além disso, as proteinas peroxidase
apresentam potencial de biomarcadores moleculares, e atuam na formacdo de lignina,
cicatrizacdo de fissuras, protecdo contra fatores bidticos e abidticos (KURT; UCKAYA,;
DURMUS, 2017; ZEYADI; ALMULAIKY, 2020). A inducgdo das proteinas peroxidase esta
ligada a atividade da enzima xantina desidrogenas/oxidase, enzima que apresenta 0 Mo como
cofator, que produz radicais de perdxidos em resposta a estresses bidticos e abioticos
(KAISER et al., 2005).

Na melitacdo as proteinas O-metilfransferase ZRP4 promovem a ligacdo covalente de
um grupo de metil & uma molécula pertencente aos compostos fendlicos, ésteres de cafeoil-
CoA, éacidos hidroxicinamicos, fenois simples, acidos carboxilicos, flavonoides e alcaldides,
favorecendo a germinacdo das plantas, o desenvolvimento radicular e aéreo. O maior acimulo
dessas proteinas ocorre nas raizes, localizados principalmente na endordeme, com menor
acumulo nas folhas e colmos (LIU, et al., 2019; LIU, et al., 2020; HELD et al., 1993).

No metabolismo do carbono as proteinas diferencialmente acumuladas no processo
celular atuaram na via de inter-convercdo do tetrahidrofatato, elemento essencial no
metabolismo das plantas ao atuar na sintese de &cidos nucleicos, aminoacidos, pantotenato e
reacOes de metilacdo, atraves da doacdo de unidades de carbono (GORELOVA et al., 2019).

As proteinas peroxidase e metilenotetrahidrofalato redutase, presentes no processo
celular, estdo ligadas aos grupos proteicos HEME e FAD. O HEME faz parte constituinte do
NADH junto a dois grupos proteicos e 0 complexo de molibdénio, que se ligam ao FAD e
promovem a reducdo do NOsz & NO2", posteriormente convertido a NH4*. Ou seja, a acéo
dessas proteinas estdo ligadas ao metabolismo do N na planta, que foi potencializada com a
aplicacdo do Mo.

No processo biossintético foram identificados o acumulo diferencial de proteinas
relacionadas a sintese hormonal, responsiva a seca, metilacdo das proteinas, metabolismo do

carbono e do nitrogénio (Figura 4A). Nos processos de metilacdo das proteinas, metabolismo
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do carbono e do nitrogénio as proteinas identificadas desempenharam papeis semelhantes as
identificadas no processo celular.

O acumulo diferencial de proteinas ligadas a DNA MNBI1B na cana soca quando
adubadas com N+Mo sdo responsaveis pela sintese hormonal das auxinas e acido absicico e
no controle do déficit hidrico. Essas proteinas atuam na regulacdo de transcri¢cdo, modelada
pelo DNA, e que faz parte da proteina B3, responsavel na planta pela resposta hormonal das
auxinas e acido absicico (YAMASAKI et al., 2013). Além disso, as proteinas ligadas a DNA
MNB1B interagem com outras proteinas responsivas a seca e atuam no controle do déficit
hidrico (SAHID et al., 2020).

No catabolismo da cana-de-acucar quando aplicado N e Mo associados foram
identificadas o acumulo diferencial de proteinas ligadas & sintese hormonal, controle do
déficit hidrico e sintese do piruvato (Figura 4A). As proteinas ligadas a DNA MNB1B foram
diferencialmente acumulada com a adi¢do do Mo, correlacionado no sistema metabdlico da
planta com a sintese das auxinas e acidos absicicos e em resposta ao déficit hidrico
(YAMASAKI et al., 2013; SAHID et al., 2020).

A proteina piruvato quinone, diferencialmente acumulada na interagdo N+Mo, esta
ligada ao processo de degradacédo da glicose e producédo de energia na atividade metabdlica da
planta. A glicose é composta por duas moléculas de piruvato que contém trés carbonos cada, e
na etapa inicial da degradacdo da glicose (glicdlise) a proteina piruvate quinone esta
envolvida quinta etapa da sub-via que sintesa o piruvate a aprtir do D-gliceraldeido 3-fosfato.
O produto final da glicdlise é duas moléculas de piruvato, NADH e ATP (WULFERT;
SCHILASKY; KRUEGER, 2020).

O molibdénio é um microelemento presente no sitio ativo de enzimas nas plantas, como
redutase do nitrato, aldeido oxidase e xantina desidrogenase ao constituir um composto de
peptrina denominado Moco (cofator de molibdénio) (NOVOTNY; PETERSON, 2018;
TEJADA-JIMENEZ et al., 2018). Isso é confirmado ao identificar o acimulo diferencial de
proteinas envolvidas nesses e demais processos no metabolismo da cana soca, que promoveu
maior produgédo de hormonios vegetais, eficiéncia fotossintética e controle a estresses bioticos
e abioticos, acarretando em ganhos no crescimento vegetal da variedade RB92579 aos 100

dias apds a colheita quando aplicado o Mo associado ao N.

