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RESUMO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma cultura de grande importancia econdmica no
Brasil, sendo considerada uma das melhores opcBes dentre as fontes de energia renovaveis.
Por ser uma Poacea com alta producdo de biomassa, precisa de altas doses de adubos
nitrogenados para o seu desenvolvimento, o que aumenta de forma significativa o custo de
producdo. Porém, existem bactérias capazes de fixar o nitrogénio da atmosfera, e quando
associadas com as Poaceas promovem o desenvolvimento vegetal, reduzindo a necessidade de
adubos, incluindo os nitrogenados. Entretanto, a capacidade dessas bactérias em promover
esses efeitos é dependente da interacdo planta-bactéria, uma vez que o genotipo vegetal tem
grande influéncia no sucesso da associacdo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
estudar a resposta de diferentes familias de cana-de-aglcar e clones selecionados a partir
dessas familias, quanto a resposta a inoculacdo com bactérias promotoras do crescimento
vegetal (PGPB) e fixadoras de nitrogénio, servindo como subsidios a futuros trabalhos de
selecdo e melhoramento genético de cana-de-acUcar visando a melhor associagdo com esse
tipo de microrganismo. Foram utilizadas 54 familias da série 2008 em um experimento
instalado em 2009 (Experimentol); e 27 familias da série 2009 em um experimento realizado
em 2010 (cana-planta) e 2011 (cana-soca) (Experimento 2). Vinte clones provenientes das 54
familias da série 2008 foram selecionados e levados para a proxima fase de selecdo, nos anos
de 2011 e 2012 (Experimento 3). Plantas provenientes da série 2008 e clones selecionados a
partir destas plantas foram tratados com inoculantes a base de estirpes de Azospirillum
brasilense (Experimentos 1 e 3), enquanto familias provenientes da série 2009 foram tratadas
com inoculante a base de A. brasilense ou por um mix constituido por cinco espécies de
PGPB (Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, Azospirillum amazonense CBAMC,
Burkholderia tropica Ppe8, Herbaspirillum rubrisubalbicans HCc103 e Herbaspirillum
seropedicae HRC54) (Experimento 2). Para analise dos Experimentos 1 e 2 utilizaram-se
caracteres biométricos (numero de colmos, estatura, didmetro do colmo e brix) e para o
Experimento 3, além dos caracteres biométricos, foram usados caracteres tecnoldgicos (pol,
pureza, fibra, ATR, AR), analise do teor de nitrogénio e populacdo de bactérias presente nas
raizes e rizomas. Em plantas provenientes de sementes (Experimentos 1 e 2) verificou-se
resposta positiva e significativa na interacdo familia-bactéria para o caractere brix e diametro
de colmo. Também foi verificada a resposta dos tratamentos para estatura, diametro do colmo
e brix, bem como resposta significativa do gendtipo vegetal para todos os caracteres avaliados
em cana-planta e soca. No Experimento 3 houve resposta diferenciada entre os clones,
dependendo do tratamento e gendtipo, sendo que o ranking dos melhores clones também foi
alterado dependendo do caractere avaliado. O mesmo resultado foi verificado para a analise
tecnoldgica e de nitrogénio. Observou-se a presenca de bactérias durante todo o ciclo da
cultura (Experimento 3) em todos os tratamentos avaliados, ndo havendo diferenca
significativa entre a populacdo, tanto para as diferentes épocas de coleta quanto para os
diferentes tratamentos. O caractere brix mostrou ser importante na avaliacdo da interacéo
familia-bactéria em cana-de-acucar e, a inoculagdo uma boa ferramenta no auxilio a selecéo
na fase inicial do programa de melhoramento de cana-de-agucar. Recomenda-se a
continuidade de estudos em diferentes etapas do programa de melhoramento genético de cana-
de-acucar.

Palavras-chave: PGPB, FBN, interacdo planta-bactéria, familias de cana-de-agUcar,
Saccharum spp.



Sugarcane breeding aiming response to association with plant growth promoting
bacteria

ABSTRACT

Sugarcane is a crop that has big economic value in Brazil, it’s one of the best fonts of
renewable energy. Because it is a Poacea with a high biomass production this crop needs high
doses of nitrogen fertilizers for its development, which increase significantly the cost
production. However there are bacteria capable to fix nitrogen, when associated with the
graminaceous plants, promoting the plant growth and reducing the necessity of the nitrogen
fertilization. Nevertheless the capacity of the bacteria to fix nitrogen and promote the plant
growth is dependent on the plant bacteria interaction, once the vegetal genotype has a big
influence on the success of the association. Thus this work had the aim to study the response
of different sugarcane families and clones selected from these families to inoculation with
Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB) and nitrogen fixing bacteria, providing
informations to the future work of sugarcane breeding and selection for better association with
this type of microrganism. Seeds of 54 sugarcane families of the 2008 serie’s were used in an
experiment installed in 2009 (Experiment 1) and 27 families of the 2009 series used in an
experiment conducted in 2010 (plant) and 2011 (first ratoon) (Experiment 2). 20 clones
derived from those 54 initial families were selected from the 2008 series and led to a new
phase of evaluation in 2011 and 2012 (Experiment 3). Plants from 2008 series were treated
with the inoculants prepared with different Azospirillum brasilense strains (Experiments 1 and
3), while clones from the 2009 series were treated with one A. brasilense inoculant or a mix
composed of five species of PGPB (Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, Azospirillum
amazonense CBAmMC, Burkholderia tropica Ppe8, Herbaspirillum rubrisubalbicans HCc103
and Herbaspirillum seropedicae HRC54) (Experiment 2). Biometric characters (number of
stems, plant stature, diameter of the stem and brix) were used for statistical analysis of
Experiments 1 and 2. For the Experiment 3 beyond the biometrical analyses, technological
properties (pol, purity, fiber, ATR, AR), analysis of nitrogen content and bacterial population
present on roots and rhizomes were used. Plants originated from seeds (experiments 1 and 2)
presented a positive and significant response for family-bacteria interaction for the character
brix and stem diameter. Significant values were observed to treatment effect for average
height, stem diameter and brix. Significant values were observed for the genotype effect for
all characters and in both evaluations. On Experiment 2 the response was different among the
clones depending on the genotype and treatment. The ranking of best clones were changed
depending on the treatment and the character evaluated. The same result was observed for the
analysis of nitrogen and technology analyses. The presence of bacteria was detected
throughout the crop cycle (Experiment 3) in all treatments, with no significant difference in
the population, for the different periods of collection and different treatments. The character
brix proved to be important in the evaluation of interaction in sugarcane families and the
inoculation show to be a good tool to aid the selection at this stage. It is recommended to
continue these studies with this goal in other phases of selection.

Key-word: PGPB, FBN, plant-bacteria interaction, sugarcane families, Saccharum spp.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma das mais importantes espécies cultivadas
comercialmente nos trépicos e subtrdpicos, e atualmente uma das melhores opc¢des dentre as
fontes de energia renovaveis (BONNETI et al., 2004; MANNERS et al., 2004). No Brasil,
possui elevada importancia econdémica e ambiental (MATSUOKA et al., 2005), ocupando
uma area de 8.527 mil hectares e uma producdo de 596.629 mil toneladas, segundo dados da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) para a safra, 2012/2013 (CONAB, 2012).

Atualmente o mercado da cana-de-acUcar apresenta-se em expansdo devido,
principalmente, ao aumento do consumo de etanol, como forma de combustivel em
substituicdo a gasolina, sendo possivel acrescentar a este fato, a maior preocupagdo com o
meio ambiente e a reducdo das reservas mundiais de petréleo. A necessidade de suprir essa
demanda crescente do mercado torna necessaria a busca por melhores variedades de cana-de-
acucar, com maior produtividade, reduzindo custos e mao-de-obra entre outras caracteristicas.

A cana-de-acucar é uma cultura propagada vegetativamente através de colmos e
produz uma grande quantidade de biomassa, o que demanda uma grande aplicacdo de
nutrientes, principalmente nitrogénio.

Corroborando com essa informagéo, Fuentes-Ramirez et al. (1999) mencionam que,
na eépoca em que realizaram seu estudo, na maioria dos paises onde a cana-de-agucar €
cultivada, uma pratica agricola comum € a aplicacdo de 250 kg de N por hectare ou mais, 0
que significa um alto custo para a sua produgdo. O custo com os adubos nitrogenados ficou
ainda maior com a atual crise do petroleo, pois esse é utilizado como matéria prima para a
producdo de adubos nitrogenados. Nesse sentido, alternativas com o objetivo de reduzir o uso
de adubos nitrogenados sdo necessarias.

De acordo com 0s mesmos autores, no Brasil, os produtores tém usado quantidades
inadequadas de fertilizantes, sendo insuficientes para repor as perdas ocorridas pela colheita
(exportacdo de nutrientes), sugerindo que a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) tem
contribuido para a nutrigdo dessas plantas. Estudos recentes mostram que na cultura da cana-
de-aglcar encontram-se, frequentemente, bactérias diazotroficas associativas dos géneros

Azospirillum, Beijerinckia, Herbaspirillum, Burkholderia e Gluconacetobacter e, diferentes
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pesquisas demonstraram a eficiéncia dessas bactérias em promover a FBN nessas plantas
(BALDANI e BALDANI, 2005).

Estima-se que, em algumas variedades de cana-de-agucar, a contribuicdo da FBN
promovida por essas bactérias pode chegar a até 70% do total de nitrogénio na planta
(MUNOS-ROJAS e CABALLERO-MELLADO, 2003). Outra vantagem é que além de fixar
0 nitrogénio da atmosfera, estas bactérias podem produzir substancias promotoras de
crescimento, giberilina e auxina, que favorecem o desenvolvimento da planta e
consequentemente aumentam a sua produtividade (MARIN et al., 1999; NOGUEIRA et al.,
2001).

Entretanto, essas bactérias sdo associativas, ou seja, vivem no interior dos tecidos
vegetais, nos espacos intercelulares, proximas as raizes e no solo, ndo formando uma estrutura
especifica na planta, como é o caso do Rizhobium. Dessa forma a eficiéncia dessas bactérias
em fixar o nitrogénio é reduzida, uma vez que a maior concentracdo de oxigénio nesses
ambientes reduz a eficiéncia da enzima nitrogenase.

Diferentes trabalhos mostram que o efeito de bactérias associativas é dependente do
genotipo da planta, da espécie e estirpe da bactéria, da presenca de outros microrganismos e
das condi¢bes ambientais (BALDANI e BALDANI, 2005) e que o aumento da interacao
planta-bactéria pode aumentar a FBN. Varios autores tém reportado a importancia do genotipo
vegetal nessa associacdo com cana-de-agucar e também com outras espécies nao leguminosas,
como milho (MENDONCA et al., 2006; LOPES et al., 2008), trigo (SALA et al., 2007) e
arroz (LADHA et al., 1987).

Reis Junior et al. (2000) quantificaram a presenca de varias espécies e estirpes de
bactérias endofiticas em quatro cultivares micropropagadas de cana-de-acUcar e verificaram
que as mesmas apresentavam respostas distintas a inoculacdo com bactérias diazotroficas.
Esses autores ndo verificaram grande variacdo na populacdo de bactérias nos tecidos das
cultivares testadas, levando a hipotese de que a diferenca na FBN poderia ter sido devido ao
efeito do gendtipo da cana-de-agucar.

Mufios-Rojas e Caballero-Mellado (2003) tambem encontraram respostas diferentes
na porcentagem de nitrogénio fixado quando avaliaram trés cultivares de cana-de-agUcar
(MEX 57-473, MY 55-14 e CP 72-2086) inoculadas com diferentes estirpes de
Gluconacetobacter diazotrophicus, atribuindo esta variacdo a interacdo planta-bactéria.
Oliveira et al. (2006) comparando a resposta de duas cultivares de cana-de-agucar (SP70-1143
e SP81-3250) a inoculacdo com diferentes espécies de bactérias diazotréficas, tambeém

encontraram grande influéncia do genotipo vegetal na resposta a inoculagéo.
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Uma das explicacbes para estes resultados é a interacdo entre planta-bactéria que
promoveria maior fixacdo de nitrogénio e promocdo do crescimento vegetal, quando
determinada estirpe de bactéria fosse combinada com determinada variedade “responsiva”.

Outro exemplo dessa delicada interacdo na cana-de-aglcar é com a espécie de
bactéria Herbaspirillum rubrisubalbicans, que provoca a doengca chamada de estria
mosqueada, apenas em cultivares suscetiveis, como a B4362. Em outras cultivares, embora
haja a infecgdo dos tecidos pela bactéria, ndo se verificam os sintomas caracteristicos da
doenca (BALDANI et al., 1997).

No entanto, os trabalhos visando desenvolver metodologias para a inoculacdo de
bactérias diazotréficas em cana-de-agUcar tém dado maior énfase na selecdo e utilizacdo de
diferentes espécies e estirpes de bactéria, sem trabalhar na selecdo de gendtipos mais
responsivos a inoculagao.

Em soja, a selecdo de gendtipos mais responsivos a inoculacdo com bactérias
fixadoras de nitrogénio é uma das responsaveis pela atual reducdo no uso de adubos
nitrogenados nessa cultura. Hungria et al. (1994) mencionam que o0 uso de gendtipos de soja
melhorados, associados a inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio do género
Bradyrhizobium, foram responsaveis por uma economia de cerca de 1 bilhdo de dolares por
ano ao pais, de acordo com dados coletados na época em que foi realizado o estudo. Essa
economia s6 foi possivel gracas ao programa de selecdo e melhoramento da soja no Brasil,
que levou em consideracdo a capacidade da planta em fixar nitrogénio, permitindo que a soja
seja cultivada apenas com o uso de inoculante, sem a suplementacdo com fertilizante
nitrogenado.

A cana-de-acgUcar € uma espécie de propagacdo vegetativa, poliploide e altamente
heterozigota. O melhoramento genético da cana-de-agUcar baseia-se na selecdo e clonagem de
genotipos superiores de populagbes segregantes, obtidas por meio de cruzamentos sexuais
entre individuos diferentes (MATSUOKA et al., 2005).

Os programas de melhoramento de cana-de-agucar visam a obtencdo de gendtipos
altamente produtivos, resistentes a doencas e com boa adaptabilidade a diferentes ambientes.
O processo para a obtengdo de novas cultivares é longo e caro, constituido por varias etapas,
onde em cada uma delas procura-se identificar clones promissores. Uma grande quantidade de
individuos é descartada a cada etapa, sendo que apenas uma pequena porcentagem de clones
chega até as etapas finais. Geralmente o tempo gasto entre a realizagdo do cruzamento e a
liberacdo comercial das variedades varia de acordo com o programa de melhoramento
genético, mas esse tempo € em média de 12 a 15 anos (LANDELL et al., 1999; CALIJA et al.,
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2001; KIMBENG e COX, 2003).

Embora muitos trabalhos tenham sido desenvolvidos estudando esta relacdo planta-
bactéria, a busca de gendtipos mais responsivos a inoculagcdo com bacterias diazotréficas ndo
esta entre os objetivos dos programas de melhoramento. Apesar disso, a selecdo indireta para
gendtipos com maior capacidade de interacdo pode estar ocorrendo, quando a selecédo é feita
em ambientes menos favoraveis, principalmente em solos com baixa quantidade de
nitrogénio. Sendo assim, a selecdo de variedades de cana-de-agUcar responsivas a inoculacdo
com bactérias diazotroficas seria uma alternativa no aumento da fixacdo bioldgica de
nitrogénio e aumento de produtividade.

Dessa forma, a inoculacdo de bactérias diazotréficas em gendtipos de cana-de-acUcar
nas fases iniciais de selecdo, quando existe maior variabilidade genética e em ambientes que
favorecam essa interacdo, pode levar a selecdo de gendtipos que sejam mais responsivos a
inoculacdo, levando ao desenvolvimento de cultivares com maior potencial para a FBN.

Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da inoculacao de
bactérias promotoras do crescimento vegetal e fixadoras de nitrogénio em familias de cana-
de-acUcar, na primeira fase de selecdo de um programa de melhoramento genético. Também
teve como objetivo avaliar a resposta de clones produtivos, selecionados a partir dessas
familias, submetidos a diferentes inoculantes a base de PGPB, na etapa seguinte de selecéo.

Dando subsidios ao melhoramento genético visando a FBN em cana-de-agUcar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA NA CANA-DE-ACUCAR E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma monocotiledénea de grande importancia
econdmica e social que possui uma capacidade Unica de acumular grandes quantidades de
sacarose em seus colmos (BALDANI et al., 1997). A cadeia produtiva da cana-de-acUcar,
seus produtos e subprodutos é uma relevante fonte de distribuicdo de riqueza (MATSUOKA
et al., 2005). Além do alcool e do agucar existem outros subprodutos originados dela, como o
bagaco, diversos tipos de papéis, farmacos, levedura, &cido citrico, &cido latico e glutamato
monossddico e diferentes produtos provenientes da alcoolquimica como polietileno, éter,
acetona entre outros (VIAN, 2009). Até seus residuos, vinhaca e vinhoto, podem ser
reutilizados como fertilizantes na prépria cultura da cana-de-agucar, com reducao significativa
do custo com fertilizantes e destinacdo final dos residuos.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-aguicar seguido pela india, China e
Tailandia. Atualmente a cultura ocupa no pais uma area de 8.527 mil hectares e uma producao
de 596.629 mil toneladas, dados da Gltima safra, 2012/2013 (CONAB, 2012). O pais também
é lider na producdo de acucar, sendo responsdvel por mais da metade do acUcar
comercializado no mundo (MAPA, 2012), exportando para paises como China, RUssia e Egito
(USDA, 2012).

Entre os paises produtores de cana-de-agucar, o Brasil ainda possui uma das maiores
produtividades médias (79,77 ton.™), ficando abaixo apenas da Australia (84,20 ton.™)
(USDA, 2010; CONAB, 2010). Isso mostra que a cultura ainda possui bons indices de
produtividade, e capacidade de aumenta-la. Além disso, a cana-de-agucar é considerada uma
das melhores opcdes dentre as fontes de energia renovaveis, com um futuro promissor no
cenario mundial (MAULE, 2001).

Vale ressaltar que tanto o agucar quanto o alcool ndo enfrentam grandes problemas
com produtos substitutos. A cana-de-agucar € reconhecidamente mais produtiva que a
beterraba (também produtora de aclcar), que é altamente subsidiada. Os EUA vém

desenvolvendo tecnologia de producédo de etanol a partir de milho, mas com eficiéncia aquém
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da desejada, se comparada com a cana-de-acticar (WAACK e NEVES, 1998; HOFFMANN,
2006). Por este motivo, € uma das poucas culturas atualmente com potencial para o aumento
da producéo, sem problemas na absorcao de seus produtos pelo mercado, e com caracteristicas
agrondmicas favoraveis ao seu cultivo em diferentes areas, sem grandes comprometimentos
na produtividade.

Estes dados apenas evidenciam a importancia da cana-de-agclcar na economia

brasileira, sendo atualmente a principal fonte de energia alternativa ao petréleo no pais.

2.2 CENTRO DE ORIGEM DA CANA-DE-ACUCAR, CLASSIFICACAO BOTANICA E
CARACTERISTICAS

As variedades de cana-de-agucar cultivadas sdo espécies e hibridos do género
Saccharum, pertencem a familia Poaceae e tribo Andropogoneae. O género Saccharum é
caracterizado por um alto nivel de ploidia e aneuplodia e é composto por seis espécies: S.
officinarum L., S. barberi Jeswiet, S. sinensi Roxb. emend. Jeswiet, S. spontaneum L., S.
edule Hassk. e S. robustum Brandes et Jeswiet ex Grassl (BLACKBURN, 1984; JANOO et
al., 1999).

A especie S. officinarum L. é origindria do Pacifico Sul, provavelmente da Nova
Guiné e ¢ chamada de cana “nobre” devido ao alto teor de sacarose em seus colmos. As
demais espécies tem seu centro de origem distribuido pela Africa, india e China
(BLACKBURN, 1984).

