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RESUMO

De extrema importancia para a agricultura, a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN)
reduz o uso de adubos nitrogenados, pela associagdo com bactérias capazes de quebrar a
tripla ligagdo que une os dois atomos de nitrogénio atmosférico (N»), transformando-o em
amoénia, que ¢ assimilavel pelas plantas. Conhecidas como diazotroficas, essas bactérias
podem estar localizadas na regido rizosférica ou dentro dos tecidos das raizes, colmos e
folhas das plantas (bactérias endofiticas). Os rizobios sdo bactérias conhecidas por infectar
raizes de leguminosas, formando nédulos onde fixam o N atmosférico de maneira mais
eficiente que as bactérias que colonizam as gramineas. O objetivo deste trabalho foi avaliar

aspectos biométricos da cana inoculada com rizobios em casa de vegetacao.

1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) ¢ uma Poacea origindria do continente asiatico.
Gramineas de sistema fotossintético C4 evoluiram primariamente nos tropicos e se adaptaram
a elevadas intensidades luminosas e altas temperaturas. A cana ¢ hoje considerada uma planta
de uso multiplo, pois permite a producdo de matérias primas nao sé para a producdo de
acucar como também de alcool anidro e hidratado, bagacgo para geracdo de energia, plasticos
biodegradaveis, etc. Pelo seu alto valor agregado, movimenta industrias cada vez mais
eficientes no uso de energia e tecnologias, além de gerar subprodutos que podem ser
utilizados na fertilizacdo de suas areas agricolas, tais como a torta de filtro e a vinhaca.
Atualmente, a produtividade média da cultura da cana-de-agucar no Brasil estd por volta de
73,15 toneladas de colmos frescos por hectare e a adicdo média de fertilizantes nitrogenados
¢ de 60 kg de nitrogénio por hectare (CONAB, 2021).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) reduz o uso de adubos nitrogenados, pela
associacdo com bactérias capazes de quebrar a tripla ligagdo que une os dois atomos de
nitrogénio atmosférico (Nz), transformando-o em amonia, que € assimilavel pelas plantas.
Conhecidas como diazotroficas, essas bactérias podem estar localizadas na regido rizosférica
ou dentro dos tecidos das raizes, colmos e folhas das plantas (bactérias endofiticas)

(THAWEENUT et al., 2011; FISCHER et al., 2012).



Nos ultimos anos, estudos sugeriram que bactérias, principalmente dos géneros
Rhizobium e Bradyrhizobium (coletivamente chamados de (brady)rizébios nesta proposta),
poderiam ser responsaveis por uma parte importante da FBN associada a cana-de-agucar,
embora membros do género Bradyrhizobium nunca tinham sido isolados desta cultura
(ANDO et al. 2005; THAWEENUT et al., 2011; BURBANO et al., 2011; FISCHER et al.,
2012). Um estudo mais recente avaliou o microbioma bacteriano e fungico associado a
plantas de cana-de-agucar no Brasil e confirmou que a ordem Rhizobiales (que engloba os
géneros Bradyrhizobium e Rhizobium) representa uma parte considerdvel da populacao
microbiana associada a cultura (SOUZA et al., 2016).

Os resultados obtidos até o momento sugerem que (brady)rizébios e outras bactérias
ndo nodulantes filogeneticamente relacionadas com eles representam um grupo de micro-
organismos com potencial para ser melhor estudado no sentido da sua aplicacao para culturas
da familia Poaceae, como a cana-de-acticar. Com base nisso, estratégias novas de cultivo para
isolamento de (brady)rizébios de cana-de-agucar foram aplicadas, o que culminou na
obtencdo de uma colegdo diversa de isolados de Bradyrhizobium e Rhizobium de raizes de
cana-de-acgucar cultivada na area experimental da Embrapa Agrobiologia (ROUWS et al.
2014).

Para que se possa obter uma alta produtividade de cana no campo ¢ necessario um alto
volume de mudas e um aumento no uso de maquinas para plantio, manejo e colheita. Na
mesma propor¢ao que isso se intensifica no campo, a ocorréncia de falhas se torna mais
frequente, aumentando o risco de difusdo de pragas e doengas e potencializando a competi¢ao
por agua e nutrientes em areas comerciais (LANDELL et al. 2012). Para que o setor se
mantenha produtivo, ¢ necessario inovar e buscar alternativas que aumentem a produtividade
e a longevidade dos canaviais, porém que reduza os custos. A partir destas necessidades
surgiu um novo sistema de produ¢do de mudas prébrotadas (MPB) de cana-de-agucar,
desenvolvido pelo Instituto Agrondomico de Campinas (IAC), que consiste em brotar mini-
toletes com gemas, extraidos de colmos-semente, provenientes de viveiros base com plantas
de 6 a 10 meses de idade. Segundo LANDELL et al. (2013), MPB de cana-de-agticar ¢ um
sistema de multiplicagdo que contribuira para a rdpida producdo de mudas, associando
elevado padrdo de fitossanidade, vigor e uniformidade de plantio. Esse sistema melhora a
uniformidade nas linhas de plantio e, consequentemente, a reducdo de falhas, por conta da

padronizacao das mudas em viveiros comerciais.