4.2 Comparacgdo N+Bac — Variedade RB867515
A aplicagdo do nitrogénio resultou no acumulo diferencial de proteinas ligadas a

fotossintese, sintese de proteinas, transporte de elétrons e mecanismos de defesa da planta
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contra o ataque de patdgenos e espécies reativas de oxigénio (Tabela 2). A fotossintese
apresenta relacdo direta com a disponibilidade de N na cana soca, evidenciado ao acumular as
proteinas peptidil cis-trans isomerasase CYPS37, proteina 6 contendo dominio PsbP e
plastocianina.

A proteina CYPIS37 estd envolvida na montagem dos fotossistemas | e Il através da
ligacdo das proteinas (SANTOS; PARK, 2019). A transferéncia de elétrons nos fotossistemas
sd0 mediadas pelas proteinas 6 contendo dominio PsbP e plastocianina, envolvidas
respectivamente na transferéncia de elétrons dentro da membrana do tilacoide e entre os dois
fotossistemas (LI et al., 2020; HOHNER et al., 2020), elevando a efeiciéncia fotossintética
das plantas, o que favorece o desenvolvimento da cultura.

Sob condi¢cbes de estresse bidticos e/ou abidticos as plantas utilizam suas reservas
nutricionais para desenvover mecanismos de defesa que minimizem os danos causados, iSso
pode ser avidenciado em nosso estudo pelo acumulo diferencial das proteinas 3-
isoproprilmalato desidrogenase, que sob ataque de herbivoros atua na biossintese de L-
leucina, que produz glucosinolatos, enzima que libera toxinas volateis proporcionando odor e
gosto adstringente contra o ataque de patdgenos (SIKDAR; KIM, 2011).

Quando a planta esta submetida a estresse a producdo de espécies reativas de oxigénio
causando danos oxidativos pelos niveis altos de H20», diante disso a planta produz ascorbato
proxidase com o intuito de reduzir os niveis de H20. no metabolismo da planta, evidenciado
no presente estudo pelo acimulo das proteinas L-ascorbato peroxidase 2 (HONG et al., 2018).

O acumulo diferencial de proteinas ribossdmicas na atividade metabolica da cana-de-
acucar quando adubadas com N possibibilita a sintese de novas proteinas ligadas a divisdo
celular e ao desenvolvimento das células contribuindo para heterose celular (HAN et al.,
2016). E evidente a importania dessas proteinas no metabolismo da cana soca na fase inicial
de desenvolvimento, assim como da adubacdo nitrogenada, acarretando no maior crescimento
das plantas. Contudo, ao associar a adubacdo nitrogenada a inoculacdo de BPCP essas
proteinas foram reprimidas e o acimulo de novas proteinas foram induzidas (Tabela 2).

As proteinas diferencialmente acumuladas pela interacdo N+Bac estdo ligadas aos
processos fotossintético e respiratorio, solubilizacdo e transporte de nutrientes, estresse
ambiental, producéo de poliaminas e producdo de nucleotideos (Tabela 2).

A inoculacdo bacteriana promoveu a producdo do bioestimulante vegetal poliaminas,
por meio do acumulo diferencial de proteinas contendo dominio PABS. Esse bioestimulante é
responsavel principalmente pela maturacéo e desenvolvimento do fruto e no desenvolvimento

da flor, podendo atuar em resposta a estresses bidticos e abioticos (CHEN et al., 2019).
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No processo fotossintético as proteinas diferencialmente acumuladas atuam na clorofila,
através da captura de luz (proteina de ligacdo 8 & clorofila ab), e na producdo de ATP
(proteina ligada & subunidade fotossintética NDH de localizagdo luminal 1 — NDH-1L). Na
NDH-1L é produzido ATP no fotossistema Il com o intuito de atender a demanda energética
da planta, por meio do fluxo de elétrons ciclicos. Contudo, 0 ATP produzido nao é o sufiente
para equilibrar a relacio ATP/NADPH, necessarias para assimilacdo de CO, durante o ciclo
de Calvin, tendo em vista que nesse processo ndo é produzido NADPH, acarretando numa
menor eficiéncia fotossintética (PAN et al., 2020).

Na cadeia respiratoria as proteinas diferencialmente acumuladas atuam no processo
metabdlico do citrato, producdo de CO, producdo e transporte de NADH. A proteina
aminometiltransferase mitocrondial promove a reducéo de moléculas de NAD* a NADH e a
proteina NADH-quinona oxiredutase subunidade 1 atua no transporte do NADH via flavina
mononucleotideos e centros de ferro-enxofre para quinonas na cadeia respiratoria (WITTMIB
et al., 2020; OHNISHI; OHNISHI, SALERNO, 2018).