Embora o exato centro de origem das espécies de cana-de-agUcar seja incerto, ha o
consenso de que ela seja originaria do sudeste da Asia (MIRANDA et al., 2008).

As cultivares de cana-de-agucar atualmente usadas sdo hibridos interespecificos de 6°
a 10° geracdo, que tém em sua composicdo aproximadamente 80% de S. officinarum e o
restante de S. spontaneum L.. A maior contribui¢cdo de S. officinarum se deve ao processo
denominado ‘“nobilizagdo”, caracterizado pelo cruzamento entre S. officinarum e S.
spontaneum L., seguida de dois retrocruzamentos tendo S. officinarum como pai recorrente.
Os clones resultantes desta técnica de melhoramento apresentaram alta produtividade.
Entretanto, esse processo aumentou de forma significativa a complexidade genética das
cultivares (JANOO et al., 1999) resultando na auséncia de alguns cromossomos e/ou em
cromossomos duplicados (poli-aneuploidia). Por este motivo, considera-se que a cana-de-

acucar possua um dos genomas mais complexos existentes e considerado bem amplo (~3000
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Mbp) (D’HONT et al., 1996; TOMKINS et al., 1999).

Essa caracteristica genética confere a esta cultura certa adaptabilidade que permite seu
cultivo em diferentes ambientes, tipos de solo e relevo, entretanto apresentando diferentes
respostas a esses fatores (SANTOS, 2008).

2.3 A CULTURA DE CANA-DE-ACUCAR E A ADUBACAO NITROGENADA

O nitrogénio é o elemento fertilizante mais caro dentre 0os macronutrientes, o0 que
reflete principalmente os gastos com instalacdo de energia para obter os adubos nitrogenados
(MALAVOLTA, 1981). Atualmente, estima-se que a demanda mundial de nutrientes
fertilizantes seja de 169,68 milhGes de toneladas, e que do total, 61% corresponde aos
fertilizantes nitrogenados (FAO, 2004; FAO, 2010). Esse elemento pode ser utilizado na
agricultura em diferentes formas sendo o sulfato de aménio, a uréia e o nitrato de amonio as
principais.

Como o processo de producdo desses fertilizantes necessita de alto consumo
energético de combustiveis fosseis derivados de petréleo (ERENO, 2009), o pre¢o dos adubos
tem aumentado significativamente nos Gltimos anos. Esse acréscimo acaba acarretando em
aumento do custo de producdo uma vez que, na maioria dos paises onde a cana-de-agUcar é
cultivada, esse adubo é amplamente utilizado.

A cana-de-acUcar destaca-se por ter um habito de crescimento ereto, que
correlacionado a sua fisiologia (planta C4) fazem desta cultura uma espécie ideal no que se
refere ao aproveitamento de radiacdo solar. Sua fisiologia lhe confere alta capacidade
fotossintética e com elevado desenvolvimento e crescimento em regiGes com temperaturas
elevadas, resultando em um alto potencial na producdo de biomassa (TAIZ e ZEIGER, 2002).

A cultura é propagada vegetativamente através de colmos e como produz uma grande
quantidade de biomassa, demanda uma grande aplicacdo de nutrientes, principalmente
nitrogénio (MATSUOKA et al., 2005). No Brasil, a cana-de-agucar esta dentre as culturas que
mais utiliza adubos nitrogenados, consumindo cerca de 55 kg ha™, perdendo em quantidade
apenas para 0 K,0, 110 kg ha™* (FAO, 2004; FAO, 2010).

Para Poaceas como cana-de-acucar, milho e sorgo, que sdo plantas de crescimento
rapido, o nitrogénio € o mais necessario de todos os elementos requisitados (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006), pois ha mais atomos de nitrogénio na massa seca (trés vezes mais) do que
de qualquer outro elemento que se considere (MALAVOLTA, 1981). A deficiéncia de

nitrogénio consiste, em muitos casos, no principal fator limitante do crescimento vegetal, uma
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vez que este elemento estd presente em diferentes moléculas como aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, coenzimas e amidas essenciais ao desenvolvimento das plantas (TAIZ e
ZEIGER, 2002).

Para Santos e Silva (2009), em seu trabalho analisando a melhor dose de nitrogénio em
cana-soca, a dose recomendada foi a de 100 kg/ha, por apresentar alta produtividade e menor
degradacdo ambiental, baseada nas perdas de N-lixiviado e N-volatilizado, dosagem esta
também recomendada por Weber et al. (2001). Mas segundo Fuentes-Ramirez et al. (1999), na
maioria dos paises onde a cana-de-acUcar € cultivada, uma pratica agricola comum ¢é a
aplicacdo de 250 kg de nitrogénio por hectare ou mais, o que significa um alto custo para a
sua producdo. No entanto, calcula-se que em torno de 50% desse nitrogénio aplicado no solo
seja perdido por diferentes processos como lixiviacdo, eroséo, volatilizacdo e desnitrificacdo
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

O nitrogénio elementar € armazenado na biomassa (animal, planta, microrganismo) a
partir de N, da atmosfera, NH; ou NOjz; sendo que uma porcdo dessa biomassa é
constantemente transformada no reservatério de matéria organica morta, sendo parte do
nitrogénio mineralizado e parte nela estabilizado. A quantidade de nitrogénio mineralizado é
elevada, 2,5 vezes maior que a quantidade absorvida pelas plantas, e estima-se que desse
nitrogénio apenas 40% seja absorvido, indicando grandes perdas por lixiviacdo ou emissao
atmosférica. Devido a sua grande mobilidade, quando ndo é absorvido pela planta, a sua
lixiviagdo pode promover a contaminacdao de cérregos, rios e lagos, ou este elemento pode
voltar para o ar em forma de aménia (ERENO, 2009).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio ¢ a principal via de adicdo de nitrogénio ao sistema
solo-planta, contribuindo mais do que o dobro do que é aplicado via fertilizante mineral
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

2.4 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

Existem varios géneros de microrganismos capazes de promover o desenvolvimento
vegetal, sendo que a maior parte deles pertence aos reinos Fungi e Bacteria (SILVEIRA,
2008; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria ou
PGPB) sdo juntamente com os fungos arbusculares, os microrganismos mais conhecidos,

sendo capazes de promover o desenvolvimento vegetal por meio de diferentes mecanismos
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(SILVEIRA, 2008; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Essas bactérias sdo capazes de fixar o
nitrogénio da atmosfera, solubilizar fosforo, produzir sider6foros que sequestram e
disponibilizam os ions férricos, oxidar o enxofre, produzir acido hidrocianico (HCN) e outras
substancias (LUZ, 1996; RODRIGUEZ e FRAGA, 1999; TORTORA et al., 2010). Além
disso, possuem a capacidade de produzir substancias precursoras de reguladores vegetais,
como produtos derivados de adenina (precursor na biossintese de citoquinina) e compostos
promotores de crescimento com atividade semelhante aos reguladores vegetais (SILVEIRA,
2008), sendo as principais classes, auxinas, citocininas, giberilinas, etileno e acido abscisico
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Alguns autores dividem essas bactérias de acordo com as diferentes regides da planta
que elas colonizam (KLOEPPER et al., 1989; MARIN et al., 1999; GRAY e SMITH, 2005),
sendo as rizobactérias (Plant Growth Promoting Rizhobacteria ou PGPR) as mais estudadas.

As rizobactérias sdo aquelas que habitam a rizosfera, ou seja, o solo especificamente
influenciado pelas raizes das plantas. Essas bactérias vivem na rizosfera ou em associagdo
com estruturas e substancias produzidas pelas raizes das plantas, que podem servir como fonte
de energia e nutrientes para essas bactérias. Em geral elas podem ser separadas em:
rizobactérias extracelular, que vivem no solo proximo a raiz, no rizoplano, ou nos espacos
intercelulares no cortex da raiz; e rizobactérias intracelulares, que vivem dentro das células
das raizes, geralmente em estruturas especializadas, os nédulos (GRAY e SMITH, 2005).

As PGPR sdo isoladas com frequéncia de diversas espécies de plantas cultivadas,
sendo 0s géneros que mais se destacam Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium
(ARAUJO, 2008). Esses microrganismos podem causar efeitos morfoldgicos e fisiologicos
diversos sobre as plantas, tais como: danificacdo dos tecidos radiculares, alteracdo no
metabolismo, excrecdo de enzimas, toxinas e antibidticos e a acessibilidade e assimilagdo de
nutrientes minerais (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

A promocao do crescimento radicular € um dos marcadores pelo qual o efeito benéfico
das baterias promotoras de crescimento é medido. O estabelecimento rapido de raizes por
alongamento de raizes primarias ou por proliferacdo de raizes laterais e adventicias é
vantajoso para as plantas, pois essas tém sua habilidade de absorver nutrientes e agua
aumentada (SILVEIRA, 2008), devido a maior superficie de contato.

Entretanto outras espécies de bactérias, que vivem em outras partes da planta, também
possuem a capacidade de promover o desenvolvimento vegetal e ndo se enquadram nessa
classificacdo. Por este motivo também ¢é utilizado o termo bactérias promotoras do

crescimento vegetal ou PGPB, que abrange todos os tipos de bactérias que produzem efeitos
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benéficos nas plantas, ndo estando necessariamente associadas as raizes e rizosfera. Estas
bactérias podem ser utilizadas para tratamento de sementes, explantes e mudas
micropropagadas, incorporadas ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e
raizes, pulverizacbes na parte aérea incluindo folhagem e frutos, e em pos-colheita

(MARIANO et al., 2004), possuindo efeitos similares aqueles observados nas rizobactérias.

2.4.1 Bactérias Fixadoras de Nitrogénio

No Brasil, as descobertas realizadas por DObereiner, a partir dos anos 40, sobre
bactérias fixadoras nitrogénio em Poaceas trouxeram grandes avancos no estudo de
microrganismos na agricultura. Foi a partir da descoberta dessas bactérias que outros
microrganismos promotores de crescimento foram isolados. Entretanto, os estudos sobre a
FBN permitiram muitos avancgos, principalmente na cultura da soja.

Esses estudos fizeram com que essas bactérias fossem classificadas por alguns autores
de uma forma diferenciada em relacdo as demais PGPB, embora também sejam PGPB.
Segundo Marin et al. (1999) as bactérias fixadoras de nitrogénio podem ser simbioticas (no
caso das leguminosas) ou associativas (no caso das Poaceas e outras familias). Estas Gltimas
estdo divididas em bactérias de vida livre, endofiticas e endofiticas facultativas.

As bacteérias endofiticas sdo definidas como microrganismos que colonizam os tecidos
internos da planta, sem causar danos aparentes ao hospedeiro e sem produzir estruturas
externas visiveis (AZEVEDO et al., 2002). De certa forma esse termo abrange as bactérias
que vivem nos tecidos da raiz, porém também identifica aquelas que colonizam tecidos
internos de outros 6rgaos vegetais como caule, folhas, etc. (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Para Oliveira et al. (2003a) bactérias endofiticas sdo organismos que se caracterizam
pela associacdo intima com a planta hospedeira, despertando grande interesse agronémico.
Além disso, o habitat endofitico possui caracteristicas mais favoraveis a expressao de genes
promotores de crescimento vegetal que a rizosfera, com alta disponibilidade energética e
baixa competitividade com outras espécies. Entretanto, o fator mais importante a ser
mencionado sobre as bactérias endofiticas é que no interior dos tecidos estdo protegidas das
altas concentracbes de oxigénio que inibem a atividade da nitrogenase, aumentando a
capacidade de fixar nitrogénio (MARIN et al., 1999). Dessa forma estas bactérias sdo mais
eficientes em fixar nitrogénio em relagéo as demais.

Para Ddbereiner (1997) essas bactérias nunca fixam nitrogénio mais do que as plantas
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precisam, sendo que a disponibilidade de nitrogénio no solo inativa imediatamente a FBN, e
as bactérias passam a utilizar o nitrogénio mineral em vez de fixar o da atmosfera. Na época
em que Ddbereiner escreveu esse trabalho o Brasil era o menor usuario de adubos
nitrogenados no mundo, com uso em média de 20 kg ha®, enquanto os paises tropicais no

Oriente, como a India, usavam dez vezes mais nitrogénio por hectare.

2.5 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL ASSOCIADAS A
CANA-DE-ACUCAR

Os principais géneros de bactérias que estdo em associacdo com a cana-de-agucar sdo
Azospirillum, Gluconacetobacter, Azotobacter, Beijerinckia, Herbaspirillum e Burkholderia,
e estas estdo divididas entre endofiticas obrigatorias, endofiticas facultativas e bactérias de

vida livre.

2.5.1 Bactérias endofiticas obrigatorias

Endofiticos sdo todos 0s microrganismos que sdo capazes de colonizar, durante uma
parte do seu ciclo de vida, os tecidos internos das plantas, sem causar qualquer dano aparente
para 0 hospedeiro. Porém as bactérias endofiticas obrigatérias em cana-de-acucar sobrevivem
por pouco tempo fora dos tecidos vegetais e por este motivo recebem essa classificacdo
(BALDANI e BALDANI, 2005).

2.5.1.1 Gluconacetobacter diazotrophicus

A espécie G. diazotrophicus foi primeiramente isolada do interior dos tecidos de
plantas de cana-de-aglcar coletadas no Nordeste e Sudeste do Brasil e inicialmente
denominada de Saccharobacter nitrocaptans (CAVALCANTE e DOBEREINER 1988;
BALDANI e BALDANI, 2005), sendo chamadas de Acetobacter diazotrophicus e
reclassificadas posteriormente por Gillis et al. (1989) como G. diazotrophicus.

A pesquisa com essa bactéria comecou a partir de estudos utilizando N*°, onde foi
observado que algumas variedades de cana-de-acUcar podiam obter até 60% do nitrogénio

atraves da FBN. A principio acreditava-se que essas bactérias eram encontradas apenas em
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plantas de propagacao vegetativa como cana-de-agucar, batata doce e abacaxi. Posteriormente
verificou-se a presenca de bactérias desse género em plantas propagadas por semente como
café e Eleusine coracana (capim-pé-de-galinha) (BALDANI e BALDANI, 2005).

Esta bactéria é capaz de infectar e colonizar os tecidos da raiz e parte aérea,
penetrando pela ponta e lateral das raizes formadas durante o processo de enraizamento
(JAMES et al., 1994). Possui a capacidade de crescer em pH acido (3,0), inabilidade de usar
nitrato como fonte de nitrogénio e fixar nitrogénio na presenca de amonio em meio com alta
concentracéo de aglicar (CAVALCANTE e DOBEREINER 1988). Entretanto a eficiéncia na
FBN é reduzida na presenca de altas doses de adubos nitrogenados (FUENTES-RAMIREZ et
al., 1999).

Os efeitos na promogdo do crescimento vegetal promovidos por G. diazotroficus
podem ser observados pelo aumento da massa fresca da parte aérea (aproximadamente 28%)
em plantas de cana-de-actcar (BALDANI et al., 1988) e aumento da estatura e didmetro do
colmo de plantas inoculadas (MUNOZ-ROJA e CABALLERO-MELLADO, 2003). Também
foi observado por Arencibia et al. (2006) resultados positivos na resisténcia induzida em cana-
de-acglcar pela inoculagcdo com G. diazotrophicus no controle de Xanthomonas albilineans
(agente causal da escaldadura das folhas). Outros efeitos positivos foram observados quando
esta bactéria foi utilizada na associa¢do com outras espécies de bactérias no aumento de massa
seca (OLIVEIRA et al., 2002) e no conteldo de acucar (PEREIRA, 2011), fazendo dessa

bactéria uma das mais importantes na associagdo com cana-de-agucar.

2.5.1.2 Herbaspirillum spp.

A espécie Herbaspirillum seropedicae foi isolada das raizes de cereais quando
procuravam identificar novos isolados de A. brasilense. Entretanto verificaram diferencas nas
caracteristicas de 119 isolados, sendo entdo encontrado um novo género, Herbaspirillum, e
alguns isolados foram entdo classificados como Herbaspirillum seropedicae. Sua temperatura
ideal de crescimento é proxima a 34°C, sendo capaz de reduzir nitrogénio atmosférico a
amonia sob condi¢des microaerdbicas e em uma ampla faixa de pH (5,3 a 8,0) (BALDANI et
al., 1986).

O processo de colonizacdo dessa bactéria comeca por quimiotaxia de exudatos de raiz,

seguido da entrada da bactéria, provavelmente através de aberturas nas regides laterais das
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raizes em crescimento, e colonizacdo dos espacos intercelulares e tecidos vasculares de raizes
e partes aéreas (JAMES et al., 2002; SILVA et al., 2003).

Baldani et al. (2000) verificaram aumento na massa fresca de plantas de arroz
inoculadas com H. seropedicae, 30 dias apds a semeadura (em meio de cultura) e aumento de
massa seca e N total em experimento em casa de vegetacdo, 80 dias apos a semeadura.

Canuto et al. (2003) obtiveram aumento de até 52,51% do teor de nitrogénio
proveniente da FBN em plantas de cana-de-agucar, quando inoculadas com diferentes estirpes
de PGPB, sendo que os maiores valores foram observados naquelas inoculadas com H.
seropedica. Os mesmos autores também verificaram aumento da massa seca de plantas de
cana-de-agUcar inoculadas quando comparadas ao controle, ndo inoculado.

Efeitos positivos também foram observados quando esta bactéria foi utilizada em
associacdo com outras espécies de bactérias, no aumento de massa seca em cana-de-agucar
(OLIVEIRA et al., 2002)

A espécie Herbaspirillum rubrisubalbicans é uma bactéria endofitica diazotréfica
pertencente a classe p das proteobactérias e é capaz de se associar com varias Poaceas de
interesse econdmico como milho, arroz, sorgo, trigo e cana-de-aclcar (BALDANI et al.,
1986). Este microrganismo pode ser isolado do interior de raizes, caule e folhas de cana-de-
acucar, porém ndo pode ser isolado do solo, sugerindo que ele estabelece uma interacao
endofitica, que pode ser ndo patogénica ou patogénica (BALDANI et al., 1986; OLIVARES
etal., 1997).

Essa bactéria pode causar a doenca da estria mosqueada na variedade B4362 de cana-
de-acucar e estrias vermelhas nas variedades de sorgo. Entretanto, ndo é verificado o sintoma
em outras variedades de cana-de-aglcar, 0 que aumenta a evidéncia da especificidade da
interacdo entre o gendtipo e a estirpe (OLIVARES et al., 1997). Poucos trabalhos tém sido
realizados utilizando apenas esta estirpe de bactéria na promoc¢éo do crescimento vegetal, no
entanto, em associa¢do com outras bactérias os efeitos no aumento de massa seca e contetido
de nitrogénio foram relatados (OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA
et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009)

2.5.1.3 Burkholderia spp.

As Burkholderias estdo presentes em um grande numero de ambientes de
importancia ecoldgica. Muitas bactérias deste género foram isoladas dos solos e mostraram
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uma relacdo simbiotica com a rizosfera das plantas atuando na solubilizacdo do fosforo
inorganico (COENYE e VANDAME, 2003; PAYNE et al., 2006).

O género Burkholderia foi isolado de diferentes espécies de plantas, entretanto,
apenas a espécie Burkholderia vietnamiensis era reconhecidamente diazotrofica (REIS et al.,
2004). Analises de isolados de cana-de-agucar mostraram a existéncia de uma outra espécie de
Burkholderia colonizando esta planta, com o fenétipo bastante semelhante ao de
Herbaspirillum. Apds verificar diferencas nas caracteristicas morfolégicas de isolados de
amostras de plantas de cana-de-agucar, milho e estilosante, de diferentes regides do Brasil,
Africa do Sul e México, Reis et al. (2004) descreveram uma nova espécie denominada
Burkholderia tropica.