2. OBJETIVOS

GERAL

Estudar populagdes de rizobios em raizes de cana-de-agtcar cultivada em consércio

com leguminosas, por meio de isolamento utilizando leguminosas como planta isca.

ESPECIFICOS

Isolar rizobios de raiz de cana, por meio do uso de plantas iscas;
Avaliar a capacidade de rizobios de promover o crescimento de mudas de cana-de-
acucar obtidas por meio da utilizacdo de mudas pré-brotadas (MPB).

3. METODOLOGIA

Coleta de cana-de-acucar cultivada em consorcio com leguminosas

Amostragens de tecido vegetal foram realizadas em regido produtora de cana-de-
acucar na Estacdo Experimental de Cana-de-agicar do Carpina (EECAC), localizada no
municipio de Carpina, regido da Mata Norte de Pernambuco. O clima de acordo com a
classificagdo de Koppen ¢ do tipo “As” (tropical com estacdo seca de verdo). A cana de
variedade RB 92579 foi cultivada em um sistema de consércio com leguminosas de graos e
utilizando como sementes rebolos com trés gemas. O experimento foi conduzido em esquema
fatorial 4x2, utilizando um delineamento em blocos casualizados com quatro repeti¢des. O
primeiro fator correspondeu aos tratamentos de plantio da cana-de-agticar apds o cultivo de 3
espécies de leguminosas (feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., variedade IPA 207,
amendoim, Arachis hypogaea L., variedade BR1 e soja, Glycine max (L.) Merr., variedade
Monsoy 8349 mais um controle sem cultivo prévio de leguminosa. O segundo fator
corresponde a adubagdo nitrogenada, sendo um com N (adubagao padrao) e outro sem N. A
parcela experimental corresponde a uma éarea de 60 m? com 6 m de largura e 10 m de

comprimento, sendo a area util delimitada excluindo 1 m de cada extremidade da parcela. O



espacamento adotado para o cultivo da cana foi de 1 m entre fileiras e as leguminosas foram

semeadas utilizando os espacamentos recomendados para cada cultura.

O corte definitivo das leguminosas foi feito ao fim do ciclo de cada espécie (feijao
caupi: 50-55 dias; amendoim: 90-100 dias e soja: 120 dias ap6s o plantio), sendo a palhada
deixada sobre o solo e os graos retirados. Foram coletadas raizes brancas nao-lignificadas (ou
shoot-roots, (SMITH et al., 2005) de plantas de cana-de-actcar jovens (5 a 6 meses) da
variedade RB 92579. Foram coletadas as raizes de 3 plantas para compor a amostra composta

de cada parcela.

Pedacgos de raiz ndo danificados foram cuidadosamente lavados com agua corrente
para remover todo o solo aderente e depois desinfestados superficialmente por imersdo
sequencial em etanol a 70% por 30s, seguido de incubag@o em agua sanitaria comercial ndo
diluida (2,5% de hipoclorito) sob agitagdo suave por oito minutos. Depois as raizes foram

lavadas seis vezes com agua estéril.

Extratos de raiz foram obtidos pela maceragdo de raizes em pistilo e gral estéreis de
uma amostra 1g de massa com um volume de solugdo salina (0,85% NaCl) de 5 ml. Apos a
maceragdo, foram realizados os isolamentos usando feijao caupi, amendoim e soja como

planta isca.

£ 1"
Figura 01: Coleta (A) ¢ maceracdo (B) das raizes de cana-de-agucar

Antes da semeadura, as sementes foram desinfestadas superficialmente por imersao
em etanol (70%) por 30s e depois usando solug¢do de hipoclorito (2,5%) por 3 min. Plantulas
de leguminosas sem contaminagdo aparente foram transferidas para tubos de 50 ml com
solucao de Norris agarizada (25 mL/tubo) inclinada e inoculadas com aliquotas de 1 ml da

suspensao de raiz de cana-de-aglicar. Os controles negativos receberam solugdo salina estéril



e o positivo foi inoculado com uma suspensdo de uma estirpe reconhecidamente eficaz para a
nodulagdo de cada leguminosa. As plantas foram cultivadas em temperatura ambiente com 12

horas de luz natural por dia e apds 35 dias foi analisada a nodulagao.