No processo metabdlico do citrato a proteina piruvato aconitato hidrolase atua no ciclo
do &cido tricarboxilico, componente essencial no metabolismo respiratorio (ARAUJO et al.,
2012). A proteina fosfoglicolato fosfatase 1B é responsavel pela producdo de CO2, principal
produto gerado da cadeia respiratdria. Essa proteina também é responsavel pela solubilizacéo
dee fosfato inorgénico, através da catalise da hidrolise de monoésteres (FLUGEL et al., 2017).

Outras proteinas diferencialmente acumuladas estdo relacionadas a atividade da
metiltransferase (proteina 2-metil-fitil-1,4-hidroquinona metiltransferase 2), transporte
transmembranar de anions (Porina 1 da proteina da membrana mitocondrial externa) e
controle & estresse bidtico e abiotico, favorecendo o desenvolvimento da cana soca (ZENG et
al., 2016).

A interacdo N+Bac resultou no estimulo de proteinas ligadas aos mesmos processos
bioldgicos citados na comparacdo N+Mo na cana soca (processos celular, biossintético e ao
catabolismo), porém as proteinas diferencialmente acumuladas foram diferentes, o que
resultou em estimulos diferentes no desenvolvimento da cultura (Figura 4B). Nesses
processos as proteinas estimuladas estavam ligadas a papéis importantes na planta, como
respiracdo, solubilizagdo e transporte de fosfato inorgénico, transporte transmebranar de ions
de potassio, producdo de horménios vegetais, sintese da ureia e transporte de proteinas.

A nutricdo fosfatada € essencial para o desenvolvimento das plantas, atuando em
processos decisivos no crescimento das plantas, como fotorrespiracdo, fotossintese e
compondo moléculas de nucleotideos, RNA e DNA (KALAYU, 2019). Em solos agricolas a
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maior parte do fosforo aplicado é retido no solo, que fica indisponivel as plantas limitando
suas atividades metabdlicas (SHARMA et al., 2013). E a inocula¢do com Stenotrophomonas
sp. associada a aduabacgédo nitrogenada propiciou a solubilizacdo do fosfato inorganico do
solo, identificado pelo acumulo diferencial de proteinas responsaveis pela hidrolise de
moesteres fosféricos, nos processo celular e no catabolismo (Figura 4B). O mesmo foi
evidenciado por Talué et al. (2012) ao identificar que 22% dos 103 isolados de BPCP
apresentavam a capacidade de solubilizar fosfato.

A maioria das proteinas diferencialmente acumuladas nos processos celular,
biossintético e no catabolismo apresentam o fosforo na sua composicdo, como por exemplo,
as proteinas ribulose-fosfato pirofosfoquinase 4, frutose-bifosfato aldolase e alanina-
glioxalato aminotransferase (ANEXO B), que atuam na biossintese de nucleotideos,
fotossintese e fotorrespiracdo (KOSLOWSK et al., 2008; CAl et al., 2016; MODDE et al.,
2017). O que evidencial a importancia desses micro-organismos na solubilizacéo do fosforo e
nas atividades metabodlicas da planta.

A inoculacéo bacteriana proporcionou o acumulo deiferencial das proteinas ribulose-
fosfato pirofosfoquinase 4 e S-metil-5-tioribulose quinase que atuam na sintese do triptofato e
biossintes da metionina, prepursores dos hdmonis vegetais auxina e etileno (YU et al., 2017).
A interacdo entre auxina e etileno promove altera¢es no arranjamento das raizes no solo pelo
crescimento das raizes e pélos laterais, que possibilita 0 maior desenvolvimento radicular
(MUDAY; RAHMAN; BINDER, 2012).

Os beneficios no desenvolvimento radicular na cana soca sdo observados pelo acimulo
diferencial das proteinas frutose-bifosfato aldolase no presente estudo (ANEXO B), expressa
em condicGes de extresse bidtico ou abiotico, atuando na regulacdo do crescimento da planta.
Fato evidenciado por Lv et al. (2017) nas raizes de trigo, em que a maioria dos genes de
frutose-bifosfato aldolase se expressaram nas raizes, promovendo o maior crescimento
radicular.

De acordo com Konishi et al. (2005) o acumulo dessa proteina impussiona o aumento
na biomassa radicular, especielmente quando assocaido a geberelina favorecendo o
desnvolvimento das raizes, evidenciado em nosso estudo com o aumento na producgdo de
biomassa radicular da cana soca adubadas com N e BPCP.

No processo celular e biossintético o acimulo diferencial das proteinas de dominio
M20_dimer, nas plantas inoculadas com a Stenotrophomonas sp., que atuam na biossintese da
ortina influenciou de forma positiva no ciclo da ureia ao aplicar N e BPCP assocaidas. A ureia

é formada naturalmente no metabolismo da planta, durante 0 metabolismo do N, mesmo sem
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condicdes de estresse. A ortina atua na sintese da ureia formando NHz e CO2 com o intuito de
reduzir os niveis de ureia no interior da planta. Em seguida, a NH3 se associa a glutamina
sintetase e glutamato sintetase e € incorporada ao metabolismo da planta para suas atividades
metabdlicas, e o CO2 é utilizado no processo fotossintético (HUSSEIN et al., 2019;
MAJUMDAR et al., 2013).