Essa bactéria possui a capacidade de reduzir acetileno a etileno, tem a FBN inibida
pela presenca de nitrato, pela presenga de amonia, por temperaturas acima de 36°C e abaixo
de 25°C, sendo a temperatura ideal a de 30°C. O pH ideal esta entre 5,0 e 5,8, porém cresce
bem entre 45 a 6,5. O processo de infeccdo e colonizagdo de arroz por estirpes de
Burkholderia spp mostram que esta bactéria coloniza primeiro a superficie da raiz e depois
entra através de espacos intercelulares (BALDANI, 1996; BALDANI e BALDANI, 2005).

Os efeitos na promocdo do crescimento vegetal dessa espécie foram observados em
plantas de arroz, onde houve aumento de massa seca da parte aérea e sementes, bem como na
quantidade total de N em plantas inoculadas quando comparados ao controle (BALDANI et
al., 2000). Na associacdo com outras espécies diazotréficas, observou-se o aumento da
biomassa e contetdo de N em plantas de cana-de-actcar (OLIVEIRA et al., 2002).

2.5.2 Bactérias endofiticas facultativas

2.5.2.1 Azospirillum spp.

O género Azospirillum foi descrito pela primeira vez em 1976 por Débereiner e Day
(BASHAN e BASHAN, 2011) e atualmente compreendem as PGPR mais conhecidas e
estudadas. A sua importancia se deve, principalmente, a sua capacidade de se associar a uma
ampla gama de espécies vegetais (BASHAN e BASHAN, 2011), incluindo algas
(GONZALEZ e BASHAN, 2000) e também devido a sua utilidade que pode ser variada.
Como exemplo, pode ser utilizado na producdo de poly-B-hydroxybutyrate (PHB) para uso

medicinal e purificagdo de residuos na agua.
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A espécie Azospirillum brasilense é considerada uma endofitica associativa
facultativa (MARIN et al., 1999) e foi descrita pela primeira vez como Spirillum lipoferum
(DOBEREINER e DAY, 1976), sendo reclassificada como A. brasilense em 1978
(TARRAND et al., 1978) e desde ent&o estudada por sua capacidade de fixar nitrogénio.

Em cana-de-agucar, com a descoberta de bactérias enddfitas como G. diazotrophicus,
H. seropedicae (BALDANI et al., 1986) e Burkholderia spp. (YABUUCHI et al., 1992;
BALDANI et al., 1997), os trabalhos passaram a focar nessas espécies devido a sua vantagem
ecoldgica (PERIN et al., 2007) em relacdo as bactérias endofiticas facultativas e as de vida
livre.

Embora a infeccdo no interior das raizes de Poaceas ndo seja uma caracteristica
generalizada da espécie A. brasilense e parecer restrita a algumas estirpes (BALDANI et al.,
1986), Reis Junior (2000) verificou que esta bactéria pode ocorrer em tecidos de raizes, colmo
e folhas de cana-de-agUcar. Tejera et al. (2005), isolando bactérias do solo e de diferentes
tecidos de cana-de-agUcar ndo encontraram espécies do género Gluconacetobacter, apenas A.
brasilense, sugerindo que esse resultado poderia ser devido ao efeito varietal, ambiental e as
altas doses de nitrogénio (400-500kg N ha™ ano™) aplicadas no local do experimento. Esses
autores também confirmaram a capacidade dessas estirpes de A. brasilense em fixar
nitrogénio, avaliando a atividade da nitrogenase e refor¢ando a importancia dessa bactéria na
cultura da cana-de-acucar.

Além disso, tém-se atribuido outras vantagens provenientes da inoculagdo com A.
brasilense, que ndo apenas a fixacao bioldgica de N, uma vez que alguns estudos mostram que
essa espécie fixa apenas o nitrogénio para seu proprio uso (MOUTIA et al., 2010). Varios
outros efeitos beneficos tém sido atribuidos a estas bactérias (BASHAN e BASHAN, 2011)
como a producao de reguladores vegetais (TIEN et al., 1979; MARTINEZ-MORALES et al.,
2003), mudangas na morfologia de raizes como alongamento e aumento de pelos radiculares
(HADAS e OKON, 1987), maior assimilagdo de nitrato (BODDEY e DOBEREINER, 1988),
solubilizacdo de nutrientes (BASHAN e LEVANOVY, 1990; BASHAN e HOLGIN, 1997),
maior absorcdo de agua e micronutrientes (OKON, 1985; BASHAN et al., 1988) e Inducéo de
Resisténcia Sistémica (IRS) (TORTORA et al., 2010).

Os efeitos na promocdo do crescimento vegetal promovidos por A. brasilense foram
verificados em varias espécies e em inumeros experimentos: em setaria (COHEN et al., 1980);
sorgo e pain¢co (KAPULNIK et al., 1981); ervilha, ervilhaca e grdo de bico (SARIG et al.,
1986); tomate (HADAS e OKON, 1987; BASHAN et al., 1988) e tomate cereja (ROMERO et
al., 2003); berinjela, pimenta e algoddo (BASHAN et al., 1988); Cardén (Pachycereus
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pringlei) (PUENTE e BASHAN 1992); milho (COHEN et al., 1980; MEHNAZ e
LAZAROVITS, 2005); trigo (KAPULNIK et al., 1981; DIDONET et al., 2003; MEHNAZ e
LAZAROVITS, 2005) e cana-de-agucar (LOPES et al., 2012).

A espécie Azospirillum amazonense foi isolada das raizes de Digitaria decumbens,
sendo diferenciada das demais espécies pela habilidade em usar sacarose como fonte de
carbono, e por ndo suportar ambientes alcalinos (MAGALHAES et al., 1983). Posteriormente,
observou-se a presenca dessa bactéria em grandes quantidades também em cana-de-agucar
(REIS JUNIOR et al., 2000).

A inoculacdo com essa espécie em arroz, em um experimento a campo, mostrou
resultados positivos para massa seca das paniculas e contetdo total de N quando comparados
ao controle (PEREIRA et al., 1988). Rodrigues et al. (2008) também verificaram aumento na
massa seca dos graos (7 a 11,6%), numero de paniculas (3 a 18,5%) e teor de nitrogénio
acumulado na maturacao dos grdos (3,5 a 18,5%) de arroz, inoculados com A. amazonense,
além da contribuicdo de 27% na FBN por uma das estirpes estudadas. Entretanto, verificaram
efeitos negativos da inoculacdo em condi¢Bes gnobidticas. Ja Reis Junior et al. (2008),
estudando o efeito da inoculacdo de A. amazonense em milho, também observaram aumento
na producdo de massa seca e contetdo de nitrogénio. Porém, esse efeito foi observado apenas

nas raizes e ndo na parte aérea.

2.5.3 Bactérias de vida livre

As bactérias diazotréficas de vida livre foram as primeiras a serem reconhecidas,
como € o caso de Beijerinckia fluminensis e Beijerinckia indica, isoladas da rizosfera de cana-
de-agucar em solos tropicais. Elas colonizam preferencialmente o rizoplano e a rizosfera, onde
exudatos sdo liberados pelas raizes das plantas, mostrando uma direta influéncia da planta no
desenvolvimento dessas bactérias (MARIN et al., 1999; BALDANI e BALDANI, 2005).

Dentre s espécies de Azotobacter conhecidas, as mais comuns sdo A. chroococcum,
A.vinelandii e A. paspali. Boddey et al. (1983) estudaram a eficiéncia dessa bacteria em fixar
nitrogénio de forma bioldgica e verificaram um actmulo de até 20 kg de N ha*ano™ em
Paspalum notatum cv. Batatais, promovido pela associagdo com A. paspali.

No entanto, a funcéo atual dessas bactérias na associacdo com as Poaceas ainda nao
foi bem esclarecida e por isso requer mais estudos, um dos motivos pelos quais as mesmas sao

pouco utilizadas.
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2.6 INOCULANTES

Inoculante € um produto formulado por microrganismos vivos, capazes de promover
0 crescimento vegetal de forma direta ou indireta, através de diferentes mecanismos sendo
mundialmente denominados biofertilizantes. Geralmente inoculantes formulados com
diferentes espécies, estirpes ou cepas de bactérias possuem melhor efeito quando comparados
a inoculantes formulados por apenas uma espécie, estirpe ou cepa, devido ao efeito de
sinergismo (GOVINDARAJAN et al., 2008).

No Brasil o inoculante mais conhecido é o da soja (REIS, 2007), responsavel pela
atual recomendacéo de auséncia de suplementacdo com fertilizante nitrogenado, devido a sua
alta eficiéncia (BOHRER e HUNGRIA, 1998). Porém, em Poacea a eficiéncia dos inoculantes
compostos por bactérias associativas € bem menor quando comparado a simbiose,
principalmente pela eficiéncia da enzima nitrogenase, que € afetada pela presenca de
oxigénio, que por sua vez tem sua concentracdo reduzida dentro do nddulo formado na
simbiose soja-rizobio.

Por este motivo, em Poacea, estudos avaliando a resposta de diferentes plantas a
inoculacdo com PGPB sdo muitos, porém os resultados tém sido inconstantes na maior parte
deles (MOREIRA et al., 2010). Um exemplo dos efeitos positivos pode ser observado no
estudo de Okon e Labandera-Gonzales (1994), que analisando os efeitos da inoculacdo de
Azospirillum em experimentos realizados ao longo de 20 anos de pesquisa, observaram que 60
a 70% apresentaram resultados significativos e aumentos de producéo na ordem de 5 a 30%,
de forma que atualmente inoculantes formulados por Azospirillum s&o comercializados.

Além disso, a eficiéncia da producao de inoculantes depende de varios fatores, como
a manutencdo do nimero minimo de células vidveis da bactéria no inoculante (desde a sua
fabricacdo até o uso pelo agricultor), competitividade das bactérias com outros
microrganismos, sobrevivéncia ap6s a inoculagdo (condigcbes edafoclimaticas), bem como
eficiéncia em diferentes solos e resposta aos genotipos vegetais (MOREIRA et al., 2010;
FERREIRA et al., 2010).

Outro fator que apresenta grande importancia no desempenho de um inoculante é a
utilizacdo de um veiculo eficiente para a inoculacdo das bactérias diazotroficas, pois o veiculo
afeta diretamente a sobrevivéncia das bactérias antes e ap0ds a inoculacdo (FERREIRA et al.,

2010). Até o momento os veiculos mais utilizados para cana-de-agucar sdo o turfoso e o
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liquido, mas ambos apresentam vantagens e desvantagens. A principal vantagem do veiculo
turfoso é a manutencdo da viabilidade das células bacterianas, ou seja, a sobrevivéncia das
bactérias dentro da concentracdo ideal durante um longo periodo de tempo, o que é mais
dificil em veiculo liquido, em que a concentracdo da populacdo esta mais sujeita a variacoes.
Por sua vez o inoculante liquido possui a vantagem de proporcionar maior facilidade na
aplicacdo, via pulverizacdo, o que ndo é possivel com veiculo turfoso, que € aplicado pela
imerséo dos toletes.

Estes fatores, associados a imprevisibilidade dos resultados, tém limitado o uso
comercial de inoculantes formulados a base desses microrganismos no Brasil. Entretanto,
recentemente para algumas Poaceas como milho, trigo e arroz, foram desenvolvidos alguns
inoculantes a base de A. brasilense, bem como o desenvolvimento de um inoculante
especifico para cana-de-acucar formado pela associacao de cinco espécies de bactérias.

A espécie A. brasilense é uma das mais estudadas e que possui efeitos comprovados
na promoc¢édo do desenvolvimento vegetal (BASHAN e BASHAN, 2011). Além disso, o A.
brasilense é a bactéria modelo no estudo dos genes envolvidos na agdo da nitrogenase (genes
nif), e todas as rotas envolvidas na FBN em bactérias associativas (BALDANI e BALDANI,
2005). Para Mehnaz (2011) essa espécie € a escolha mais segura para a formulacdo de
inoculantes, uma vez que ndo apresenta comportamento patogénico e tem demonstrado efeitos
benéficos em vérios estudos.

J& o inoculante especifico para cana-de-agucar, foi baseado em resultados obtidos em
alguns trabalhos, em que foram avaliadas diferentes combinacdes de cinco espécies de
bactérias diazotroficas isoladas da cana-de-acUcar (estirpes BR11281 de G. diazotrophicus,
BR11335 de H. seropedicae, BR11504 de H. rubrisubalbicans, BR11145 de A. amazonense e
BR11366 de B. tropica) (OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2009). A vantagem deste inoculante seria o fato dessas bactérias
terem sido isoladas de tecidos de cana-de-agucar, e por serem endofiticas haveria mais
eficiéncia na fixacao biologica.

No entanto, a interacdo planta-bactéria ainda é um fator que influencia de forma
significativa a eficiéncia dos inoculantes. Ou seja, o efeito do genotipo vegetal ainda precisa

ser estudado com o objetivo de aumentar a eficiéncia dos inoculantes.

2.7 INTERACAO PLANTA-BACTERIA
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Estudos iniciais, objetivando quantificar a quantidade de N fixada de forma bioldgica
por plantas de cana-de-acUcar, sugeriram que esta resposta era dependente da cultivar
avaliada. A resposta diferenciada de cinco cultivares de cana-de-acucar em relagdo a
quantidade de N fixado mostrou que havia uma provavel interacdo planta-bactéria,
responsavel por promover os diferentes resultados obtidos (LIMA et al., 1987).

Posteriormente, varios trabalhos desenvolvidos com cana-de-agUcar mostraram esse
efeito do gendtipo vegetal na resposta a inoculacdo com PGPB, levando a estudos mais
aprofundados sobre esta associagéo.

Um bom exemplo dessa delicada interacdo na cana-de-acUcar é o da espécie H.
rubrisubalbicans, uma das bactérias fixadoras de nitrogénio encontradas na cana-de-aglcar
que, nas variedades suscetiveis, como a B4362, provoca a doenca chamada de estria
mosqueada (BALDANI et al., 1997)

Reis Junior et al. (2000) quantificaram a presenca de varias espécies e estirpes de
bactérias endofiticas em quatro cultivares micropropagadas de cana-de-aclUcar. Essas
cultivares apresentavam respostas distintas a inoculacdo com bactérias diazotréficas. N&o foi
encontrada uma grande variacdo na populacdo de bactérias entre as cultivares testadas, e 0s
autores hipotetizaram que, a diferenca de FBN nessas variedades, poderia ter sido devido a
uma interacdo gendtipo X microrganismo.

Murfios-Rojas e Caballero-Mellado (2003) encontraram respostas diferentes na
porcentagem de N fixado quando combinaram diferentes estirpes de G. diazotrophicus com as
variedades MEX 57-473, MY 55-14 e CP 72-2086, atribuindo esta diferenca a interacao
planta-bactéria. Os mesmos autores encontraram resultados positivos e negativos no
crescimento vegetal, dependendo da estirpe de G. diazotrophicus usada e da cultivar de cana-
de-acucar, indicando que esta interacdo pode ser positiva ou negativa. Oliveira et al. (2006)
compararam a inoculagdo com diferentes espécies de bactérias diazotroficas nas variedades de
cana-de-agUcar SP70-1143 e SP81-3250, também encontrando grande influéncia do gendtipo
e do meio ambiente na resposta a inoculacdo com diferentes bactérias.

Atualmente sabe-se que a maior capacidade em fixar nitrogénio de forma bioldgica e
promover o desenvolvimento vegetal estd relacionada com varios fatores, e ndo s6 com a
estirpe da bactéria, mas também com caracteristicas varietais e ambientais (REIS JUNIOR et
al., 2000). Alguns trabalhos sugerem que essa interacdo esta relacionada com varios fatores:
como a interferéncia de genoétipos de cana-de-agUcar na atividade da nitrogenase (RUSCHEL
e RUSCHEL, 1977); a incapacidade de plantas em liberar C na rizosfera (KENNEDY et al.,

2004); diferencas nos exudatos liberados pelas raizes; nivel enddgeno e sensibilidade dos
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tecidos vegetais a concentracdo de auxina (MOUTIA et al., 2010), bem como a capacidade
das plantas em reabsorver os diferentes exudatos liberados (OLIVEIRA et al., 2003). Todos
estes fatores podem ser citados como hipéteses para as diferencas encontradas na populagéo
de bactérias e capacidade da planta em responder a inoculag&o.

Entretanto, estudos mais avancados tém usado ferramentas moleculares para ajudar a
compreender melhor os mecanismos envolvidos na interacdo. E genes expressos no processo
de infeccdo e no reconhecimento das bactérias pelas plantas de cana-de-aglcar tém sido
identificados.

Alguns possiveis genes envolvidos nessa interacao foram identificados e estéo
relacionados com o reconhecimento de organismos patogénicos e ndo patogénicos, com a
defesa das plantas aos patdgenos e com o metabolismo do nitrogénio. No processo de
reconhecimento foram identificados genes que atuam na producédo de receptores de proteinas
(Receptor Like Kinase- RLKSs), como o gene SHR5. Na defesa foram identificados genes
relacionados com o acimulo de peroxido de hidrogénio e éxido nitrico, que por sua vez estao
envolvidos no acumulo de &cido salicilico e também na morte celular, em resposta a infeccao
(relacionados a defesa sistémica adquirida - SAR); bem como Varios genes que atuam na rota
do etileno. J& no metabolismo do nitrogénio foram identificados genes que desempenham um
importante papel na assimilacdo da aménia (gene scGS1l.b) (NOGUEIRA et al., 2005;
ARENCIBIA et al., 2006; VINAGRE et al., 2007; CARVALHO et al., 2011)

Como é possivel observar, a maior parte desses genes estdo relacionados ao processo
de reconhecimento, infeccdo e defesa, ou seja, com o estabelecimento da bactéria nos tecidos
da planta, havendo pouca relacdo com a eficiéncia na FBN e na promoc¢do do crescimento,
exceto aqueles envolvidos na rota do nitrogénio. Dessa forma, ainda sdo necessarios estudos
visando a resposta da cana-de-agUcar apos a infecgdo, uma vez que a presenca das PGPB nos

tecidos da planta sempre é observado, entretanto os efeitos nem sempre sdo percebidos.

28 CULTIVARES DE CANA-DE-ACUCAR RESPONSIVAS A PGPB E O
MELHORAMENTO GENETICO

A resposta diferenciada entre as cultivares de cana-de-agucar & inoculagdo com
PGPB ja é bem conhecida. Além dos trabalhos de Baldani et al. (1997), Reis Junior et al.
(2000) e Mufos-Rojas e Caballero-Mellado (2003) ja citados, muitos outros foram

desenvolvidos avaliando-se a capacidade de genoétipos de cana-de-agucar em responder a
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PGPB. Boddey et al. (1995) verificaram que o gendtipo ndo comercial Krakatau (Saccharum
spontaneum L.) usado em programas de melhoramento e as variedades comerciais SP70-1143
e CB45-3 apresentaram grande quantidade de nitrogénio obtido através da FBN, podendo
chegar a 72% (SP70-1143), enquanto o gendtipo ndo comercial Chunee (Saccharum barberi
Jeswiet) apresentou apenas 14% de nitrogénio proveniente da FBN. Coelho et al. (2003)
avaliando as cultivares RB739735, SP79-2313, RB72454, RB758540, RB835089, RB825336,
SP70-1143 e os gendtipos Krakatau (S. spontaneum L.) e Chunnee (S. barberi Jeswiet),
observaram melhores resultados nas cultivares RB em relacdo as demais, atribuindo essa
melhor resposta ao processo de melhoramento realizado em solos com baixa fertilidade
natural de nitrogénio.

J& Xavier (2006) avaliando o acimulo de nitrogénio de nove genotipos de cana-de-
acucar, durante oito anos de cultivo, sem aplicacdo de nitrogénio, verificou que as cultivares
comerciais SP70-1143, SP71-6163, CB47-89, SP79-2312 e 0 gendtipo Krakatau apresentaram
altos valores de FBN, enquanto as cultivares CB45-3, SP71-1406, SP70-1284 e o gendtipo
Chunee apresentaram baixos valores de nitrogénio, resultados estes baseados no balanco total
de nitrogénio

O melhoramento genético para incremento da FBN ndo € um conceito novo. Ja na
década de 40, na Europa, foram desenvolvidos estudos com trevo (Trifolium pratense) e trevo
subterraneo (Trifolium subterraneum). Nas décadas de 60 e 70 os estudos foram
desenvolvidos para avaliar a FBN nas culturas da fava (Vicia faba), soja (Glycine max), alfafa
(Medicago sativa) e ervilha (Pisum sativum) (ALCANTARA et al.,, 2009). Porém em
Poaceas, de forma geral e especificamente na cana-de-agucar os estudos sdo poucos.