Os noddulos foram coletados e desinfestados superficialmente por imersdo em etanol
(70%) por 2 min, seguido de tratamento com solu¢ao de hipoclorito (2,5%) por trés minutos.
Apoés lavagem rigorosa com agua estéril, os nodulos foram esmagados em placas e a
suspensdo obtida espalhada em placas de petri com meio YMA (vermelho congo) e entdo
incubadas a 28 ° C. Nodulos obtidos durante o processo foram transferidos e incubados por
um periodo de 10 dias para placas de Petri contendo meio YMA com azul de bromotimol

como indicador de Ph, sendo o aparecimento de colonias monitorado diariamente.

Figura 2: Desinfesta¢do de nodulos (A) e Isolamento de colonias em placas de Petri (B)

Todos os isolados obtidos foram autenticados para confirmagdo da nodulacdo. Foi

feita uma diluicdo seriada dos isolados, para garantia de culturas puras de rizobios.

Montagem de experimento em casa de vegetacdo

Foi montado um experimento em casa de vegetagdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, utilizando em tubetes de 180 cm3, preenchidos com substrato inerte
autoclavado (areia e vermiculita na propor¢do de 2:1). As mudas de cana-de-agticar foram
obtidas pelo sistema de multiplicacdo de mudas pré-brotadas (MPB), sugerido por Landell et
al. (2012). Minirrebolos, extraidos por guilhotina em tamanhos semelhantes para garantir
uma melhor padronizag¢do das mudas serdo acondicionados em caixas de brotacao contendo o
mesmo substrato inerte autoclavado e colocados em casa de vegetagdo por,

aproximadamente, 15 dias.



Figura 3: Montagem de mini rebolos em caixa de brota¢@o (A); mudas de cana com 17 dias (B)

O experimento teve delineamento de blocos ao acaso, com quatro repeticdoes e 22
tratamentos (inoculagdo com 20 isolados de rizobios provenientes da raiz de cana-de-aglcar
cultivada em consdrcio com feijdo-caupi, e dois tratamentos controle sem inoculagdo, sendo
um com adi¢do de N mineral e outro um controle absoluto sem N). Como inoculante serdo
utilizadas culturas monoxénicas dos isolados, em meio liquido YM. A inoculagdo sera feita
no momento da montagem do experimento nos tubetes, adicionando 2 ml do inoculante em
cada muda, e repetida apds uma semana. A adubacdo nitrogenada serd feita com uréia na

dose recomendada para a cana de agicar no momento da primeira inoculagao.

Figura 4: Experimento em casa de vegetagdo apds montagem



Cada parcela serd composta por 2 tubetes, que serdo mantidos na estufa por 30 dias. O
experimento serd conduzido sob irrigagdo, mantendo 80% da capacidade de campo com a
utilizacdo de dgua autoclavada e solug@o nutritiva de Norris. Ao fim do experimento, foram
medidos didmetro, peso seco da parte area e peso seco da raiz. O diametro foi medido na base
proximo ao rebolo, com a utilizagdo de paquimetro digital (cm); para a determinagdo da
biomassa, as amostras foram secas em estufa de circulagdo forgada a uma temperatura de 65

°C até atingirem peso constante.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a utilizagdo de feijao-caupi como planta isca, foram obtidos ndodulos nos
tratamentos. Nao foram obtidos nddulos com a utilizagdo do amendoim, nem com a soja,
mostrando que ele provavelmente nao forma ndédulos no meio agarizado ou nao forma
simbiose com bactérias que ocupam as raizes da cana-de-agtcar.

Ao todo foram obtidos 48 isolados, que apds processo de autenticacdo foram
confirmados 17 como sendo rizébios, pois foram positivos na autenticagdo formando nddulos
novamente no feijdo-caupi. Apds realizacdo da diluicdo seriada desses 17 isolados
autenticados, observamos em 3 placas (nos tratamentos 12, 13 e 16) o crescimento de duas
colonias distintas, foram entdo considerados isolados A (menor) e B (maior coldnia),

totalizando assim 20 isolados.

Figura 5: Sistema radicular (A) e plantas em casa de vegetacdo (B) no momento da coleta

Aos 30 dias apos a inoculagdo, as plantas apresentaram didmetro variando entre

5,11cm e 6,75cm, ndo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 01).



A utilizagdo do fertilizante nitrogenado apresentou média de 5,53 enquanto o controle teve
média superior com 6,11 cm de didmetro. Em relagdo ao peso seco da parte aérea, também

ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos variando entre 0,61 e 1,01 g.