A introducdo do inoculante bacteriano a plantas de cana-de-aclcar adubadas com N
resultou na maior expressdo de proteinas ligadas ao processo respiratério da planta, como por
exemplo, a proteina alanina-glioxilato aminotransferase, uma importante proteina na
respiracdo (XU et al., 2017).

A respiracdo € um processo crucial no metabolismo da planta, ocorre de forma inversa a
fotossintese, nele ocorre a converssao do 2-fosfoglicolato em 3-fosfoglicerato, liberando NH3
e CO.. Ou seja, nesse processo dois carbonos sdo convertidos & trés carbonos, que é
compativel ao ciclo de Calvin. Na respiracdo € consumido O e acglcares produzidos na
fotossintese e gerados CO2 que é fornecido a fotossintese, uma relacdo de beneficio multuo
(XU etal., 2017; MODDE et al., 2017).

Esses dois processos devem estar em equilibrio na planta para favorecer o
desenvolvimento da cultura ou com maior expressao do processo fotossintético, o que
favorece 0 acimulo de energia na planta (CACEFO et al., 2019). E identificado com a
aplicacdo de N e BPCP a maior expressao de proteinas relacionas ao processo respiratorio,
indicando que o gasto de enrgia na fase inicail de desenvolvimento da planta est4 sendo alto.

No entanto, € identificado que a maioria das proteinas relacionadas a fotossintese foram
reprimidas pelo inoculante e que as proteinas expressas sob a interacdo N+Bac ndo foram
suficientes para atender a demanda da cutura, mesmo ocorrendo a metabolizagdo da ureia na
planta. Isso ocorre provavelmente pela reducdo nas atividades metabdlicas do nitrogénio na
planta, contatado pela inibicdo de proteinas ligadas a FAD no processo metabdlico dos
carboidratos, proteinas e organizacdo do componente celular (Figura 4B), que é um cofator
das enzimas oxidoredutores, como a atividade da redutase do nitrato. Ainda foi identificado
nestes processos que a associa¢do entre o0 N e as BPCP inibiram a sintese de proteinas
responsaveis pela producéo de carboidratos, aclcares e biosintese do amido (KOTE et al.,
2020; ISHII et al., 2016).
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5 CONCLUSOES

Na variedade RB92579 de cana soca a aplicagdo do molibdénio associado & adubacéo
nitrogenada elevou a eficiéncia fotossintética, a producdo de hormonios vegetais, a
assimilacdo de nitrogénio e controle a estresses bioticos e abidticos acarretando no maior
desenvolvimento da parte aérea e radicular da cana soca quando comparado a adubacéo
nitrogenada isolada.

Para RB867515 a inoculagdo associado a adubacdo nitrogenada promoveu o maior
gasto de energia na planta pela respiracdo e reprimiu as proteinas relacionadas a fotossintese,
havendo um desequilibrio na relacdo fotossintese/respiracdo que por consequéncia ocasionou
a reducdo no desnvolvimento da parte aérea da cana soca. Em resposta ao estresse submetido
promoveu a producdo de hormdnios vegetais direcionados as raizes, que acarretou no maior
crescimento radicular, assim como na solubilizacéo de fosfato inorganico.

Nas duas variedades as plantas adubadas apenas com N resultaram no acumulo
diferencial de proteinas ligadas ao processo fotossintético, metabolismo do carbono, na
sintese de proteinas e nos mecanismo de defesa da planta, acarretando no maior crescimento

vegetal da parte aérae da cana soca.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- A interagdo N*Mo*Bac ndo influenciou no desenvolvimento e produtividade da cana soca
para as duas variedades;

- Na fase inicial de desenvolvimento os beneficios da aplicacdo de N em plantas de cana soca
assemelham-se a adubacdo molibdica, indicando que no inicio do ciclo, as duas variedades
sdo responsivas ao Mo, pelo aumento na eficiéncia fotossintética e producdo de horménios
vegetais, com maior desenvolvimento da parte aérea e radicular da cana soca;

- Na pré-colheita apenas a variedade RB92579 continua respondendo a aplicacdo do Mo,
promovendo no maior desenvolvimento das plantas;

- A inoculagdo com Stenotrophomonas sp. na RB92579 aumentou o crescimento das plantas
no inicio do ciclo, porém ndo contribuiu na fase final de desenvolvimentos das plantas;

- Para RB867515 o N*Bac promoveu 0 maior gasto de energia na planta pela respiracao e
inibiu as proteinas relacionadas a fotossintese, havendo um desequilibrio na relacédo
fotossintese/respiracdo que por consequéncia ocasionou a reducdo no desenvolvimento da
parte aérea da cana soca;

- Na colheita foi identificado resposta apenas para aplicacdo de N isolado nas duas variedades,
indicando que no final do ciclo as plantas de cana soca respondem apenas a N, atribuindo

maior qualidade e produtividade da cultura.
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APENDICE A - Preparo do inoculante e aplicagdo no campo

Col6nias do inoculante foram transferidos para 1 L de meio liquido TSA a pH 7,3 e
mantido sob agitacdo constante por 11 horas para multiplicacdo do inoculante. No campo, o
inoculante foi diluido em agua na proporc¢do 1:100 e aplicado na soqueira aos 20 e 60 DAC,
utilizando pulverizador costal com jato direcionado a base da soqueira, aplicando cerca de 15
mL m™ do inoculante.