No Brasil, 0 exemplo de sucesso mais conhecido é o0 melhoramento genético da soja
visando a FBN. Conforme ja citado anteriormente, Hungria et al., (1994) mencionam que
gracas ao programa de selecdo e melhoramento da soja no Brasil, que levou em consideragao
a capacidade da planta fixar nitrogénio, é possivel uma economia de cerca de 1 bilhdo de
dolares por ano ao pais (valores estes obtidos no ano do estudo), devido a inoculacéo da soja
com bactérias fixadoras de nitrogénio do género Bradyrhizobium Isso permitiu que a soja
fosse cultivada apenas com o0 uso de inoculante, sem a suplementagdo com fertilizante
nitrogenado.

Como se pode verificar, a maior parte dos trabalhos est4 focada na avaliacdo de
cultivares comerciais quanto a resposta a inoculagdo PGPB. Ja em 1976, em um congresso
internacional sobre o uso da engenharia genética em experimentos de FBN no campo, onde

varios aspectos da interagdo planta-bactéria visando o incremento da FBN na associacao
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foram discutidos, Dobereiner mencionou que era necessario ndo focar apenas em estudos de
estirpes de bactérias e linhagens mais eficientes, mas sim que a melhor estratégia era focar nos
programas de melhoramento genético (BALDANI e BALDANI, 2005). Entretanto, desde
entdo poucos tem sido os trabalhos de melhoramento visando melhor resposta a FBN a as
PGPB em Poaceas, principalmente em cana-de-agucar.

A selecdo em cana-de-agucar visa a obtencdo de genotipos altamente produtivos,
resistentes a doencas e com boa adaptabilidade a diferentes ambientes. Este € um longo e caro
processo que consiste em um ndmero determinado de etapas, sendo que esse nimero depende
do programa de melhoramento. Em cada etapa sdo realizadas avaliacBes que permitem a
identificacdo dos clones promissores, que passardo para a fase seguinte, sendo que apenas
uma pequena porcentagem chega até as etapas finais e apenas alguns clones acabam tornando-
se cultivares comerciais. Geralmente, o tempo gasto entre a realizagdo do cruzamento e a
liberacdo comercial das variedades varia de acordo com o programa de melhoramento
genético, podendo ser de 12 anos a 15 anos (LANDELL et al., 1999; KIMBENG e COX,
2003).

A busca de gend6tipos mais responsivos a inoculagdo com bactérias diazotréficas ndo
estd entre 0s objetivos desses programas de melhoramento. Apesar disso, a selecdo indireta
para genétipos com maior capacidade de interacdo pode estar ocorrendo quando a selecdo é
feita em ambientes menos favoraveis, principalmente em solos com baixa quantidade de

nitrogénio.
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CAPITULO I - SELECAO DE FAMILIAS DE CANA-DE-ACUCAR COM MELHOR
ASSOCIACAO A RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO
VEGETAL (PGPR) »'%3

RESUMO

A capacidade das cultivares de cana-de-agucar (Saccharum spp.) responderem a rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPR) esta associada com a eficiéncia da estirpe da
bactéria, mas também a capacidade da planta em responder a inoculacdo. Por este motivo ndo
sO a selecdo de estirpes de bactérias, mas a selecdo de genétipos de cana-de-agUcar mais
responsivos é necessaria. Com base nesses preceitos o presente estudo objetivou avaliar a
resposta de 54 familias de cana-de-acUcar a inoculagdo com estirpes de Azospirillum
brasilense. As familias provenientes de 54 cruzamentos entre clones de cana-de-agUcar foram
tratadas com um inoculante (denominado Triazo) composto por trés estirpes de A. brasilense,
Abv5, Abv6 e Abv7, ou com um inoculante constituido pela estirpe 1C26 apenas. O
tratamento foi realizado quatro meses apds a semeadura e entdo as plantas foram levadas a
campo. As avaliacGes foram realizadas 14 meses ap0s o plantio, usando-se caracteres de
produtividade como parametro. Diferencas significativas entre os tratamentos foram
observadas para estatura da planta, diametro do colmo e brix. Foi observada diferenca
significativa para a interacdo familia x inoculante, diametro de colmo e brix, bem como
valores de interacdo positivos (0,7272 para brix e 0,4061 para didmetro de colmo) ou
negativos (-0,5514 para brix e -0,18858 para didametro de colmo), de acordo com a familia e
inoculante usado. Portanto, em um programa de melhoramento genético de cana-de-acucar
visando a selecdo de gendtipos com melhor resposta a inoculagdo com PGPR, a inoculacao
dos seedlings na primeira fase de selecdo é recomendada.

Palavras-chave: interacdo planta-bactéria, PGPB, melhoramento de plantas, Azospirillum

brasilense, bactéria fixadora de nitrogénio.

ABSTRACT

The capacity of the sugarcane (Saccharum spp.) plant to respond to Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR) is associated with both the efficiency of the bacterial strain and the
capacity of the plant to respond to inoculation. For this reason, the appropriate selection of

1 Artigo publicado na Revista Journal of Agronomy
2 As normas desse capitulo seguem as da Revista Journal of Agronomy
® Esse capitulo refere-se ao Experimento 1
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both the bacterial strain and the sugarcane genotype is required for generating optimal results
from PGPR inoculations. To address this issue, this study sought to evaluate the response of
54 sugarcane families to inoculation with Azospirillum brasilense strains. Four months after
germination, 54 families from crosses between clones of sugarcane were treated either with an
inoculant named Triazo, which was composed of a mixture of the Abv5, Abv6 and Abv7
strains of A. brasilense, or with the 1C26 strain of A. brasilense. The treated plants were then
planted in fields. These plants were assessed 14 months after they had been planted on the
basis of various productivity parameters. Significant differences among the inoculants were
observed for stalk length, stalk diameter and brix. Significant interactions between the
families and bacteria occurred with respect to stalk diameter and brix; the interaction
coefficients could have either positive (0.7272 for brix and 0.4061 for stalk diameter) or
negative (-0.5514 for brix and -0.1858 for stalk diameter) values, depending on the family and
the inoculant that were considered. Therefore, the inoculation of the seedling in the first phase
of selection is recommended for a sugarcane breeding program that seeks to select genotypes
with better responses to PGPR inoculation.

Keywords: plant-bacteria interaction, PGPB, plant breeding, Azospirillum brasilense,
nitrogen-fixing bacteria

4.1 INTRODUCAO

O género Azospirillum compreende as bactérias promotoras de crescimento vegetal
(PGPR) mais estudadas no mundo (Bashan e Holguin, 1997). A espécie Azospirillum
brasilense é considerada uma rizobactéria (Broek et al., 1993; Assmus et al., 1995) envolvida
na associacdo com diversas espécies vegetais (Bashan et al., 2004). Foi descrita pela primeira
vez como Spirillum lipoferum (Ddbereiner e Day, 1976), sendo reclassificada como A.
brasilense em 1978 (Tarrand et al., 1978) e desde entdo estudada por sua capacidade de fixar
nitrogénio (Bashan e Bashan, 2011).

Além da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), outros beneficios tém sido atribuidos
a essa bactéria (Bashan et al., 1990; Verma et al., 2010), como a produgdo de reguladores
vegetais, proliferagdo do sistema radicular, maior absor¢do de &agua e micronutrientes,
solubilizacdo de fosfato e mobilizagdo de nutrientes. Recentemente outros mecanismos de
acdo foram descobertos e atribuidos a esta bactéria como transporte de moléculas de pequeno
porte e enzimas, aumento da atividade do fluxo de prétons da membrana, controle direto e
indireto de fitopatdgenos e mitigacdo de estresses ambientais como o salino (Bashan e
Bashan, 2011) e o estresse hidrico (Arzanesh et al., 2009).

Inimeros trabalhos foram realizados com o objetivo de selecionar estirpes de
bactérias mais eficiente (Shaukat et al., 2006; Hungria et al., 2010; Keyeo et al., 2011), porém

os resultados tém mostrado uma eficiéncia variavel na capacidade dessas bactérias em fixar
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nitrogénio e promover o desenvolvimento vegetal (Bashan e Levanony, 1990). Alguns
resultados continuam apontando para a necessidade da selecdo ndo somente de bactérias, mas
também de gendtipos de plantas mais responsivos (Mufios-Rojas e Caballero-Mellado, 2003;
De Oliveira et al., 2006).

A interacdo entre plantas e bactérias € dependente do gendtipo da planta, da espécie e
estirpe da bactéria, da presenca de outros microrganismos e das condi¢cBes ambientais
(Baldani e Baldani, 2005; Oliveira et al., 2009). Varios experimentos enfatizam a importancia
do efeito do gendtipo vegetal na interagdo planta-bactéria. Entretanto, os trabalhos realizados
tém dado pouca énfase a selecdo de gendtipos de Poaceas que respondam a inoculagdo com
PGPB, exceto aqueles feitos em milho (De Mendonca et al., 2006), trigo (Sala et al., 2007) e
arroz (Ladha et al., 1987).

Atualmente, em cana-de-acucar (Saccharum spp.), os estudos estdo focados na
avaliacdo da resposta de cultivares comerciais a inoculacdo com PGPB (Coelho et al., 2003;
Hari e Srinivasan, 2005), sendo que a busca de genotipos de cana-de-aglcar com interacdo
positiva a bactérias promotoras de crescimento ndo esta entre os objetivos dos programas de
melhoramento.

Dessa forma, o conhecimento das diferentes respostas de familias de cana-de-agUcar
a inoculacdo com PGPB na fase inicial do programa de melhoramento genético, onde a
variabilidade genética ¢ alta, pode ajudar a entender se essa interagdo ocorre de fato e qual a
sua magnitude. Esses resultados podem auxiliar os pesquisadores em novos estudos e aos
melhoristas a planejarem novas estratégias de selecdo. Com base nisso, 0 propoésito deste
trabalho foi avaliar diferentes cruzamentos de cana-de-agucar (familias) e sua resposta a
inoculacdo com A. brasilense na fase inicial do programa de melhoramento de cana-de-

acucar, objetivando selecionar as familias mais responsivas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local de instalacdo do experimento

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Paranavai da Universidade
Federal do Parana, no municipio de Paranavai/PR (23°05°S, 52°27°W, altitude de 503 m), nos
anos de 2009 e 2010. O clima da regido de acordo com classificagdo de Koppen é o Cfa, clima
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Subtropical Umido (Mesotérmico), com temperatura média do més mais quente superior a 22°
C e no més mais frio inferior a 18° C, sem estacéo seca definida, verdo quente e geadas menos
frequentes (IAPAR, 1994).

O solo da &rea experimental é classificado como Ferralsol (Dystric) (FAO, 2006). As
principais caracteristicas quimicas do solo no momento do estabelecimento do experimento

estdo na Tabela 1.

Tabela 1: Propriedades quimicas do solo (0-40 cm) no estabelecimento do experimento.

pH Al H+Al Ca Mg K CEC* Tcec® BS? N C P
CaCl, cmol, dm® % g.dm?

645 0.00 2025 065 095 0.02 359 158 4357 010 1197 10.72

a Capacidade de troca de cations (H+Al+Ca+Mg+K); TCEC (Ca+Mg+K); Saturacdo de bases (Tcec/CEC) x 100

4.2.2 Material vegetal

Foram utilizadas sementes (cariopses) provenientes de 53 cruzamentos biparentais e
um policruzamento entre clones de cana-de-agUcar, realizados na Estacdo de Cruzamento da
Serra do Ouro, em Alagoas, no ano de 2008 (Tabela 2). As sementes foram germinadas em
casa de vegetacdo com irrigacdo constante, em bandejas plasticas contendo como substrato

Plantmax®, em novembro de 2008.

Tabela 2: Relacdo das 54 familias da série 2008 utilizadas e cruzamentos de origem.

Familia Cruzamento Familia Cruzamento Familia Cruzamento

1 H64-1881 x RB92579 19 RB99386 X SP79-2313 37 RB867515 X RB977619
2 SP83-5073 X RB92579 20 RB813804 X RB72910 38 RB855511 X RB92606

3 RB951560 X RB867515 21 RB977625 X RB008004 39 RB966928 X RB935845
4 RB01616 X H64-1881 22 RB040826 X RB855035 40 SP83-2847 X RB855546
5 RB99386 X SP91-1049 23 RB855002 X RB93509 41 RB855536 X RB925268
6 RB001622 X RB92579 24 RB966922 X ?* 42 RB855063 X SP77-5181
7 RB93509 X RB845257 25 RB961012 X RB931011 43 RB855113 X SP77-5181
8 RB977662 X RB92579 26 RB011579 X RB991555 44 RB925345 X RB935686
9 RB845210 X RB931003 27 RB977619 X RB867515 45 RB72454 X RB951019

10 RB011579 X RB92579 28 SP80-1842 X RB98710 46 SP77-5181 X RB855113
11 RB832847 X RB845210 29 RB99361 X RB98710 47 RB845210 X SP83-2847
12 RB956911 X RB93509 30 RB931003 X RB855336 48 SP85-3877 X RB931565
13 RB021698 X RB977625 31 H69-4234 X RB01616 49 RB955114 X RB845197
14 RB925378 X SP80-185 32 RB01616 X H69-4234 50 RB855546 X RB925276
15 RB008309 X RB974115 33 RB040811 X RB845197 51 H64-1881 X RB01616

16 RB99382 X RB98710 34 RB951541 X RB947520 52 RB99386 X SP79-2313
17 B69758 X SP93-1322 35 RB965505 X SP70-1143 53 RB92579 X H64-1881

18 RB98347 X RB98710 36 RB92606 X H56-6724 54 RB971765 X RB93509

'nai desconhecido
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As plantulas (seedlings) foram transplantadas quarenta dias ap0s a semeadura, para
bandejas de isopor com células individuais (6 cm®) permanecendo em telado (50%) até o
momento do plantio. Quatro meses ap0s a semeadura as plantas foram tratadas com
inoculantes a base de estirpes de A. brasilense, permanecendo em telado (50%) por mais sete
dias, seguindo-se entdo o plantio em campo (dando inicio a primeira fase do programa de

melhoramento genético de cana-de-agucar, denominado T1).

4.2.3 Estirpes utilizadas

As estirpes Abv5, Abv6, Abv7 e IC26 de A. brasilense foram fornecidas pela UFPR -
Departamento de Biogquimica e Biologia Molecular, Curitiba, Parana. As estirpes Abv5, Abv6
e Abv7 foram isoladas de milho (Hungria et al., 2010) e a estirpe 1C26 é um mutante natural
que possui atividade constitutiva da nitrogenase. As estirpes Abv5 e Abv6 apresentaram
capacidade de produzir acido indol acético (AlA) e reduzir acetileno em etileno in vitro
(Pedrinho et al., 2010).

4.2.4 Inoculantes

As estirpes de A. brasilense foram cultivadas separadamente em meio NFb (KH,PQOy;
4,0 g.I'": KoHPO,; 6,0 g1 MgS0..7H20; 0,2 g.I': NaCl; 0.1 g.I'*: CaCl,; 0,2 g.I'*: 4cido
nitrilotriacético; 0,056 g.I": FeS0,.7 H,0; 0,2 g.I": Biotina; 1,0.10* g.I": Na;M00,.2 H-0;
0,002 g.I'Y: MnSO,. H,0; 0,00235 g.I'*: H3BO3; 0,0028 g.I": CuS0O4.5 H,0; 8,0.10° g.I™":
ZnS0,.7 H,0; 2,4.10* g.1") a 30 °C (Densidade optica:1,5-1,8) por 48 h. 5 mmol.L™
glutamato foram usados como fonte de nitrogénio e 0,5% de lactato de sdédio como fonte de
carbono. Apos autoclavados foram adicionados ao meio de cultura frio e o pH foi ajustado
para 6,8. Apos o crescimento das estirpes estas foram adicionadas a uma solucédo de polyvinyl
pyrrolidona (PVP) a 5%. As estirpes Abv5, Abv6 e Abv7 foram misturadas formando um
inoculante chamado Triazo. A estirpe 1C26 foi usada separadamente formando outro

inoculante.
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4.2.5 Inoculagéo

As plantas de cada familia foram tratadas da seguinte forma: plantas ndo inoculadas
Controle (T0); plantas inoculadas com A. brasilense estirpe 1C26 (1 x 10*° bactérias.ml™)
(T1); plantas inoculadas com Triazo (3 x 10° bactérias.ml™) (T2).

A inoculacdo foi realizada nas plantas quando estas ainda estavam na bandeja de
isopor, quatro meses apds a semeadura. Foram aplicados 100 pl de inoculante, nas
concentragdes acima mencionadas, na base do colo de cada plantula utilizando-se

micropipeta, de acordo com o inoculante utilizado.

4.2.6 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi de blocos completos com parcelas subdivididas,
com trés repeticbes. Cada bloco foi composto por 54 parcelas, sendo que cada parcela
representava uma familia. Cada parcela foi composta por trés linhas de 5 m de comprimento
contendo 10 plantas cada, e por sua vez cada linha representou um inoculante (TO, Tl e T2) -
subparcela. O espacamento utilizado foi o de 1,40 m entre linhas e 0,50 m entre plantas, com
uma area total de 5.000 m?. Como bordadura foi utilizado o clone RB986419.

O plantio foi realizado em fevereiro de 2009. A adubagéo foi realizada na linha de
plantio, sendo que cada linha de 5 m recebeu 540g de cloreto de potassio e 180g de
superfostato simples, sem adicdo de adubo nitrogenado. O manejo seguiu o padrdo para a
cultura da cana-de-aclcar, com aplicacdo de herbicida pré-emergéncia, capinas poés-

emergeéncia, sem irrigacéo.

4.2.7 AvaliacOes

As avaliagOes foram realizadas 14 meses ap0s o plantio e os pardmetros estimados
foram: numero de colmos por parcela, estatura da planta (em metros, a partir da primeira folha
com o dewlap visivel até a base do colmo), diametro dos colmos (em centimetros no terceiro

entrend a partir da base) e brix.
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4.2.8 Analise estatistica

Os dados de todos os parametros foram analisados usando o software Selegen
REML/BLUP (De Resende, 2006) para determinar a diferenca significativa entre as familias,
tratamentos e suas interacdes. O software estima 0s componentes de variancia e predicao de
valores genéticos pelo procedimento de melhor predicdo linear ndo tendencioso-maxima
verossimilhanca restrita (REML/BLUP). O modelo estatistico usado segue abaixo:

y=Xa+Zb+ Wp + Qr + T(axb) + e,

Onde y é o vetor de dados, a é o vetor do efeito do fator A (assumido como fixo,
alocados na parcela) adicionados a média geral, b é o vetor de efeito genotipico associado a
sub-parcela (nivel do fator B dentro do fator A, assumido como aleatério), p é o vetor dos
efeitos de parcelas ou do erro associados a interacdo do fator A com o fator repeticOes
(assumidos como aleatdrios), r € o vetor dos efeitos de blocos ou repeti¢cdes (assumidos como
aleatorios), a x b € vetor dos efeitos da interacdo gendtipo x fator A (aleatérios) e e é o vetor
de erros ou residuos (aleatdrios). As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia

para os referidos efeitos (De Resende, 2006).