Tabela 01: Didmetro (DI), Peso Seco da Parte Aérea (PSPA), Peso Seco da Raiz (PSRA) e Peso Seco
do Rebolo (PSRE)

TRATAMENTO DI (cm) PSPA (g) PSRA (g) PSRE (g)
1 545a 0.778750 a 2,09 ab 3,33
2 549a 0.963750 a 1,17 ab 3,39
3 5.547500 a 0.778750 a 0.96 ab 3,48
4 5.558571 a 0.803750 a 1.29 ab 3,24
5 5.796250 a 0.875000 a 1.54 ab 3,57
6 5.346250 a 0.955714 a 1.44 ab 3,21
7 5.925714 a 0.687500 a 1.25 ab 3,77
8 6.486250 a 0.973750 a 1.03 ab 3,89
9 5.981667 a 0.898750 a 0.98 ab 3,51
10 6.735000 a 0.771250 a 1.58 ab 3,12
11 5.760000 a 0.761250 a 0.88 b 3,63

12A 6.410000 a 0.930000 a 1.76 ab 3,62
12B 6.041429 a 0.884286 a 1.88 ab 3,43
13A 527a 0.700000 a 0.64 b 33
13B 550a 0.750000 a 1.10 ab 3,27
14 6.35a 1.016250 a 1.82 ab 3,07
15 511a 0.695714 a 2.01 ab 3,11
16A 6.60 a 0.910000 a 1.30 ab 3,14
16B 552a 0.643750 a 1.11 ab 3,14
17 6.05a 0.616250 a 1.28 ab 2,92
N 553a 0.967500 a 240a 2,96
CONTROLE 6.11a 0.858571 a 1.94 ab 2,87

*Letras minusculas comparam médias na mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Em relag¢do ao peso seco da raiz as médias variaram entre 0,64g e 2,40g. O controle
apresentou média de 1,94g nao diferindo do controle nitrogenado (2,40g) e nem dos demais
tratamentos com os isolados. A menor média foi do isolado 13A, com 0,64g e diferindo

estatisticamente do tratamento nitrogenado.

J& era esperado que o controle nitrogenado apresentasse maior incremento a cultura,
porém ndo se esperava que o controle absoluto (sem adicdo de N fertilizante nem de

inoculante) fosse uma das maiores médias, entdo pensamos que poderia haver correlacdo



entre o peso seco rebolo e o peso seco da raiz, ja que um maior rebolo poderia fornecer mais

nutrientes € assim contribuir mais para o crescimento da planta.

Realizamos entdo a correlagdo de Pearson, para avaliar se ha alguma relacdo entre o
tamanho dos rebolos e a raiz; o tamanho dos rebolos e a parte aérea e entre o peso da raiz e o
peso da parte aérea. Todos os coeficientes de correlagio de Pearson (r) das variaveis
analisadas apresentaram valores tendendo a zero, mostrando que nao ha relagdo entre as

variaveis (Tabela 2).

Tabela 2: Coeficiente de Correlagdo de Pearson (r)

P. AEREA RAIZ

REBOLO 0,12 -0,33
P. AEREA - 0,27

Dessa forma os resultados obtidos com o presente trabalho indicam que o tempo de
30 dias de avaliag@o das variaveis para a cultura da cana ¢ curto ja que nos primeiros dias
apds o plantio, o suprimento de dgua e nutrientes ¢ fornecido pelo préoprio rebolo e pelas
raizes ai originadas (BARNES, 1964), entdo ndo pudemos avaliar o efeito dos tratamentos

aplicados.

No preparo das mudas pré-brotadas, os rebolos foram padronizados em relagdo ao
tamanho, mas ndo em relacao ao local de coleta na planta (ter¢o superior, médio ou inferior).
A parte mais jovem da cana (terg¢o superior) tem gemas de melhor qualidade que impacta na
germinagdo e desenvolvimento das mudas, por serem mais ativas metabolicamente. Indo
mais pra base da planta (ter¢o inferior) as gemas podem estar mais senescentes possuindo
menor vigor (ARNT, et AL., 2017). Assim, o desenvolvimento das plantas neste trabalho em
casa de vegetagdo estd relacionado mais com essas caracteristicas da muda utilizada (local de
origem da gema) e o curto tempo de avaliagdo ndo permitiu que o efeito da inoculagdo com

os rizobios fosse observado.
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Isolamento de bactérias do nodulo X

Purificagdo dos isolados X

Obtengdo de mudas pré-brotadas X

Montagem do experimento de MPB X

Coleta ¢ obten¢ao dos dados X

Anéalise estatistica dos dados X | X

Entrega do relatorio final X

6. CONSIDERACOES FINAIS

e Raizes de cana-de-agticar, quando em consorcio com o feijdo-caupi, abrigam
populagdes de rizobios capazes de nodular esta leguminosa.
e A cana de acucar necessita de tempo de avaliacdo superior a 30 dias para que

possamos identificar o efeito dos inoculantes bacterianos.
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