A diluicdo do inoculante em agua ocorreu as 6:30 da manhd, sendo aplicado em
seguida. As aplicacdes do inoculante encerraram as 8:30 da manhd. A &gua utilizada para
diluicdo do inoculante em campo foi proveniente do acude situado na Usina Miriri Alimentos

e Bioenergia S/A.

Figura 5 — Repicagem da bactéria Stenotrophomonas sp. (UAFG 869) da placa de Petri para
0 meio liquido TSA (A). Diluicdo da solucdo bacteriana em meio liquido e aplicacdo na cana
soca (B).
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APENDICE B — Analise estatistica das proteinas

Anélise estatistica das proteinas obtidas por meio de espectrometria de massas em larga
escala (LC-MS-Orbitrap) para as variedades de cana soca RB92579 e RB867515. No grafico
Volcano-plot é expresso as distribui¢do das proteinas acumuladas nos tratamentos analisados,
diferenca menor que zero expressao as proteinas com aplicacdo de N e diferencas acima de
zero expressdo proteinas acumuladas em N+Mo (Figura 5A) e em N+Bac (Figura 5C).

No grafico Scatter plot com Correlacdo de Pearson € apresentado a distribuicdo normal
das proteinas em ambos os tratamentos nas duas variedades, indicando que os dados estavam

normais e ndo precisaram ser transformados (Figura 5B e 5D).
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Figura 6 — Analise estatistica das proteinas obtidas por meio de espectrometria de massas em
larga escala (LC-MS-Orbitrap), identificadas na variedade de cana-de-agucar RB92579
suplementadas com Nitrogénio e Molibdénio. A: Volcano-plot Grafico; B: Scatter plot com
Correlagdo de Pearson. Identificadas na variedade de cana-de-agicar RB867515
suplementadas com Nitrogénio e inoculada com Stenotrophomonas sp. C: Volcano-plot; D:
Scatter plot com Correlagdo de Pearson, demonstrado a distribuicdo normal em ambos os
tratamentos.
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APENDICE C - Protinas exclusivas em N e N+Mo em cana-de-agtcar

Tabela 3 — Proteinas exclusivas identificadas na variedade de cana-de-agclcar RB92579
suplementadas com Nitrogénio.

Mol. weight MS/MS
ID Name [kDa] Score count

NP 0011313321 Uncharacterized protein LOC100192648 32911 6.3331 8
- precursor [Zea mays]

NP_001144860.1 Uncharacterized prort]:e;r;SIiOC100277950 [Zea 28.33 12.76 10

NP_001241730.1 Thioredoxin H-type 5 [Zea mays] 14.622 10.902 3

XP_002439991.1 60S ribosomal protein L30 [Sorghum bicolor] 12.35 7.2474 4

NP_001292743.1 Formate--tetrahydrofolate ligase [Zea mays] 78.484 13.186 5

XP 021304488.1 Probab_le cinnamyl alcohol deh_ydrogenase 1 36.523 11.43 1
- isoform X2 [Sorghum bicolor]

XP_002440799.1 Protein trichome blrebfirclgglgoerr]ce—llke 26 [Sorghum 47 356 6.3083 1

XP_002446195.1 Prostaglandin E synthase 2 [Sorghum bicolor] 36.041 11.851 2

XP 002463871 1 Protein STRICTOSIDINE SYNTHASE-LIKE 3 44.973 18.507 4
- [Sorghum bicolor]

XP 002465092 1 3-oxo-DeIta(4,5)-ster0|(_j 5-beta-reductase 44.053 11,548 3
- [Sorghum bicolor]

XP 002465750.1 Eukaryotic translation mmayon factor 3 subunit 25 805 12936 6
- K [Sorghum bicolor]

XP 021306956 1 Uncharacterized protein LO_C8059499 isoform 30.524 6.736 1
- X2 [Sorghum bicolor]

XP 021310067.1 40S ribosomal prgtii'onl;?'z'“ke [Sorghum 33000 76414 3

NP_001104970.1 Stomatin 1 [Zea mays] 43.277 11.513 5

NP_001142303.1 Uncharacterized pro;s;r;sliOClOOZMMZ [Zea 49307 37911 26

NP_001142341.1 Uncharacterized pro;s;r;sliOClOOZMSH [Zea 25 738 11.33 2

XP 0024382041  "rotein CURVATURE THYLAKOID 1A, 15921 63448 1
- chloroplastic [Sorghum bicolor]

NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 1

YP_003208254.1 (chloroplast) [Coix lacryma-jobi] 33.785 17.354 6

XP 002437210.1 Dehydrogenase/reductase SI_DR family member 12 35391 7 4089 1
- [Sorghum bicolor]

XP 002437554.1 Leucine-rich repeat exte_nsm-llke protein 4 72073 77914 2
- [Sorghum bicolor]

XP 002445975 1 NAD(P)H-qumon_e omdoreductgse subunit S, 26.066 14.706 12
- chloroplastic [Sorghum bicolor]

XP_021310584.1 Uncharacterized prott()eiléloll_o(?]C8072259 [Sorghum 102.11 11516 2

XP 008649359.1 VAD(PH dEhydroge;z;es](q”'“O”e) FQRI [Zea 22.001 6.3035 1

XP_002466924.1 Uncharacterized prOtt?iIQoll_o?]CSOGSGW [Sorghum 33.943 7 6666 2

XP 021308149 1 Uncharacterized protein LOC110432319 27 547 14.143 12
- [Sorghum bicolor]

XP_021306561.1 26S proteasome non-atpase regulatory subunit 13 43.813 13.432 14

homolog B-like [Sorghum bicolor]
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Tabela 4 — Proteinas exclusivas identificadas na variedade de cana-de-aclicar RB92579
suplementadas com Nitrogénio e Molibdénio

Mol. weight MS/MS
ID Names [kDa] Score count
XP_002436730.1 annexin D7 [Sorghum bicolor] 35.46 6.5019 5
XP 008677271.1 uncharagterlzed protein LOC100282819 11.028 71112 5
- isoform X1 [Zea mays]
XP_021307236.1 translin isoform X2 [Sorghum bicolor] 24.05 6.4092 1
XP_002468105.1 oxysterol-binding proteln_-related protein 3A 5197 6.2994 8
[Sorghum bicolor]
NP_001151850.1 uncharacterized pro:s;r;l_]OC100285485 [Zea 26.938 77711 12
NP_001167650.1 DNA-binding protein MNB1B [Zea mays] 17.146 6.5811 6
XP_002437514.1 peroxidase 45 [Sorghum bicolor] 34.212 13.236 1
XP_002443442.1 aspartic protelnaseb?ceoplgr:]thesm-l [Sorghum 46508 6.2784 3
XP_002443655.2 uncharacterized protg:goll_c())r]CSOMSBB [Sorghum 75.085 6.3899 5
XP_002457647.1 pyruvate kinase, cyg?csgllcl)(;,]lsozyme [Sorghum 54 869 10.949 5
XP 002463996 1 uncharacterized protein LO_C8062905 isoform 23.947 6.9719 1
- X1 [Sorghum bicolor]
XP_002464277.1 lysine--tRNA ligase [Sorghum bicolor] 69.212 6.8836 1
XP_021307525.1 serine carboxype%tiléi;soerillke 51 [Sorghum 49 741 11.105 5
XP_021311782.1 uncharacterized protg:goll_(())r]c8085061 [Sorghum 83.846 6.3097 5
XP_002439291.1  bifunctional protein FolD 2 [Sorghum bicolor] 30.746 14.525 13
hydroxycinnamoyltransferase 4 isoform X2
XP_021311553.1 [Sorghum bicolor] 42.868 6.7393 7
NP_001158962.1 O-methyltransferase ZRP4 [Zea mays] 40.542 7.2428 3
XP_002437889.1 uncharacterized protﬁ:zoll_é)r](:8071378 [Sorghum 57 657 6.5267 5
XP 002445752 1 protein MATERNALLY EXPRESSED GENE 21742 10.896 4
- 5 [Sorghum bicolor]
XP_002458773.1 alpha-glucan phosphor_ylase, H isozyme 94538 6.5824 10
[Sorghum bicolor]
XP 002463656.1 methylenetetrahydrof(_)late reductase 1 66.34 23134 4
- [Sorghum bicolor]
uncharacterized abhydrolase domain-containing
XP_008675201.1 orotein DDB._G0269086 [Zea mays] 26.475 13.375 11
XP_021301852.1 isoflavone reductase homolog [Sorghum 34.93 6.5483 3

bicolor]
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APENDICE D - Protinas exclusivas em N e N+Bac em cana-de-aglicar

Tabela 5 — Proteinas exclusivas identificadas na variedade de cana-de-aglcar RB867515
suplementadas com Nitrogénio.