4.3 RESULTADOS

Os resultados obtidos pela Andlise de Deviance (ANADEV) sdo semelhantes a
Anélise de variancia (ANOVA). Entretanto, esta metodologia permite maior acurécia uma vez
que prediz valores genotipicos ao invés de valores fenotipicos, em outras palavras, reduz o
efeito do ambiente. Esta metodologia permite a analise de dados desbalanceados, com perda
de parcelas e repeticdes. Por esta razdo ¢ recomendado para as analises no melhoramento
genetico de cana-de-agucar, principalmente quando se trabalha com o estudo de familias e nas
fases iniciais de selecéo. Os resultados da ANADEYV estdo na Tabela 3.

Os resultados da ANADEV mostraram que houve diferenca significativa entre as
familias a 1% de probabilidade para todos os parametros, indicando a alta variabilidade
genetica presente nessa fase de selecdo do programa de melhoramento genético de cana-de-

acucar.
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Tabela 3: Resultados da andlise de Deviance para os caracteres: nimero de colmos por
touceira (NCT), estatura da planta (EST), diametro do colmo (DIA) e brix, ap6s 14 meses.

Caractere (Valor F)

Efeito NC EST DIA Brix
Familia 28,30*** 9,04*** 13,17*** 41,89***
Tratamento 0,00™ 16,96*** 9,07*** 30,77***
Bloco 6,54** 53,51*** 24, 77*** 17,21***
Interacdo Fam. x Trat. 2,11™ 2,00™ 2,97 * 25,02%***
CV.% 18,88 7,79 6,48 4,37

*** significativo a 1% (6,63); ** significativo a 5% (3,84); * significativo a 10% (2,71); e ™ ndo significativo.

Houve diferenca significativa para o efeito tratamento a 1% de probabilidade para os
parametros estatura média, didmetro de colmo e brix (Tabela 4). Plantas tratadas com 1C26
apresentaram valores superiores de diametro (2,340 cm) seguido por plantas tratadas com
Triazo (2,332 cm) e o controle (2,309 cm). Ja para a variavel brix foi encontrado um resultado
contrario, em que plantas ndo inoculadas apresentaram valores superiores (19,119)
comparadas com plantas tratadas com Triazo (18,954). Entretanto plantas tratadas com 1C26
apresentaram os maiores valores de brix (19,208). Plantas inoculadas com IC26 apresentaram
altos valores para o pardmetro estatura da planta (2,298 m) seguida por plantas tratadas com
Triazo (2,285 m) e o controle (2,279 m).

Tabela 4: Resultado dos tratamentos para 0s caracteres: numero de colmos por touceira
(NCT), estatura da planta (EST), didmetro do colmo (DIA) e brix médio, ap6s 14 meses.

Meédia para cada caractere

Tratamento NCT " EST (m) *** DIA (cm) *** brix ***
N&o inoculado 8,942 2,279 2,309 19,119
Triazo 8,705 2,285 2,332 18,954
1IC26 9,037 2,298 2,340 19,208

*** significativo a 1% (6,63); e ™ ndo significativo.

Esses resultados mostraram um efeito positivo da inoculagdo da cana-de-agucar com
A. brasilense para todos os parametros estudados, mas um efeito negativo do inoculante
Triazo para o caractere brix (Tabela 4).

Houve diferenca significativa no efeito do bloco para todas as variaveis analisadas,
indicando que houve influéncia do solo ou luz nas plantas, embora os blocos tenham sido
casualizados (Tabela 3). Este resultado € esperado em experimentos de campo, uma vez que 0
solo ndo é homogéneo, mas o baixo valor do coeficiente de variacdo indicou que a precisao
experimental foi adequada.

O efeito interagdo familia-tratamento apresentou diferenca estatistica para o0s
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parametros brix (a 1% de probabilidade) e diametro do colmo (a 10%), indicando que a
resposta a inoculagdo variou de acordo com a familia testada (Tabela 5). Os demais

parametros ndo apresentaram diferenca significativa para este efeito.

Tabela 5: Resumo das 10 melhores familias (com o respectivo valor genotipico) para as
caracteristicas brix médio e diametro do colmo, bem como o valor correspondente da
interacdo familia x tratamento (FxT), ap6s 14 meses.

Diametro do colmo * Brix ***
Ordem FxT Valor da Interacao FxT Valor da Interacao

1 43 x TO -0,0034 1xTO 0,3819
1 43 x 1C26 0,0254 1x1C26 0,0699
1 43 x TRIAZO 0,0251 1 x TRIAZO -0,5514
2 8xTO 0,4061 2XxTO 0,213

2 8 x TRIAZO -0,1858 2 X 1C26 0,0897
2 8 x 1C26 0,0047 2 X TRIAZO 0,1451
3 38xTO 0,0249 6xTO 0,7272
3 38 x 1C26 0,045 6 x 1IC26 -0,2932
3 38 x TRIAZO -0,0301 6 x TRIAZO -0,0413
4 32xT0 0,0061 4xTO -0,5045
4 32 x 1C26 0,0324 4 x1C26 0,4341
4 32 x TRIAZO -0,0054 4 x TRIAZO 0,073

5 50x TO 0,0224 5xT0 -0,1036
5 50 x 1C26 0,0225 5x1C26 0,1383
5 50 x TRIAZO -0,0121 5x TRIAZO 0,2874
6 30xTO 0,0059 24 xTO 0,4156
6 30 x I1C26 -0,0021 24 x 1C26 -0,4265
6 30 x TRIAZO 0,025 24 x TRIAZO 0,2991
7 2XxT0 0,013 26 x TO 0,1798
7 2Xx1C26 -0,0056 26 x 1C26 0,1862
7 2 X TRIAZO 0,0206 26 x TRIAZO -0,0898
8 40 x TO 0,0056 37xTO -0,4287
8 40 x 1C26 -0,0042 37 x 1C26 0,6071
8 40 x TRIAZO 0,0054 37 x TRIAZO 0,0886
9 9xTO -0,0209 9xTO -0,0968
9 9x1C26 0,0239 9x1C26 -0,0461
9 9 x TRIAZO -0,0229 9 x TRIAZO 0,3047
10 52xT0 0,0119 10x TO -0,0146
10 52 x IC26 -0,0118 10 x IC26 0,289

10 52 x TRIAZO 0,0211 10 x TRIAZO -0,202

*** significativo a 1% (6,63), * significativo a 10% (2,71).

As melhores familias para cada variavel estdo na Tabela 6. Foram observadas
diferencas na ordem das familias dependendo da variavel analisada. As familias 43
(RB855113 x SP77-5181), 50 (RB855546 x RB925276), 30 (RB931003 x RB855336), 6



59

(RB001922 x RB92579), 8 (RB977662 x RB92579) e 2 (SP83-5073 x RB92579) foram

consideradas as melhores para mais de um parametro.

Tabela 6: Valor genotipico (VG) das 10 melhores familias, para os caracteres: nimero de
colmos por touceira (NCT), estatura da planta (EST), didmetro do colmo (DIA) e brix, ap6s
14 meses.

Caracteres avaliados

NC EST DIA brix

Ordem Familia VG! Familia VG  Familia VG  Familia VG

1 30 12,485 a° 20 2,437 a 43 2,482 a 3 20,671 a
2 43 11,186 a 27 2,412 a 8 2,466 a 2 20,658 a
3 46 10,983 a 11 2,401 a 38 2,458 a 6 20,466 a
4 31 10,964 a 6 2,386 a 32 2,436 a 12 20,298 a
5 16 10,840 a 25 2,383 a 50 2,435 a 5 20,219 a
6 45 10,626 b 17 2,382 a 30 2,422 a 24 20,100 a
7 44 10,563 b 43 2,373 a 2 2,420 a 26 20,059 a
8 47 10,319 b 10 2,369 a 4 2,412 a 37 20,027 a
9 50 10,247 b 8 2,357 a 54 2,410 a 42 20,011 a

10 41 9,939 b 50 2,355 a 52 2,397 a 14 19,989 a

TValor genotipico; ? Teste de Student, nimeros seguidos pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente
a 1% de probabilidade.

Na Fig.1 (A), pode-se ver a média para o parametro brix para cada familia estudada.
De acordo com o grafico, a média desse caractere mudou de acordo com a familia, para todos
os tratamentos, mostrando que a inoculacdo pode promover efeitos negativos e positivos na
produtividade dependendo da familia avaliada. Um exemplo é a familia 6 (RB001922 X
RB92579) que apresentou um alto valor de brix quando ndo inoculada e um baixo valor
quando inoculada com Triazo e 1C26. Por outro lado a familia 37 (RB867515 X RB977619)
apresentou melhores resultados para brix quando inoculada com triazo e 1C26 e baixos valores
guando n&o inoculada.

Valores similares foram observados para didametro do colmo Figura 1 (B), em que
plantas da familia 6 e 37 apresentaram respostas equivalentes para aumento e reducao,
respectivamente. Outro exemplo sdo as plantas da familia 44 (RB925345 X RB935686) que
apresentaram maior diametro de colmo quando inoculadas com Triazo, e plantas da familia 5
(RB99386 X SP91-1049) que apresentaram maior diametro quando ndo inoculadas. Esses
resultados mostram a importancia de inocular as plantas ainda nas fases iniciais dos

programas de melhoramento.
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Figura 1: Valores genotipicos de brix (A) e diametro de colmo (B) de 54 familias de cana-de-agUcar de acordo com os diferentes tratamentos
utilizados (ndo inoculado, inoculado com Triazo e inoculado com 1C26), 14 meses apos o plantio.
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4.3.1 Interagdo familia x tratamento

Na Tabela 5 estdo as 10 melhores familias de acordo com o valor genotipico e 0s
valores de interacdo familia x tratamento. Estes valores mostraram-se varidveis entre as
familias, e foram observados valores positivos e negativos na mesma familia, dependendo da
variavel analisada.

Um exemplo é a familia 1 (H64-1881 x RB92579), que apresentou interacdo positiva
para a variavel brix quando ndo inoculado (0,382) e resposta negativa quando inoculada com
Triazo (-0,5514) (Tabela 5). Uma resposta similar foi observada na familia 6 (RB001922 X
RB92579) em que a interacdo foi positiva em plantas ndo inoculadas (0,727) e negativa em
plantas tratadas com 1C26 (-0,293)

Embora essa fase de selecdo apresente um grande nimero de gendtipos e uma alta
variabilidade genética, e possivel observar uma interacéo especifica entre as familias de cana-
de-aglcar e os inoculantes de A. brasilense, ou uma interacdo gendtipo-bactéria. Como
observado, hd uma interacdo positiva ou negativa para a mesma familia dependendo do
inoculante de A. brasilense. A familia 24 (RB966922 X ? - policruzamento) também
apresentou interacdo positiva para brix quando inoculada com Triazo (0,299) e interacdo
negativa quando tratada com 1C26 (-0,426), indicando que nesse caso a resposta pode variar
de acordo com inoculante usado. Por esta razdo, sugerem-se estudos com diferentes

inoculantes.
4.4 DISCUSSAO
4.4.1 Diferenca genética entre as familias

As diferencgas estatisticas observadas entre as familias para todos os parametros
avaliados eram esperadas. Nessa fase de selecdo do melhoramento de cana-de-acUcar a
variabilidade genética da populagdo ¢ alta, indicando que a condigdo é favoravel a selecao
(Ferreira et al., 2005; Lopes et al., 2008).

4.4.2 Efeito da inoculagdo no desenvolvimento das plantas

Observou-se que houve diferenga significativa para os caracteres brix, estatura e
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didmetro do colmo. Esses resultados corroboram com Biari et al. (2008) que relataram ter
diferentes respostas em milho quando inoculados com bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPB) dependendo do caractere avaliado. Ovando-Medina et al. (2007) verificaram
que plantas de Alpinia purpurata inoculadas com Azospirillum brasilense também
apresentaram maior diametro de colmo que plantas ndo inoculadas

Em média, as plantas de cana-de-aclcar que foram inoculadas apresentaram melhores
resultados para estatura, diametro e brix, quando comparadas as plantas ndo inoculadas
(Tabela 4). Hungria et al. (2010) também observaram variacdo no aumento da produtividade
em plantas de trigo e milho inoculadas com A. brasilense (estirpes Abv5, Abv6, Abv7 e
outras), quando comparadas com plantas ndo inoculadas, mostrando um efeito positivo dessas
estirpes no desenvolvimento de plantas dessas duas espécies.

As plantas do presente estudo exibiram melhor resposta média quando inoculadas com
IC26 em relacdo aquelas inoculadas com Triazo (para os caracteres estatura, diametro do
colmo e brix) (Tabela 4). Este resultado ndo era esperado, pois a associacdo com diversas
bactérias normalmente promove melhor resposta no desenvolvimento das plantas que uma
estirpe/espécie sozinha, como demonstrado em varios estudos (Oliveira et. al., 2009; Baldani
e Baldani, 2005; Oliveira et al., 2009). Ndo obstante, no presente estudo o fator interacéo
mostrou que estes resultados podem variar dependendo da familia (Tabela 5).

De acordo com Baldani e Baldani (2005) o efeito da inoculagdo na produtividade das
plantas é dependente tanto do gendétipo da planta quanto da estirpe da bactéria utilizada.
Assim, diferentes resultados na inoculacdo sdo esperados quando se trabalha com diferentes
estirpes e diferentes genotipos. Mufios-Rojas e Caballero-Mellado (2003) também
encontraram diferentes resultados em termos de produtividade para varios caracteres de cana-
de-acuUcar, quando testaram diferentes cultivares, com sete estirpes de G. dizotrophicus. Estes
autores observaram que plantas da variedade MEX57-473 inoculadas com a estirpe PAI3
exibiram valores inferiores de massa seca de raiz e parte aérea quando comparadas com
plantas ndo inoculadas. A superioridade dos valores observados nas plantas ndo inoculadas,
para estes parametros, indica que o efeito de um inoculante pode ser negativo para
determinadas cultivares.

Um efeito negativo da interacdo também foi observado na cultivar de cana-de-agucar
B4362. No Brasil, a cultivar B4362 é a Unica variedade suscetivel a estria mosqueada, causada
pela bactéria Herbaspirillum rubrisubalbicans (Olivares et al., 1997), pois quando inoculada
com H. rubrisubalbicans essa cultivar apresenta os sintomas caracteristicos da doenca. Esse

resultado concorda com aqueles encontrados por Urquiaga et al. (1992), que em seu trabalho
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sugere que fatores geneticos da planta podem controlar o processo de reconhecimento,
colonizacao e fixacdo de nitrogénio.

Uma interagdo especifica entre cana-de-agucar e A. brasilense também foi observada
em um estudo de Moutia et al. (2010), que inoculou duas cultivares contrastantes de cana-de-
acucar com A. brasilense (estirpes Azo 195, Azo 249 e Azo 274). Estes autores observaram
que a cv. M 1176/77 respondeu positivamente a inoculacdo, enquanto a cv. R 570 respondeu
negativamente, indicando que o gendtipo vegetal deve ser levado em consideracdo quando se
inoculam plantas com essas bacterias, resultados esses que concordam com os obtidos no

presente estudo.

4.4.3 Aumento no teor de sélidos sollveis (brix) nas plantas

A diferenca significativa observada para o caractere brix, 14 meses apos o plantio,
indica que no geral houve um aumento do valor deste caractere quando as plantas foram
inoculadas com estirpes de A. brasilense. Entretanto, também foram observadas diferengas
significativas para o fator interacdo planta-bactéria (Tabela 3). Porém, mais especificamente, a
associacdo das trés estirpes de A. brasilense (Triazo) promoveu a reducdo no brix médio,
enquanto a inoculagdo com IC26 promoveu valores superiores em comparagdo com O
tratamento controle (TO, ndo inoculado) (Tabela 4).

Hari e Srinivasan (2005) verificaram que a inoculacdo de certas variedades de cana-
de-acucar com diferentes espécies de bactérias (G. diazotrophicus, Azotobacter chroococcum
e A. brasilense) promoveram altos valores no conteldo de agucar daquelas variedades,
entretanto, estes autores ndo mencionaram 0s possiveis fatores que podem ter influenciado
nesse resultado.

No caso da cana-de-agucar, 0 melhor entendimento sobre o metabolismo do processo
fotossintético e o sistema de transporte e de acumulo dos metabolicos, particularmente
sacarose, € necessario (Papini-Terzi et al., 2009). E possivel que os altos valores de brix
encontrados nas plantas inoculadas com IC26 estejam relacionados com o alto teor de
nitrogénio, uma vez que esta estirpe apresenta atividade constitutiva da nitrogenase. Por outro
lado, Koochekzadeh et al. (2009), mencionam que a aplicacdo de diferentes niveis de
fertilizantes nitrogenados ndo tem mostrado efeitos significativos sobre essa caracteristica em
cana-de-acucar.

A disponibilidade de nitrogénio organico pode influenciar fortemente a capacidade
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fotossintética das plantas (Donato et al., 2004) e o alto teor de clorofila encontrado em plantas
inoculadas com Azospirillum (Zaied et al., 2003; Bashan et al., 2006) pode estar relacionado a
sua alta taxa fotossintética (Wolff e Floss, 2004). Entretanto, mais estudos devem ser
realizados com o objetivo de esclarecer o alto contetdo de agucar observado nas plantas
inoculadas com PGPB e a sua relagdo com o nitrogénio.

Ressalta-se que, devido ao grande numero de genoOtipos avaliados, a analise de
nitrogénio e outras analises mais complexas nao sdo viéveis nessa fase inicial do programa de
melhoramento de cana-de-agUcar. No entanto, recomenda-se esse tipo de anélise em fases
mais avancadas do programa de melhoramento, onde ha menor numero de individuso, com o

objetivo de confirmar os resultados obtidos.

4.4.4 Interacdo familia x tratamento

Os resultados encontrados no presente estudo mostraram valores significativos de
interacdo entre as familias e o inoculante. Algumas familias apresentaram resposta positivas a
inoculagdo como a 4 (RB01616xH64-1881), 37 (RB867515xRB977319), 5 (RB99386XxSP91-
1049) e 9 (RB845210xRB91003), enquanto outras familias apresentaram resposta negativa,
como as familias 1 (H64-1881xRB92579), 6 (RB001922xRB92579) e 24 (RB966922x
policruzamento).

Moutia et al. (2010) encontraram valores significativos de interacdo entre duas
cultivares contrastantes de cana-de-acUcar (R570 e M1176/77) quando tratadas com um
indculo composto por trés estirpes de A. brasilense, ou ndo inoculadas, em diferentes regimes
hidricos (com e sem estresse). Embora estes autores tenham usado somente um inoculante, 0s
resultados encontrados por eles sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo, onde foi
confirmada a existéncia de uma interacdo especifica entre bactérias do género Azospirillum e
gendtipos de cana-de-agucar.

A interacdo observada sugere que 0 genotipo de cana-de-agucar desempenha um
importante papel no sucesso da associacdo com PGBP. Diferentes autores identificaram genes
envolvidos no reconhecimento de interagdes benéficas e patogénicas em cana-de-agucar,
como os genes SHR5 (Vinagre et al., 2006), e 0 scGS1.b, que é diferentemente expresso em
duas cultivares contrastantes de cana-de-agtcar, SP70-1143 (alta FBN) e Chunee (baixa FBN)
(Nogueira et al., 2005).

A complexidade genética da cana-de-aglcar, com auséncia e duplicagdo de
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cromossomos (poli-aneuploide), pode contribuir significativamente para os altos valores de
interacdo obtidos no presente estudo, uma vez que 0 sucesso da associacdo pode estar
relacionado com apenas um ou poucos genes (Nogueira et al., 2005; Vinagre et al., 2006).
Assim, as distintas respostas das familias ao tratamento com PGPR podem estar ligadas a
expressao desses genes.

Outros mecanismos também estdo relacionados a caracteristicas das cultivares de
cana-de-acUcar (Baldani e Baldani, 2005), como a interferéncia do gendtipo na atividade da
nitrogenase (Ruschel e Ruschel, 1977), as concentracbes endogenas de auxina e a
sensibilidade dos tecidos a auxina. Ainda pode-se citar a capacidade dos genétipos de exudar
compostos de carbono na rizosfera (Kennedy, 1999; Hartmann et al., 2008), a diversidade
destes compostos exudados (Moutia et al., 2010), bem como a capacidade da planta em
reabsorvé-los (Benizri et al., 2001). Estas caracteristicas sugerem mecanismos potenciais para
explicar as variacGes encontradas na populacdo de bactérias e as diferentes respostas dos
gendtipos a inoculacdo com PGPB.