Protein I1Ds Protein Name Mo[ll.(\lsv;ght Score I\gcsn/j\rfts
NP 0011048891 soluble inorganic pyro]phosphatase [Zea 2437 7 4564 24
- mays
XP_008670961.1 40S ribosomal protein S15 [Zea mays] 17.241 6.4882 24
NP_001145906.1 FIP1 [Zea mays] 26.371 9.4555 18
XP 008672899 1 reticulon-4-interacting protein 1 isoform 37073 20.939 17
- ' X1 [Zea mays] ' '
XP_002459385.2 small nuclear ribonucleoprotein- 27501 7.5055 15
- ' associated protein N [Sorghum bicolor] ' '
XP_002458182.1  Uroporphyrinogen decarboxylase 1, 44.429 6.6643 14
- chloroplastic [Sorghum bicolor]
XP 002465765.1 uncharacterized prote?n LOC8082025 25 605 14.083 13
- ' [Sorghum bicolor] ' '
XP_002463507.1 probable hiSt%'?e 'I"Z']“'S [Sorghum 16.173 9.0828 13
- icolor
mitochondrial import receptor subunit
XP_002467937.1 TOMA0-1 [Sorghum bicolor] 36.863 8.503 10
26S proteasome non-ATPase regulatory
XP_021314403.1 subunit 2 homolog A isoform X2 96.948 13.114 9
[Sorghum bicolor]
XP 002456232.1 glycylpeptide N—tetradeqanoyltransferase 49275 28,552 6
- ' 1 [Sorghum bicolor] ' '
XP 002450023.1 ATP-citrate synthase alp_ha chain protein 16.771 13.412 6
- ' 2 [Sorghum bicolor] ' '
XP 002453876.1 leucine aminopeptidasg 2, chloroplastic 56.515 6.8256 6
- ' [Sorghum bicolor] ' '
XP 008667190 1 uncharac_terized protein LOC100193568 9.9264 12141 5
- ' isoform X1 [Zea mays] ' '
NP 043035.1 photosystem | assembly protein Ycf4 21 608 11.844 5
- ' (chloroplast) [Zea mays] ' '
XP 002466214.1 40S ribosomal t[))_rotlein]SZG [Sorghum 14817 11.662 4
- icolor
monodehydroascorbate reductase 5,
XP_021320460.1 mitochondrial isoform X3 [Sorghum 53.146 11.429 4
bicolor]
XP_002456631.1 probable mannose-1-phosphate 39.646 12.188 3
- guanylyltransferase 3 [Sorghum bicolor]
peroxisomal fatty acid beta-oxidation
XP_021311031.1  multifunctional protein MFP2 [Sorghum 79.012 12.135 3
bicolor]
XP 002446674 1 uncharacterized prote!n LOC8058728 60.948 12,125 3
- ' [Sorghum bicolor] ' '
aldo-keto reductase family 4 member
XP_002456633.1 C10 [Sorghum bicolor] 34.496 11.508 3
probable gamma-aminobutyrate
XP_002445207.1  transaminase 3, mitochondrial [Sorghum 55.874 11.41 3
bicolor]
NP 001300723.1 uncharacterized protein LOC100280970 45 157 6.9583 3
- ' precursor [Zea mays] ' '
XP 021317136.1 L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase 65.786 11.889 2

2, mitochondrial [Sorghum bicolor]
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XP_002461700.1

NP_001143083.1
YP_009384645.1
NP_001131453.1

XP_021317106.1
XP_021320695.1

XP_021304989.1

XP_002445989.2
NP_001150033.1
XP_021307883.1

XP_002445613.1
XP_002460824.1
NP_001141925.1
XP_008646039.1
XP_002461661.1

XP_008647616.1
XP_002449257.1
XP_008669094.1

XP_002437339.1
NP_001105894.1
XP_021305784.1

XP_008646114.1

uncharacterized aarF domain-containing
protein kinase At5g05200, chloroplastic
[Sorghum bicolor]
uncharacterized protein LOC100275557
[Zea mays]
ribosomal protein S14 (chloroplast)
[Arthraxon lanceolatus]
uncharacterized protein LOC100192788
[Zea mays]
uncharacterized protein LOC8085629
[Sorghum bicolor]
aminopeptidase M1-B [Sorghum bicolor]
soluble starch synthase 1,
chloroplastic/amyloplastic [Sorghum
bicolor]
dicarboxylate transporter 2.1,
chloroplastic [Sorghum bicolor]
prefoldin subunit 3 [Zea mays]
glucan endo-1,3-beta-glucosidase 3-like
[Sorghum bicolor]
activator of 90 kDa heat shock protein
ATPase homolog 1 [Sorghum bicolor]
probable histone H2A.2 [Sorghum
bicolor]
uncharacterized protein LOC100274074
[Zea mays]
tripeptidyl-peptidase 2 isoform X2 [Zea
mays]
uncharacterized protein LOC8063690
[Sorghum bicolor]
uncharacterized protein LOC100274559
isoform X1 [Zea mays]
chitinase 2 [Sorghum bicolor]
uncharacterized protein LOC100191638
isoform X1 [Zea mays]