Os resultados significativos de interagdo encontrados para 0s parametros brix e
didmetro indicam que, nessa fase, j& é possivel identificar e selecionar familias de cana-de-
acucar mais responsivas a inoculacdo com PGPB. Estas familias, que apresentaram altos e
baixos valores de interacdo, poderiam ser usadas em futuros trabalhos com o objetivo de
descobrir novos mecanismos envolvidos na associacdo entre plantas e PGPB, bem como
identificar caracteristicas fenotipicas ou genotipicas que permitam reconhecer plantas que
apresentem interacdo positiva ou negativa com PGPB.

Dessa forma, os resultados aqui observados ndo apenas apontam para a selecdo de
familias e gen6tipos mais responsivos a fixagdo bioldgica, como sugerem que essa selecao

pode ser realizada visando a associacdo ideal entre gendtipo e estirpe.

4.5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que ha uma interacdo significativa
entre A. brasilense e vérias familias de cana-de-agUcar. Por isso, em um programa de
melhoramento de cana-de-acucar, visando melhor resposta a inoculacdo com bactérias
diazotroficas recomenda-se a inoculagdo dos seedlings a partir da primeira fase de selecdo.
Além disso, devido a essa interacdo, 0 melhorista precisa escolher com critério a estirpe ou as

estirpes com a qual os seedlings séo inoculados.
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CAPITULO Il - INTERACAO DE FAMILIAS DE CANA-DE-ACUCAR COM DOIS
INOCULANTES A BASE DE BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO
VEGETAL EM CANA-PLANTA E CANA-SOCA.*

RESUMO

A resposta de familias de cana-de-aglcar (Saccharum spp.) a inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento vegetal (PGPB) pode apresentar valores positivos e negativos de
interacdo, dependendo do caractere em estudo, familia usada e tipo de inoculante, o que indica
a possibilidade de selecionar gendtipos responsivos a associacdo. Entretanto o estudo da
repetibilidade dos resultados, usando mais de um ciclo da cultura, é essencial para
compreender melhor o comportamento das plantas e a associacdo. Com base nesses preceitos
0 presente estudo objetivou avaliar a repetibilidade da resposta de 27 familias de cana-de-
acucar tratadas com dois diferentes inoculantes a base de PGPB em dois ciclos, cana-planta e
cana-soca. As familias provenientes de cruzamentos entre clones de cana-de-agucar receberam
trés diferentes tratamentos, quatro meses ap0s a germinacdo: (TO) ndo inoculadas; (T1)
inoculadas com Triazo (composto pelas estirpes Abvb, Abv6 e Abv7 de Azospirillum
brasilense); (T2) inoculadas com um mix contendo cinco diferentes espécies de PGPB
(Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, Azospirillum amazonense CBAMC, Burkholderia
tropica Ppe8, Herbaspirillum rubrisubalbicans HCc103 e Herbaspirillum seropedicae
HRC54). Foram realizadas avaliacbes em cana-planta e cana-soca, usando-se como
parametros caracteres de produtividade. O valor médio da correlacdo entre os dois ciclos foi
de 0,63. Observaram-se diferentes respostas entre as safras para algumas familias, mostrando
que outros fatores também influenciam na associagdo. Os caracteres brix e diametro do colmo
foram os que mais contribuiram para as diferencas encontradas. Também se verificou
diferenca entre os inoculantes utilizados, indicando que a escolha do inoculante mais
adequado as condicdes da regido pode levar a diferentes respostas.

Palavras-chave: PGPB, melhoramento genético de cana-de-agucar, interacdo planta-bactéria,
bactérias fixadoras de nitrogénio.

ABSTRACT

The response of sugarcane (Saccharum spp.) families to inoculation with plant growth
promoting bacteria (PGPB) can show positive and negative interaction values depending on
the character studied, family used and inoculants. This result indicates the possibility to select
genotypes that present response to association. However the study of the repeatability of
results, using more than one cycle, is essential to understand the plants behavior and the plant-
bacteria association. Based on these precepts this study aimed to evaluate the repeatability of
the response of the 27 sugarcane families treated with two different inoculants made of the

* Este capitulo refere-se ao Experimento 2
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PGPB, in two sugarcane cycles, first and second ratoon. Four months after germination, 27
families from crosses between clones of sugarcane were treated with: (TO) no inoculated; (T1)
inoculated with Triazo, which was composed of a mixture of the Abv5, Abv6 and Abv7
strains of Azospirillum brasilense or; (T2) with the inoculant named mix that contained five
strains of PGPB (Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, Azospirillum amazonense CBAMC,
Burkholderia tropica Ppe8, Herbaspirillum rubrisubalbicans HCc103 and Herbaspirillum
seropedicae HRC54). These plants were assessed on first and second ratoon on the basis of
various productivity parameters. The correlation values between the two cycles were 0.63.
Different responses between the cycles were observed for some families, showing that there
are other factors that also influence the association. The characters brix and stalk diameter
were the main contributors of the differences observed. The inoculants also presented
influence on the results, indicating that the choice of the more appropriated inoculant to the
cultivation region may lead to different response.

Keywords: PGPB, sugarcane breeding, plant-bacteria interaction, nitrogen fixing bacteria,

5.1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) possui grande importancia econdmica, social e
ambiental no Brasil, sendo a terceira cultura agricola mais plantada no pais (IBGE, 2012).
Entretanto, os gastos com adubos nitrogenados, necessarios em grande quantidade para
Poaceas como a cana-de-agUcar, e 0s problemas que esse tipo de fertilizante tem gerado ao
meio ambiente, levam a busca por alternativas mais baratas e mais sustentaveis.

No Brasil, ao longo de anos de pesquisa, verificou-se que plantas de cana-de-agucar
mantinham seus indices de produtividade sem sintomas de deficiéncia nutricional mesmo
quando ndo fertilizadas com nitrogénio (URQUIAGA et al., 2005), fator esse que foi atribuido
a presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio associativas. Estudos posteriores identificaram
diferentes géneros de bactérias associadas a cultura da cana-de-aclcar, que seriam as
responsaveis pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Os principais géneros isolados
foram Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Azospirillum, Burkholderia, Beijerinckia e
Azotobacter (BALDANI e BALDANI, 2005), desde entdo, estudos tem focado na
identificacdo de espécies e estirpes mais eficientes em fixar nitrogénio e associar-se a cana-de-
acucar. Porém, os estudos mostraram existir uma interacdo genotipo-bactéria, que é
responsavel pelos diferentes resultados quanto a eficiéncia em fixar nitrogénio, demonstrando
a importancia do gen6tipo vegetal no sucesso dessa interacdo (MUNOS-ROJAS e
CABALLERO-MELLADO, 2003; OLIVEIRA et al., 2006).

Alguns trabalhos evidenciaram a diferenca na resposta a FBN dependendo da cultivar
de cana-de-acucar estudada (COELHO et al., 2003; HARI e SRINIVASAN, 2005), sugerindo

que o melhoramento genético da planta poderia auxiliar no aumento da eficiéncia da FBN.
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Nesse sentido, Alcantara et al. (2009) em uma revisdo sobre o melhoramento da soja
e feijdo para a otimizacéo da interacdo rizébio-leguminosa, enfatizaram a complexidade desta
interacdo e a necessidade de realizar trabalhos também priorizando o macrossimbionte (soja e
feijdo), e que isso seria essencial para o0 sucesso nos programas de melhoramento visando
maior FBN. A selecdo de cultivares de soja em solos com baixos niveis de nitrogénio, sem
fertilizacdo e com a inoculacdo de estirpes de Bradyrhizobium selecionadas em solos
brasileiros, foram esséncias para aumentar a eficiéncia da FBN (ALVES et al., 2003).

Em cana-de-agUcar, a necessidade de selecionar também o gendtipo vegetal torna-se
ainda mais importante, pois o fato das bactérias serem associativas e ndo simbiontes (MARIN
et al., 1999) torna a eficiéncia deste processo muito menor, indicando que a combinacéo ideal
pode resultar em ganhos mais significativos.

Em um estudo com 54 familias de cana-de-acucar, Lopes et al. (2012) observaram
diferenca significativa na resposta das familias ao tratamento com dois inoculantes a base de
A. brasilense. Entretanto, estes autores realizaram apenas uma avaliacdo (cana-planta) e
utilizaram um inoculante com bactérias endofiticas facultativas, ndo especifico para cana-de-
acucar, indicando que mais estudos precisariam ser realizados para confirmar os resultados
obtidos.

Bactérias endofiticas apresentam vantagens em relacéo as rizosféricas, devido ao fato
da enzima nitrogenase estar mais protegida da acdo do nitrogénio no interior dos tecidos, em
relagdo as regides da rizosfera (MARIN et al., 1999; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) sendo
mais eficientes na FBN. O género Azospirillum tem sido pouco estudado em cana-de-agUcar
(Saccharum spp.), sendo utilizado amplamente e com sucesso em outras Poaceas como trigo
(Triticum aestivum), sorgo (Sorghum bicolor), milho (Zea mays), festuca (Festuca
arundinacea) e setaria (Setaria italic) (BASHAN e DUBROVSKI, 1996), mesmo assim,
Lopes et al. (2012) obtveram bons resultados na promogdo do crescimento de familias de
cana-de-acucar.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de 27
familias de cana-de-agucar tratadas com dois diferentes inoculantes a base de bactérias
fixadoras de nitrogénio e promotoras do crescimento vegetal, e a repetibilidade dos resultados

em dois ciclos de cultivo, cana-planta e cana-soca.

5.2 MATERIAL E METODOS
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5.2.1 Local de instalacdo do experimento

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Paranavai da Universidade
Federal do Parand, no municipio de Paranavai/PR (23°05°S, 52°27°W, altitude de 503 m), nos
anos de 2009 e 2010. O clima da regido, de acordo com classificacdo de Koppen, é o Cfa,
clima Subtropical Umido (Mesotérmico), com temperatura média do més mais quente
superior a 22° C e no més mais frio inferior a 18° C, sem estacdo seca definida, verdo quente e
geadas pouco freqientes (IAPAR, 1994).

O solo da area experimental é classificado no Brasil como Latossolo Vermelho
Escuro Distrofico (EMBRAPA, 1999).

5.2.2 Material vegetal

Foram utilizadas sementes (cariopses) da série 2009, provenientes de 27 cruzamentos
biparentais entre clones de cana-de-agUcar realizados na Estacdo de Cruzamento da Serra do
Ouro (Tabela 1). As sementes foram germinadas em casa de vegetacdo com irrigacao
constante, em bandejas plasticas contendo como substrato Plantmax®, em novembro de 2009.

As plantulas (seedlings) foram transplantadas para bandejas de isopor com células
individuais (60 cm®) quarenta dias ap6s a semeadura, permanecendo em telado (50%) até o
momento do plantio. Quatro meses ap0s a semeadura as plantas foram tratadas com dois
inoculantes a base de estirpes de bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB),
permanecendo em telado (50%) por mais sete dias, seguindo-se entdo o plantio em campo
(dando inicio a primeira fase do programa de melhoramento de cana-de-agucar).

Tabela 1: Relacdo das 27familias de cana-de-agUcar da série 2009 utilizadas e cruzamento de

origem.
Familia Cruzamento Familia Cruzamento Familia Cruzamento
1 RB99361 X RB98710 10 RB971755 X RB987933 19 RB975932 X RB912695

RB931565 X RB72454 11 RB936095 X RB965920 20 RB855536 X RB966924
RB9557 X RB946022 12 SP80-185 X RB966291 21 RB951541 X RB867515
RB965911 X RB93509 13 RB965517 X LAICA01606 22 RB845197 X RB931611
RB936109 X RB855595 14 RB981801 X RB91514 23 UFPR4 X RB965911
RB931011 X RB961003 15 RB855546 X RB91514 24 RB965517 X RB991555
RB931011 X RB9629 16 RB951514 X RB845197 25 RB971537 X RB991555
RB855036 X RB951539 17 RB845197 X RB991534 26 RB845210 X RB941537
RB966229 X RB92579 18 IAC93-6033 X RB83102 27 RB936001 X RB867515

O© 0O ~NO O hwWwN
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5.2.3 Inoculantes utilizados

Foram utilizados dois inoculantes: um composto por trés estirpes de A. brasilense
(Abv5, Abv6, Abv7) denominado Triazo; e outro composto por um mix de cinco espécies de
PGPB (A. amazonense, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum rubrisubalbicans,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Burkholderia tropica) fornecido pelo Centro Nacional de
Pesquisa em Agrobiologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA),
com sede em Seropédica, Rio de Janeiro, denominado aqui como “mix”.

O inoculante Triazo foi fornecido pela UFPR - Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, Curitiba, Parand. As estirpes Abv5, Abv6 e Abv7 foram isoladas de
milho (HUNGRIA et al., 2010), sendo que as estirpes Abv5 e Abv6 apresentaram capacidade
de produzir &cido indol acético (AlA) e reduzir acetileno em etileno in vitro (PEDRINHO et
al., 2010).

O mix de cinco bactérias foi fornecido pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica, Rio
de Janeiro, e foi desenvolvido com base em estudos comparativos, onde foram utilizadas
diferentes combinacdes de inoculantes a base de PGPB em plantas de cana-de-acucar. A
melhor combinacdo foi posteriormente utilizada no desenvolvimento deste inoculante que
contém as seguintes estirpes: G. diazotrophicus, estirpe BR 11281 (PAL 5); H. seropedicae,
estirpe BR 11335 (HRC54); H. rubrisubalbicans, estirpe BR 11504 (HCC103); A.
amazonense, estirpe BR 11115 (CBAmC); e B. tropica, estirpe BR 11366 (Ppe8) (OLIVEIRA
et al., 2009).

O inoculante Triazo foi preparado de acordo com metodologia descrita anteriormente
(LOPES et al., 2012) e usado na forma liquida, e o mix foi preparado de acordo com
metodologia descrita por Oliveira et al. (2009) e usado na forma de turfa, porém dissolvido

em agua, para cana-planta e liquido em cana-soca.

5.2.4 Inoculagéo

5.2.4.1 Inoculagéo em cana-planta

As plantas de cada familia foram tratadas da seguinte forma: plantas ndo inoculadas
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(Controle — TO); plantas inoculadas com Triazo (1 x 10° bactérias.ml™) (T1); plantas
inoculadas com o mix (1 x 10° bactérias.ml™) (T2).

A inoculagdo foi realizada nas plantas quando estas ainda estavam na bandeja de
isopor, quatro meses ap0s a semeadura. Foram aplicados 100 pl do inoculante Triazo, e 1 ml
do mix nas concentragdes acima mencionadas, na base do colo de cada plantula utilizando-se
micropipeta, de acordo com o inoculante utilizado. A maior quantidade do mix (1 ml) foi
devido ao fato desse ser fornecido na forma de turfa, precisando ser mais diluido para poder
ser aplicado, ao contrario do Triazo que foi usado na forma liquida.

5.2.4.2 Inoculac@o em cana-soca

Apds a avaliacdo em cana-planta, seguiu-se o corte das plantas, sendo realizada nova
inoculacdo no sulco de plantio (base das plantas), sendo que cada linha recebeu o inoculante
de acordo com o tratamento utilizado.

Os inoculantes foram diluidos em agua, mantendo-se o pH proximo ao ideal (6,8)
para evitar a morte das células, e entdo pulverizados na linha, na base dos perfilhos, sendo
usado um volume de 250 | de calda por hectare. A concentracdo final dos inoculantes foi
aproximadamente 1x10° bactérias por ml.

Amostras de cada inoculante foram retiradas ap6s a diluicdo para verificar a
viabilidade das células e garantir a eficiéncia da aplicacdo. Para cada inoculante foi utilizado
meio especifico de inoculacdo de acordo com metodologia de Dobereiner (1995), sendo que
houve crescimento nas dilui¢cdes seriadas indicando a viabilidade das células bacterianas no
momento da aplicacéo.

5.2.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi de blocos completos com parcelas subdivididas,
com trés repeticbes. Cada bloco foi composto por 27 parcelas, sendo que cada familia foi
representada por uma parcela. Cada parcela foi composta por trés linhas de 5 m de
comprimento contendo 10 plantas cada e por sua vez, cada linha representou um tratamento
(TO, T1 e T2 — subparcela). O espacamento utilizado foi o de 1,40 m entre linhas e 0,50 m
entre plantas, com uma érea total de 2000 m?. Como bordadura foram utilizadas plantas de
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cana-de-agUcar provenientes de cruzamentos de polinizacdo livre.

O plantio foi realizado em fevereiro de 2010. A adubacéo foi realizada na linha de
plantio, sendo que cada linha de 5 m recebeu 540 g de cloreto de potéassio e 180 g de
superfostato simples, sem adi¢cdo de adubo nitrogenado. O manejo seguiu o padréo para a
cultura da cana-de-agucar, com aplicacdo de herbicida pré-emergéncia, capinas poés-
emergéncia e sem irrigacéo.

Apo6s a avaliacdo em cana-planta seguiu-se o corte e adubacdo, com posterior
inoculagdo. O manejo também seguiu o padrdo conforme mencionado acima, até a Ultima

avaliacdo em cana-soca.

5.2.6 AvaliacOes

As avaliacOes foram realizadas em cana-planta (2011) e cana-soca (2012), quando as
plantas apresentavam aproximadamente 12 meses e 0s parametros estimados foram: nimero
de colmos por parcela, estatura da planta (em metros, a partir da primeira folha com o dewlap
visivel até a base do colmo), diametro dos colmos (em centimetros, no terceiro entrend a partir

da base) e brix (medido com refratbmetro de campo).

5.2.7 Andlise estatistica

Os dados de todos os parametros foram analisados usando o software Selegen
REML/BLUP (DE RESENDE, 2006), para determinar a diferenga significativa entre as
familias, tratamentos e suas interacfes. O software estima os componentes de variancia e
predicdo de valores genéticos pelo procedimento de melhor predigéo linear ndo tendencioso-
maxima verossimilhanca restrita (REML/BLUP). O modelo estatistico usado segue abaixo:

y = Xa+ Zb + Wp + Qr + T(axb) + e,

Onde y é o vetor de dados, a é o vetor do efeito do fator A (assumido como fixo,
alocados na percela) adicionados a média geral, b é o vetor de efeito genotipico associado a
sub-parcela (nivel do fator B dentro do fator A, assumido como aleatdrio), p é o vetor dos
efeitos de parcelas ou do erro associados a interacdo do fator A com o fator repeticdes
(assumidos como aleatdrios), r € o vetor dos efeitos de blocos ou repeti¢es (assumidos como

aleatorios), a x b € vetor dos efeitos da interacdo genotipo x fator A (aleatérios), e e é o vetor
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de erros ou residuos (aleatdrios). As letras maidsculas representam as matrizes de incidéncia
para os referidos efeitos (DE RESENDE, 2006).
Para a correlagdo entre as duas safras foi utilizado o programa Excel, para o célculo

da correlacdo simples entre dois fatores.

5.3 RESULTADOS

Os resultados obtidos pela Anélise de Deviance (ANADEYV), tanto para cana-planta
quanto para cana-soca encontram-se na Tabela 2.
Os resultados nas duas safras mostraram-se proximos para todos 0s caracteres e

efeitos analisados.

Tabela 2: Resultados da Anélise de Deviance para os caracteres: numero de colmos por
touceira (NC), estatura da planta (EST), diametro do colmo (DIA) e brix, das 27 familias de
cana-de-acgUcar, em cana-planta e cana-soca, de acordo com o tratamento usado.

Valores de X?

Efeitos NCT EST DIA brix

Planta Soca Planta Soca Planta Soca Planta Soca
Familia (F) 17,10 ***  20,88*** Q35 *** 22 34*** 5,89** 9,81 ***  12,48*** 1747 ***
Trat. (T) 0,02 ns 0,00 ns  88,00*** 3,28* 164,23*** 19,16 *** 36,98*** 22 43 ***
Bloco 0,18 ns 2,89ns  35,38***  7,48*** 35 (02*** 6,23 **  12,24*** D5 83 ***
Interacdo F x T 0ns 0,26ns 0,01 ns 1,22 ns 1,58 ns 2,05 ns 6,17** 18,63 ***
CV% 18,99 19,57 10,17 6,13 11,69 6,45 4,97 3,97
Acuracia (rgloc) 0,99 0,94 0,98 0,90 0,92 0,84 0,79 0,71

*** significativo a 1%, ** significativo a 5%, * significativo a 10% e "™ e ndo significativo

A variavel numero de colmos por touceira apresentou significancia apenas para o
efeito familia em ambas as avaliacdes (cana-planta e cana-soca). Para estatura e diametro do
colmo verificou-se efeito significativo apenas para a familia, tratamento e bloco, indicando
que para estes caracteres a interagdo ndo foi significativa. J& o caractere brix, apresentou
diferenca significativa para todos os efeitos, incluindo a interagdo (familia x tratamento).

O resultado significativo para o efeito familia é esperado nesta fase do melhoramento
genético, onde ainda néo foi realizada selecdo e as plantas sdo provenientes de cruzamento, ou
seja, a populacdo normalmente apresenta uma alta variabilidade genética, mesmo para

caracteres qualitativos.
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Tabela 3: Média dos caracteres avaliados nas 27 familias de cana-de-agUcar de acordo com 0s
inoculantes usados, em cana-planta e cana-soca.

Média da variavel

Tratamento Estatura (m) Diametro (cm) brix
Planta*** Soca* Planta*** Soca*** Planta*** Soca***
Controle 2,0151 1,6023 2,0606 2,2524 18,0901 19,4741
Triazo 2,0234 1,6104 2,0793 2,2369 17,9237 19,2140
Mix 2,0089 1,5701 2,0772 2,2419 18,0870 19,3415

*** significativo a 1%, * significativo a 10% e ns e ndo significativo

A média das varidveis que apresentaram diferenca significativa para o efeito
tratamento, tanto para cana-planta quanto para cana-soca, € apresentada na Tabela 3.

O efeito do tratamento para a estatura da plantas foi significativo, e mostrou que
plantas tratadas com o inoculante Triazo apresentaram maior estatura (2,0234 e 1, 6104 m) em
relacdo a plantas ndo tratadas, sendo que plantas inoculadas com o mix tiveram resultado
inferior (2,0089 e 1,5701 m) ao do controle (2,0151 e 1,6023 m) em ambas avaliagdes, cana-
planta e cana-soca, respectivamente (Tabela 3).

O mesmo resultado foi encontrado para o diametro do colmo, em que foi observada a
superioridade do controle (2,0606 cm e 2,2524 cm) em relagéo aos tratamentos, mix (2,0772 e
2,2419) e Triazo (2,0793 e 2,2369).

O caractere brix também foi afetado pelos diferentes tratamentos sendo que o
controle apresentou valores superiores (18,0901 e 19,4741) em relacdo as plantas inoculadas
tanto com o0 mix (18,0870 e 19,3415) quanto com o Triazo (17,9237 e 19,2140).

Os resultados para a interacdo familia x tratamento para ambas as safras, sdo
apresentados na Figura 1. Como pode ser observado, os valores de interagdo variaram de
acordo com a familia e tratamento, bem como diferiram entre cana-planta e cana-soca.

Os maiores valores de interacdo entre familia e inoculante para o caractere brix em
cana-planta, foram observados para as familias 19 (0,4503), 9 (0,3364) e 23 (0,3351) quando
inoculadas com o mix e as familias 13 (0,4954), 20 (0,2841) e 22 (0,2300) quando inoculadas
com triazo. Esses valores positivos indicam que essas familias podem ser interessantes para a
selecdo de clones de cana-de-agucar visando a interagdo positiva.

Os maiores valores negativos de interacdo foram observados nas familias 4 (-
0,2289), 24 (-0,2582) e 15 (-0,2608) quando inoculada com Triazo e nas familias 5 (-0,3281),
16 (-0,2368) e 21 (-0,2245) quando inoculadas com o mix, indicando que estas familias

podem ndo ser interessantes para a sele¢do visando a interagdo com esses inoculantes.
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Figura 1: Valores de Interacdo familia x tratamento para o caractere brix, de 27 familias de cana-de-acucar em relacdo aos trés tratamentos
utilizados (ndo inoculado, inoculado com Triazo e inoculado com 1C26), em duas épocas de avaliacdo, cana-planta e cana-soca.
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Figura 2: Valores de médios de brix de 27 familias de cana-de-agUcar em relagdo aos trés tratamentos utilizados, em duas épocas de avaliacéo,

cana-planta e cana-soca.
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Em cana-soca, as familias 10 (0,5137), 18 (0,4718) e 16 (0,4273) apresentaram 0S
maiores valores de interacdo quando inoculados com o mix, enquanto as familias 12 (0,6185),
9 (0,4564) e 14 (0,3486) quando inoculados com o Triazo. J& as familias 10 (-0,7503), 24 (-
0,6832) e 5 (-0,4252) apresentaram valores mais negativos quando inoculadas com Triazo,
enquanto as familias 15 (-0,5221), 3 (-0,4077) e 19 (-0,3822) quando inoculadas com o mix
(Figura 1).

As familias 2, 5, 7, 13, 15, 21, 23, 24 e 26 apresentaram 0 mesmo comportamento
para interacdo familia x tratamento, tanto em cana-planta quanto em cana-soca, embora a
magnitude dos valores tenha sido diferente, indicando a repetibilidade na resposta dessas
familias (Figura 1).

Na figura 2 sdo apresentados os valores de brix para cada familia de acordo com os
diferentes tratamentos, em cana-planta e cana-soca. Como pode ser observado os valores
diferiram de acordo com o tratamento usado, indicando o efeito da interacdo familia x
inoculante (tratamento).

Verificou-se que, de forma geral, os valores de brix em cana-planta foram inferiores
aos observados em cana-soca. Algumas familias apresentaram resultados superiores de brix
quando tratadas com inoculante em comparacao aquelas ndo tratadas, como as familias 2, 4, 9,
10, 11, 13, 19, 20, 22, 23, 25 e 27 em cana-planta e as familias 1,2, 3, 6, 7, 9, 12, 14, 16, 18,
22, 23, 26 e 27 em cana-soca. Ja as familias 1, 5, 12, 15 e 24 apresentaram maiores valores de
brix em cana-planta quando n&o inoculadas, e em cana-soca 0 mesmo resultado foi observado
para as familias 5, 8, 11, 13, 15, 17, 19 e 24 (Figura 2).

5.4 DISCUSSAO

Os valores de Qui-quadrado (X?) apresentaram-se semelhantes para ambas as
avaliacOes, em cana-planta e cana-soca, informacéo esta que foi confirmada pela correlacao
para o caractere brix, entre as duas colheitas, que foi de 0,68 (considerado significativo a 1%
de probabilidade), demonstrando a repetibilidade dos resultados. Estas informacbes se
assemelham aquelas observados por Pedrozo et al. (2012), que comparando os valores de
TCH e TBH de familias de cana-de-agUcar, entre duas safras, verificou repetibilidade dos
resultados (0,69 e 0,65, respectivamente), embora o valor encontrado por esses autores para 0
caractere brix tenha sido menor (0,38). Para esses autores, a repetibilidade entre safras é

realizada baseando-se no genétipo (individual), porém o conhecimento da repetibilidade das
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familias também pode ajudar a reduzir tempo e custos no melhoramento. O valor encontrado
no presente estudo também pode indicar que a selecdo pode ser eficiente ainda em estadios
iniciais, pois ha repetibilidade dos resultados obtidos.

Em relacdo ao efeito dos tratamentos utilizados, verificou-se significancia para
estatura, diametro do colmo e brix, resultado este que concorda com os obtidos por Lopes et
al. (2012), que obteviveram valores significativos para estes caracteres quando compararam
familias de cana-de-agUcar inoculadas e ndo inoculadas com Triazo. Estes autores observaram
que plantas tratadas com Triazo apresentavam maior estatura e didmetro de colmo em relacéo
a plantas ndo tratadas, e que plantas ndo inoculadas apresentavam maior valor de brix em
relacdo a plantas tratadas com Triazo, concordando com os resultados obtidos no presente
estudo.

Os maiores valores, para a estatura e didmetro de colmo, encontrados em plantas
inoculadas com o mix, podem estar relacionados ao efeito dessas bactérias na promoc¢édo do
crescimento vegetal. As bactérias que compdem o mix ja demonstraram esse efeito em
diferentes experimentos, sozinhas ou combinadas, sendo as bactérias mais indicadas para o
uso na cultura da cana-de-agUcar, uma vez que foram isoladas de colmos e raizes de cultivares
e hibridos da propria cana-de-acicar (OLIVEIRA et al., 2009). Porém, como pode ser
observado pelas médias, os resultados do inoculante composto por estirpes de A. brasilense
(Triazo) apresentou melhores resultados para estes caracteres em relacdo ao mix (Tabela 3).

Vale ressaltar que as pesquisas para selecéo das bactérias que comp&em o mix tiveram
como primeiro objetivo a FBN (BALDANI e BALDANI, 2005), sendo que os efeitos na
promocdo do crescimento tornaram-se um fator positivo e desejavel apenas recentemente.
Nesse caso, as bactérias do mix podem ser tidas como mais eficiente na FBN, uma vez que
sdo endofiticas e possuem melhor eficiéncia da nitrogenase, em relacdo as facultativas (A.
brasilense) (BASHAN e DUBROVSKI, 1996; MOUTIA et al., 2010).

Por outro lado, a espécie A. brasilense é amplamente conhecida por suas
caracteristicas na promocdo do crescimento vegetal através de diferentes mecanismos
(BASHAN e BASHAN, 2011; TORTORA et al., 2011), sendo encontradas em uma
diversidade de espécies vegetais e associadas a diferentes tipos de organismos (BASHAN e
BASHAN, 2011). Embora alguns autores afirmem que, em relagdo ao nitrogénio, a
quantidade fixada por esta bactéria seja suficiente apenas para o seu proprio consumo, é a
espécie que apresenta maiores respostas na promocao do crescimento (BASHAN e BASHAN,
2011; MOUTIA et al., 2011).

Em relacdo ao caractere brix, os resultados observados sdo semelhantes aqueles
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observados por Pereira (2011), onde o valor de brix da cultivar RB72454 apresentou reducao
em plantas inoculadas com o mix (18,05) em relacdo aquelas ndo inoculadas (19,4). Este autor
atribuiu este resultado ao aumento da producdo de colmos, resultando em menor acimulo de
sacarose nos colmos, o que também poderia explicar os resultados observados no presente
estudo, onde plantas inoculadas com Triazo apresentaram maior estatura e menores valores de
brix. Porém, no caso do mix, os valores obtidos no presente estudo, para todos 0s parametros
avaliados foram inferiores ao controle (ndo inoculada), mostrando que esta resposta nédo foi a
mesma quando utilizou-se esse inoculante.

A resposta a inoculacdo com PGPB, ou a sua eficiéncia, esta relacionada a outros
fatores ambientais como tipo de solo, fertilidade, umidade, presenca de outros
microrganismos e matéria organica (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Esta caracteristica
permite que a diversidade da populacdo de microrganismos nativos seja diferente em cada
regido (CABALLERO-MELLADO e MARTINEZ-ROMERO, 1994; TEJERA et al., 2005).

Em um trabalho realizado no Estado do Parana, Magnani et al. (2010) néo
conseguiram isolar bactérias dos géneros Glucanacetobacter, Herbaspirillum, Burkholderia e
Azospirillum de folhas e colmos de cana-de-acUcar. Embora estes autores tenham atribuido
parte do resultado ao fato do meio de cultura utilizado ser muito especifico (LGI), isto mostra
que as condi¢des ambientais do presente estudo podem nao ter favorecido o desenvolvimento
e estabelecimento das bactérias que compdem o mix. As bactérias do mix foram isoladas de
regides com condicdes ambientais diferentes (Estado do Rio de Janeiro) daquelas da regido de
Paranavai, onde foi realizado o presente experimento, o que poderia justificar o menor
desempenho deste inoculante.

No caso do inoculante Triazo, embora as bactérias que o compfem tenham sido
isoladas de raizes de milho, as mesmas foram isoladas/coletadas no Estado do Parana
(HUNGRIA, 2010), ou seja, em uma regido mais proxima daquela onde foi realizado o
presente estudo, e com caracteristicas ambientais diferentes daquelas de onde foram isoladas
as bactérias que compdem o mix.

Corroborando com estes resultados, Roesch et al. (2007), coletando amostras de milho
de diferentes regides no Rio Grande do Sul, encontraram uma grande diversidade de bactérias
endofiticas diazotroficas, particularmente entre comunidades amostradas de diferentes tipos
de solo, regime hidrico e regiGes geogréficas, mostrando ser esta variacdo dependente do
ecossistema avaliado, com influéncia regional sobre a populagéo, incluindo solo e clima.
Dessa forma, as condi¢cbes do ambiente podem ter sido mais favoraveis a espécie A.

brasilense do que as demais espécies que compdem 0 mix.
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Entretanto, os valores de interacdo mostram que o efeito da inoculacdo pode ser
negativo ou positivo, dependendo da familia estudada (Figura 2). Os valores de interacéo
encontrados mostram que ha uma influéncia da familia estudada e tambeém do ciclo avaliado,
cana-planta e cana-soca, indicando novamente que outros fatores podem ter influenciado nos
valores obtidos. As diferencas observadas entre as familias também ja foi verificada por
Lopes et al. (2012) usando diferentes inoculantes a base de A. brasilense. Varios autores
também mencionam que esta interacdo planta-bactéria pode ser positiva ou negativa,
dependendo do gendtipo vegetal e da espécie e/ou estirpe de bactéria (OLIVARES et al.,
1997; MUNOZ-ROJA e CABALLERO-MELLADO, 2003; OLIVEIRA et al., 2006;
PEREIRA, 2011).

Os diferentes valores observados no caractere brix para a interacdo planta-bactéria
também indicam que a selecdo de plantas nessa fase inicial, onde ndo houve adubacédo
nitrogenada, poderia ser uma alternativa a selecéo de clones visando a melhor associacdo com
PGPB. A exemplo da soja, onde a selecdo em solos com baixo nivel de nitrogénio, sem
fertilizagdo, e inoculagdo com Bradyrhizobium, favoreceu a interagdo e foi uma das
responsaveis pelos altos indices de produtividade dessa cultura (ALVES et al., 2003;
ALCANTARA et al., 2009). Lembrando que o brix é uma das principais caracteristicas
avaliadas nessa fase de selecdo, definindo se um genétipo é selecionado ou ndo, além
daquelas visuais (estatura, nimero de colmo por touceira, didametro e resisténcia a doencas)
(MATSUOKA et al., 2005).

Nessas condicbes, onde se verifica efeito significativo para a interacdo familia x
inoculante, a inoculacdo de todas as plantas favoreceria aquelas com interacdo significativa e
positiva, e desfavoreceria aquelas com interacdo negativa. Entretanto, a selecdo de bactérias
nativas com melhor adaptacdo ao ambiente de cultivo poderia favorecer também os resultados

na cultura da cana-de-agucar, assim como foi obtido para a soja (ALVES et al., 2003).

5.5 CONCLUSOES

As 27 familias de cana-de-agucar apresentam resposta positiva e negativa a inoculacéo
com bacterias fixadoras de nitrogénio e promotoras do desenvolvimento vegetal. A resposta
varia dependendo da familia estudada, do inoculante utilizado e da caracteristica avaliada.
Porém, verifica-se repetibilidade dos resultados, indicando que a resposta é a mesma, tanto em

cana—planta COmo em Cana-soca.
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CAPITULO Il - RESPOSTA DE CLONES DE CANA-DE-ACUCAR A
INOCULACAO COM ESTIRPES DE Azospirillum brasilense NA FASE T2 DE UM
PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO.®

RESUMO

A resposta de familias de cana-de-acUcar (Saccharum spp.) a inoculacdo com bactérias
promotoras do crescimento vegetal na fase inicial de sele¢cdo do melhoramento genético, vem
demonstrando que pode haver uma interacdo significativa, positiva ou negativa, entre familias
e bactérias. Entretanto ndo se sabe se esta interacdo em determinada familia presente em fases
iniciais repete-se em fases mais avancadas e se, a reposta dos clones individualmente refletem
realmente a resposta da familia. Dessa forma este trabalho teve como objetivo avaliar a
resposta de 20 clones de cana-de-acUcar, provenientes de 17 familias pré-selecionadas quanto
a resposta a inoculagdo com Azospirillum brasilense, em cana-planta e cana-soca e a
permanéncia das bactérias inoculadas ao longo dos ciclos. Foram usados trés diferentes
tratamentos: um inoculante composto por trés estirpes de A. brasilense, Ab-v5, Ab-v6 e Ab-
v7, denominado Triazo; um inoculante composto apenas pela estirpe 1C26; e o controle, sem
inoculacdo. Os inoculantes foram pulverizados no sulco de plantio, no inicio de cada ciclo,
cana-planta e cana-soca. As avaliacOes realizadas foram: biométrica e tecnoldgica em cana-
planta e cana-soca; niveis de nitrogénio na folha +1 em cana-soca; e analise da populagdo de
bactérias nas raizes e rizosfera a cada quatro meses, em cana-planta e cana-soca.Os valores de
correlacdo de Spearman variaram de acordo com o caractere estudado e ciclo da cultura, tanto
para 0s caracteres biométricos quanto tecnoldgicos. Também se verificou diferenca entre os
teores de nitrogénio na folha +1, dependendo do clone e tratamento utilizado. A populacédo de
bactérias esteve presente durante todo o ciclo da cultura e ndo foi verificada diferenca
estatistica entre os tipos de tratamentos para esta avaliacdo. Os resultados observados
mostraram que houve diferenca na resposta dos clones, dependendo do tratamento utilizado e
sugerem que mais estudos devem ser realizados nesse sentido.

Palavras-chave: interacdo planta-bactéria, nitrogénio, PGPB, FBN

ABSTRACT

The response of the sugarcane families to inoculation with plant growth promoting bacteria, in
the initial phase of the breeding selection, show that there is significant interaction, positive or
negative, between family and bacteria, depending on the family studied. However isn’t
known if this interaction present on initial phase of breeding will repeat in advanced phases
and the response of clones really reflect the family response. For these reasons the present
study has the aim to evaluate the response of 20 sugarcane clones, from 17 pre-selected
sugarcane families, inoculated with Azospirillum brasilense in two cycles of evaluation, in

® Este Capitulo refere-se ao Experimento 3
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plant and first ratoon. The clones were treated with an inoculant (named Triazo) composed
with three strains of A. brasilense, Abv5, Abv6 and Abv7, or with an inoculant composed for
the 1C26 strain, or no inoculated. The treatments were made in furrow, spraying in the
beginning of each cycle. The evaluations made were: biometric and technologic parameters
in plant and first ratoon; level of nitrogen on +1 leaf in first ratoon; and analysis of the
bacteria population on root and rizhosphere every four months, in plant and first ratoon. The
values of Spearman correlation’s varied according to the character studied and the culture
cycle, for both, biometric and technologic characters. There was a difference between the
levels of nitrogen in the leaf depending on the clone and treatment used. The population of
bacteria was present during the whole crop cycle and no statistical difference was found
among the types of treatments for this evaluation. The results observed showed that there are
differences in the response of clones depending on the treatment used and suggest that further
studies should be conducted accordingly.