ER membrane protein complex subunit 7
homolog [Sorghum bicolor]
luminal-binding protein 3 precursor [Zea
mays]
uncharacterized protein LOC110431244
isoform X2 [Sorghum bicolor]
protein NRT1/ PTR FAMILY 8.3 [Zea
mays]

61.76

64.816

12.011

33.815

45.55
98.364

71.08

55.562
20.964
59.193

39.287

13.949

49.797

143.21

32.325

40.734
31.095
35.274

2251

73.156

70.812

62.58

10.89

10.717

7.6808

7.4731

7.1745
6.3671

6.3367

6.3338
10.686
8.5823

7.768

7.6555

7.5009

7.4566

7.0696

7.0694
6.5162
6.4875

6.4392

6.413

6.2928

10.902
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Tabela 6 — Proteinas exclusivas identificadas na variedade de cana-de-agucar RB867515
suplementadas com Nitrogénio e inoculadas com Bacteria Stenotrophomonas sp.

Protein IDs Protein Name Mol. weight Score MS/MS
[kDa] count
2-carboxy-D-arabinitol-1-phosphatase
XP_002448996.1 [Sorghum bicolor] 54.711 7.013 2
XP_002447235.1 6,7-d|methyl—8—_r|b|tylIumazm_e synthase, 29 97 18.099 9
chloroplastic [Sorghum bicolor]
XP_002454448.1  acetylornithine deacetylase [Sorghum bicolor] 49.186 11.866 10
XP_021301723.1 achilleol B synthat)sicl)slc(;l;;)rm X7 [Sorghum 73.087 70537 3
XP_002463796.1 ac“”'depo'ymerézi'crc‘)?;gcmr 2 [Sorghum 16.818 8.9338 25
XP 002453729 1 cinnamoyl-CoA reductase 1 [Sorghum 36.694 6.606 5
- ' bicolor] ' )
XP_008662007.1 electron t_ransfer flavoprotein beta-subunit 16.413 12,632 5
isoform X1 [Zea mays]
NP_001183775.1 evolutionarily conserved C-terminal region 5 50.19 6.6342 2
precursor [Zea mays]
NP 0011408372 fructose—bls_phosphate aldolase cytoplasmic 38.459 12513 3
- isozyme [Zea mays]
NP_001105572.1  glycine-rich RNA binding protein [Zea mays] 14.728 10.473 53
XP 021302002.1 heat shock protein 90—_6, mitochondrial 90.609 11.704 1
- [Sorghum bicolor]
hypersensitive-induced response protein-like
XP_021302826.1 protein 1 isoform X1 [Sorghum bicolor] 31.505 12161 >
XP_008669573.1 importin subunit alpha-1b [Zea mays] 10.614 8.2731 8
leucine-rich repeat receptor-like
XP_021309564.1 serine/threonine-protein kinase At1g17230 120.03 7.438 0
[Sorghum bicolor]
NP_001150108.1 OB-fold nucleic acid binding domain 18.077 6.3664 6
- containing protein [Zea mays]
XP 021319896 1 probable adenylate kinase 5, chloroplastic 55093 6.8152 4
- ' isoform X7 [Sorghum bicolor] ' '
XP 021305594 1 probable alpha-glucosidase Os06g0675700 101 19.388 8
- ' [Sorghum bicolor] '
XP_002453042.1 probable vo_Itage—gated potasm_um channel 36.461 12361 14
subunit beta [Sorghum bicolor]
XP 021320920 1 proline--tRNA ligase, cytqplasmlc isoform X2 50.293 6.4952 1
- [Sorghum bicolor]
NP_001132561.1 putative translfatlon elo_ngatlon/mltlatlon factor 48.403 6.2967 1
family protein [Zea mays]
NP_001148149.1 retinoid-inducible serine carboxypeptidase 50 052 12296 16
precursor [Zea mays]
NP_001147034.1 ribose-phosphate p)r{r:g)r;&r}l]osphoklnase 4 [Zea 36.165 70058 9
YP_899409.1 ribosomal protein i?cgiglra)roplast) [Sorghum 93.462 6.7351 19
XP 002455783.1 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 6 5352 6.7786 4
- ' [Sorghum bicolor] ' '
NP_001141566.1 uncharacterized LOC100273682 [Zea mays] 53.864 19.193 10
NP_001141220.1 uncharacterized proﬁgr;;OClOOZ?BSO? [Zea 48,658 10.792 1
XP 008675758.1 uncharac_terlzed protein LOC100281949 44,105 8.2503 20
- isoform X1 [Zea mays]
XP_008658604.1 uncharacterized protein LOC100282489 72.303 8.4 2
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NP_001149389.1
XP_008655336.1

XP_002460208.1

isoform X3 [Zea mays]

uncharacterized protein LOC100283015 [Zea
mays]
uncharacterized protein LOC100384654
isoform X1 [Zea mays]
uncharacterized protein LOC8060246
[Sorghum bicolor]

48.111

48.421

39.733

12.037

6.7139

7.7863