Key-words: plant-bacteria interactions, nitrogen, FBN, PGPB

6.1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma representante da familia Poaceae, segundo
classificacdo proposta por Cronquist (1981). Essa cultura apresenta altas produtividades de
biomassa, necessitando para isso de altas doses de fertilizantes, principalmente os
nitrogenados (MATSUOKA et al., 2005; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Entretanto, essa cultura tem a capacidade de se associar a bactérias fixadoras de
nitrogénio e promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bactéria — PGPB),
e dessa forma obter parte desse nutriente de forma bioldgica, reduzindo assim a aplicacdo de
adubos nitrogenados (BALDANI e BALDANI, 2005).

Alguns trabalhos tém evidenciado que a inoculacdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio podem reduzir pela metade a necessidade de adubacdo, sem haver perda de
produtividade (PEREIRA, 2011). Afirma-se ainda, que durante muito tempo areas plantadas
com cana-de-agucar foram beneficiadas pela associacdo com essas bactérias, uma vez que foi
observado nessas areas, que mesmo sem a adi¢do da adubagdo nitrogenada ao longo dos
ciclos, ndo foi verificada a deficiéncia de nitrogénio e nem perdas de produtividade
(FUENTES-RAMIREZ et al., 1999).

Os principais géneros de PGPB estudados séo: Azospirillum, Azotobacter, Azoarcus,
Burkholderia, Beijerinkhia, Gluconacetobacter e Herbaspirillum (BALDANI e BALDANI,
2005). Entretanto, esse tipo de associacdo possui menor eficiéncia em relacdo aquela
promovida por bactérias simbidticas, como no caso da soja (MARIN et al., 1999), e por este

motivo a resposta de cultivares de cana-de-agucar a inoculagcdo com bactérias fixadoras de
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nitrogénio é dependente da estirpe, cepa e espécie de bactéria utilizada (REIS JUNIOR et al.,
2000; MUNOS-ROJAS e CABALLERO-MELLADO, 2003; BALDANI e BALDANI, 2005)

Vaérios trabalhos mostraram o efeito dessas bactérias em diferentes gendtipos de cana-
de-agUcar, entretanto, alguns autores enfatizam a necessidade de ndo sé selecionar melhores
estirpes e espécies de bactérias para maximizar esse efeito, mas selecionar o genotipo vegetal,
atraves do melhoramento genético. Além disso, estudos tem demonstrado que a planta exerce
uma fungdo determinante no sucesso da interacdo e atua diretamente nessa associacao
(MUNOS-ROJAS e CABALLERO-MELLADO, 2003; NOGUEIRA et al., 2001; VINAGRE
etal., 2006; CARVALHO et al., 2011).

Pereira (2011) verificou aumento do brix em cultivares de cana-de-agUcar tratadas com
um inoculante composto por cinco espécies de PGPB, bem como diferengas em caracteres
tecnoldgicos de plantas inoculadas, mencionando que os beneficios do uso dessas bactérias
ndo estariam associados apenas ao aumento de biomassa e FBN.

Nesse sentido, Lopes et al. (2012) verificaram que familias de cana-de-agUcar
apresentaram respostas diferenciadas ao tratamento com dois diferentes inoculantes a base de
Azospirillum brasilense. Esses autores estudaram 54 familias de cana-de-acucar e verificaram
que houve efeito da inoculacdo nas familias, podendo ser negativo ou positivo, dependendo do
tratamento e da familia estudada. Porém, ndo foi possivel verificar se esse efeito era constante
(varios ciclos) e se ao selecionar plantas dessas familias, as mesmas apresentariam resposta
semelhantes quando submetidas aos mesmos tratamentos. Esses autores também observaram
interacdo significativa, positiva e negativa, entre tratamento e familia avaliada, indicando que
a inoculacdo com PGPB poderia aumentar o brix das plantas inoculadas, dependendo da
familia estudada.

Com base nesses preceitos, este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de 20
clones de cana-de-agucar, selecionados a partir de 17 das familias estudadas por Lopes et al.
(2012), ao tratamento com dois diferentes inoculantes a base de A. brasilense. Também se
objetivou verificar a permanéncia das bactérias nas raizes e rizomas das plantas ao longo dos

ciclos de cultivo.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local de instalagdo do experimento
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O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Paranavai da Universidade
Federal do Parana, no municipio de Paranavai/PR (23°05°S, 52°27°W, altitude de 503 m), nos
anos de 2010, 2011 e 2012. O clima da regido de acordo com classificacdo de Képpen é o Cfa,
clima Subtropical Umido (Mesotérmico), com temperatura média do més mais quente
superior a 22° C e no més mais frio inferior a 18° C, sem estacdo seca definida, verdo quente e
geadas pouco frequentes (IAPAR, 1994).

O solo da &rea experimental é classificado no Brasil como Latossolo Vermelho
Escuro Distrofico (EMBRAPA, 1999).

O resultado da analise de nitrogénio no solo para cada faixa (tratamento), nas
camadas de 0-20 cm e de 20-40 cm, amostradas na linha e na entrelinha de plantio esta na
Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios para o teor de nitrogénio presente no solo antes da implantacdo do
experimento.

Faixa (tratamento)  profundidade em centimetros  nitrogénio%o

Entrelinha 0-20 0,052855
Entrelinha 20-40 0,061834
Nao inoculada 0-20 0,062858
Nao inoculada 20-40 0,068472
IC26 0-20 0,052690
IC26 20-40 0,052748
Triazo 0-20 0,063609
Triazo 20-40 0,053434

6.2.2 Material vegetal

Clones de diferentes familias de cana-de-agucar provenientes da fase T1 da série 2008
(LOPES et al.,, 2012), que apresentaram quantidade de colmos suficiente em todos os
tratamentos, foram selecionados passando para uma nova fase de avaliagdo, denominada T2
adiantado. Para cada familia foi selecionada uma planta contendo no minimo 15 colmos no
tratamento sem inoculante e com caracteristicas superiores de vigor. As familias escolhidas

estdo na Tabela 2, com os respectivos numeros dos clones.

6.2.3 Campo experimental e tratamentos

Nessa nova fase, cada clone selecionado dentro das melhores familias foi plantado em
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novo campo experimental, com uma repeticdo por tratamento. Cada repeticdo foi constituida
de uma linha de 5 m, contendo 0 mesmo individuo. Ao todo foram selecionadas 17 familias

totalizando 20 clones.

Tabela 2: Relacdo de clones selecionados com o nimero recebido (identificacdo) e a familia
de origem (selecionado em T1).

Clone Cruzamento Fiﬂgé?nqe Clone Cruzamento F%ﬂg;?nde
1 H641881 X RB01616 1 31 RB955114 X RB845197 49
4 RB001622 X RB92579 6 35 RB955114 X RB845197 49
8 RB01616 X H641881 4 37 RB956911 X RB93509 12
12 RB813804 X RB72910 20 40 RB971765 X RB93509 28
15  RB845210 X SP832847 47 43  RB977619 x RB867515 39
18 RB855002 X RB93509 23 47 RB99361 X RB98710 29
20 RB867515 X RB977619 37 49 RB99382 X RB98710 16
21  RB867515 X RB977619 37 52 RB99382 X RB98710 16
26 RB92606 X H566724 36 57 SP835073 X RB92579 2
29 RB93509 X RB845257 7 60  SP853877 X RB931565 48

T Ntmero da familia de acordo com Lopes et al., 2012

O espacamento utilizado foi o de 1,40 m entre linhas e foram utilizadas 18 gemas por
metro linear. Como bordadura foi utilizado o clone RB986419.

O plantio foi realizado em maio de 2010. A adubagéo foi realizada na linha de
plantio, sendo que cada linha de 5 m recebeu 540 g de cloreto de potassio e 180 g de
superfostato simples, sem adicdo de adubo nitrogenado. O manejo seguiu o padrdo para a
cultura da cana-de-aclcar, com aplicacdo de herbicida pré-emergéncia, capinas poés-
emergéncia e sem irrigagéo.

Os tratamentos nessa nova fase foram os mesmos usados na fase anterior (T1 — série
2008) — Experimento 1.

6.2.3.1 Tratamentos

Os clones selecionados de plantas ndo inoculadas na fase T1 (Capitulo 1) foram
plantados em trés linhas de 5 metros cada, sendo que cada linha recebeu os seguintes
tratamentos: TO — controle (sem inoculagdo); T1 — plantas inoculadas com A. brasilense cepa

IC26; T2 — plantas inoculadas com A. brasilense cepas Abv5, Abv6 e Abv7.
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6.2.4 Estirpes utilizadas e inoculantes

As estirpes Abv5, Abv6, Abv7 e IC26 de A. brasilense foram fornecidas pelo
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular a Universidade Federal do Parana
(UFPR), Curitiba, Parana. Os inoculantes foram preparados conforme citado por Lopes et al.
(2012).

6.2.5 Inoculacéo

A inoculacdo foi realizada no sulco de plantio antes do fechamento do sulco. Os
inoculantes foram diluidos em &gua, mantendo-se o pH proximo ao ideal (6,8), com a
aplicacdo de KOH ou HCI para evitar a morte das células, e entdo aplicados com pulverizador
costal no sulco de plantio, calibrado para um volume de 250 | de calda por hectare. A

concentracéo final dos inoculantes foi de aproximadamente 1x10° cfu ml™,

6.2.6 AvaliacOes

As avaliacOes foram realizadas em dois anos de cultivo, cana-planta e cana-soca.
Foram realizadas analises biométricas (em todos os clones), tecnoldgica (para aqueles clones
repetidos nos trés tratamentos), de nitrogénio (para todos os clones) e coletas de solo para

acompanhamento da populacdo de bactérias (trés clones aleatorios).

6.2.6.1 Andlise Biométrica

Os caracteres biométricos avaliados foram: numero de colmos por linha (parcela)
(NC); estatura das plantas (EST), em metros, a partir da primeira folha com o dewlap visivel
até a base do colmo; diametro dos colmos (DIA), em centimetros, no terceiro entrend a partir

da base; brix; e massa média de 10 colmos (M10) em quilos.



96

6.2.6.2 Andlise Tecnoldgica

Para a analise tecnoldgica foram coletados e pesados 10 colmos da parte central da
linha, para evitar o efeito de bordadura. Os colmos foram enviados para Usinas conveniadas
ao Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-aclUcar da UFPR, que realizaram a
avaliacdo dos caracteres tecnoldgicos: pol cana, pureza, fibra, agucar total recuperavel (ATR),
e acucar recuperavel (AR), segundo Pereira (2011):

Pureza — é a porcentagem de sacarose contida nos sélidos solaveis, reflete a relagdo
entre teor de sacarose e todos 0s demais solidos sollveis. A pureza é um parametro calculado
e ndo avaliado por equipamentos.

Pol — representa a porcentagem aparente de sacarose contida numa solucdo de
actcares. E o principal parametro da determinacdo de qualidade da cana-de-aclcar e
corresponde a 14 —24% do total de acUcares da cana.

Fibra — é a matéria insollvel contida na cana. A determinacdo do teor de fibra é feita
a partir do bagaco Umido obtido apds a extracdo do caldo da amostra de 500 g de cana
desfibrada para extragéo do caldo.

Acucares redutores (AR) — acucares (glicose e frutose, principalmente) que
apresentam a propriedade de reduzir o cobre do estado cuprico para cuproso.

Acucar total recuperavel (ATR) — representa a quantidade de aclcares redutores
totais recuperada da cana. E um dos pardmetros do sistema de pagamento de cana implantado

em alguns estados produtores. Esta diretamente relacionado com pol e AR.

6.2.6.3 Analise do teor de nitrogénio nas folhas

A analise do teor nitrogénio foi feita em cana-soca aos nove meses. Foram coletadas
cinco amostras de cada parcela, sendo que cada amostra foi retirada do terco médio da folha
+1 (RAIJ e CANTARELLA, 1997). Apos coletadas, as folhas foram lavadas com &gua
destilada, enxaguadas duas vezes e entdo secas em estufa a 60°C por 48 horas. As amostras
foram enviadas entdo ao laboratorio de Nutricdo Mineral da Universidade Federal de Vigosa

para analise do teor de nitrogénio.

6.2.6.4 Reisolamento da populacéo de bactérias da espécie Azospirillum brasilense
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O reisolamento das bactérias foi realizado a cada trés meses desde o inicio do
experimento. Ao todo foram realizadas quatro amostragens de raiz e rizoma em cana-planta e
trés amostragens em cana-soca. A cada coleta foram retiradas amostras de um clone, sendo
uma amostra de cada tratamento, conforme especificado no iten 5.2.3.1. A relacdo das
amostras com o numero dos respectivos clones esta na Tabela 3.

Os clones foram escolhidos aleatoriamente para amostragem. Sendo que na contagem
final do nimero de colmos, aqueles clones que tiveram colmos destruidos para a coleta de
amostras de raiz, também foram considerados.

As amostras de raiz e de rizoma coletadas foram embaladas em sacos plasticos e

mantidas refrigeradas até o0 momento do preparo das amostras.

Tabela 3: Relacdo de amostras retiradas ao longo do experimento para o reisolamento das
bactérias, nimero dos respectivos clones e meses de coleta em cana-planta.

DATAS DAS COLETAS EM CANA-PLANTA

Agostode Dezembrode Marcode  Julhode Dezembrode  Marcode Julho de

2010 2010 2011 2011 2011 2012 2012

Trat. Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone
Controle 49 12 8 26 49 12 29
1IC26 49 12 8 26 49 12 29
Triazo 49 12 8 26 49 12 29

O preparo das amostras foi realizado no Laboratério de Micropropagacao Vegetal da
Universidade Federal do Parana e a metodologia para reisolamento das bactérias da espécie A.
brasilense foi a mesma descrita por Dobereiner et al. (1995). Para a contagem do ndmero de
células bacterianas foi usada a metodologia do Numero Mais Provéavel (NMP) de acordo com
a Tabela de Maccready, também citado por Dobereiner et al. (1995). Apds transformacéo dos
dados, os mesmos foram representados por logaritmo do ndmero de células por grama de

tecido vegetal (log do n° células g™ tec.).

6.2.7 Andlise estatistica

Na analise dos dados biométricos foi utilizada a correlacdo de Spearman para verificar
se a classificacdo dos clones (ranking), para cada caractere estudado, foi alterada com os
tratamentos. Para a analise dos 20 clones, nos trés tratamentos avaliados e nos dois ciclos, foi
utilizado o software Sigma Plot 11.0. A mesma metodologia foi utilizada para a analise dos
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caracteres tecnoldgicos.

Para a andlise do teor de nitrogénio nas folhas, e para avaliacdo da populacdo de
bactérias presente nas raizes e rizomas, foi realizada a Anova utilizando-se o software Sigma
Plot 11.0.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Anélise Biométrica

Os dados de correlacdo de Spearman para 0s caracteres biométricos avaliados, em
cana-planta e cana-soca, estdo presentes na Tabela 4. Valores significativos e positivos
indicam que houve pouca ou nenhuma diferenca no ranking dos clones quando submetidos a
diferentes tratamentos. Valores ndo significativos indicam que o ranking foi alterado,
entretanto ndo houve um padrdo de resposta (ndo correlacionados). Ja valores significativos e
negativos indicam que o ranking foi invertido, ou seja, aqueles clones que foram os melhores
para determinado tratamento, foram os piores para o tratamento a que foi comparado, e vice-

versa.

Tabela 4: Valores de correlagdo de Spearman entre os tratamentos, para os caracteres
biométricos analisados nos 20 clones de cana-de-agucar, dados de cana-planta e cana-soca.
Estatura da planta (EST), diametro do colmo (DIA), brix, nimero de colmos por metro
(NCM) e massa média de 10 colmos (M10).

CANA-PLANTA

Tratamentos correlacionados Caracteres biométricos

EST DIA brix NCM M10
Controle x IC26 0,232 -0,189 0,652 * 0,479 * 0,405
Controle x Triazo 0,096 0,016 0,583 * 0,483 * 0,144
IC26 x Triazo 0,592 * 0,469 * 0,587 * 0,693 * 0,546 *

CANA-SOCA
Tratamentos correlacionados Caracteres biométricos

EST DIA brix NCM M10
Controle x IC26 0,669 * 0,388 0,759 * 0,248 -0,36
Controle x Triazo 0,704 * 0,480* 0,508 * 0,441 0,070
IC26 x Triazo 0,812 * 0,412 0,451 * 0,049 0,482 *

* Valores de correlagdo significativos a 5% de probabilidade

Como é possivel observar, em cana-planta os tratamentos com 1C26 e Triazo quando

comparados, ndo alteraram de forma significativa o ranking dos 20 clones, independente do
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caractere avaliado. O mesmo resultado foi observado para os caracteres brix e nimero de
colmos por metro, em que ndo houve diferenca significativa no ranking, independente do
tratamento avaliado.

Entretanto, para estatura, diametro e massa média de 10 colmos houve alteracdo no
ranking dos clones quando comparados os tratamento controle com 1C26 e controle com
Triazo.

Porém, em cana-soca 0s resultados ndo permaneceram 0s mesmos, exceto para brix,
em que também ndo houve diferenca significativa para os valores de correlacdo entre os
tratamentos. Também ndo foi observada diferenca no ranking para a variavel estatura. Ja a
varidvel numero de colmos por metro ndo apresentou valores significativos de correlagéo,
indicando que houve alteracdo no ranking dependendo do tratamento. A variavel didmetro
apresentou valor significativo e positivo de correlagdo somente quando se analisou 0s
tratamentos controle e Triazo, enquanto a variavel massa média de 10 colmos apresentou o
mesmo resultado quando se analisou IC26 e Triazo. Os demais valores de correlagdes para
estes dois caracteres ndo foram significativos, indicando que houve alteragcdo no ranking,
dependendo do tratamento utilizado.

Como pode ser observado, os resultados ndo apresentaram um padrao de resposta entre
as colheitas, cana-planta e cana-soca, exceto para o caractere brix. Os valores significativos
indicam que ndo houve alteracdo no ranking, evidenciando que o tratamento, de forma geral,

ndo teve influéncia no desempenho das caracteristicas avaliadas.

6.3.2 Andlise Tecnoldgica

Os valores de correlacdo de Spearman para os caracteres tecnoldgicos avaliados estdo
na Tabela 5.

Como pode ser verificado, houve diferenca significativa para o caractere pol quando se
comparou o tratamento Controle com os tratamentos inoculados, indicando que houve
diferenca entre o ranking apenas quando comparados os dois tratamentos inoculados.
Também néo foi verificada diferenca no ranking para os caracteres fibra e ATR, indicando
que esses caracteres ndo foram influenciados pelo tratamento. J& para o caractere AR, nao
houve diferenca no ranking, apenas quando foi comparado o tratamento controle com o
inoculado com 1C26. Entretanto o caractere pureza apresentou diferenca no ranking em todos

os tratamentos, indicando que houve efeito do tratamento para esse caractere.
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Tabela 5: Valores de correlagdo de Spearman entre os tratamentos, para o0s caracteres
tecnoldgicos analisados nos 20 clones de cana-de-agucar, dados de cana-planta e cana-soca.

CANA-PLANTA

Tratamentos correlacionados Caracteres tecnologicos

Pol Pureza Fibra AR% ATR
Controle x IC26 0,734* 0,407 0,815* 0,565* 0,766*
Controle x Triazo 0,613* 0,123 0,490* 0,152 0,526*
IC26 x Triazo 0,323 0,307 0,608* 0,283 0,471*

CANA-SOCA

Tratamentos correlacionados Caracteres tecnolégicos

Pol Pureza Fibra AR% ATR
Controle x IC26 0,448* 0,0155 0,336 0,015 0,272
Controle x Triazo 0,392 0,0849 0,412 0,085 0,349
IC26 x Triazo 0,501* 0,3200 0,322 0,320 0,362

* Valores de correlagdo significativos a 5% de probabilidade

Em cana-soca observou-se correlacao significativa apenas para o caractere pol, quando
comparados os tratamento controle com IC26 e os dois tratamentos inoculados (Triazo e
IC26), demonstrando que apenas para este caractere e nestes tratamentos ndo houve diferenca
na ordem dos clones. Para os demais caracteres houve diferenca no ranking dos clones,
indicando que dependendo do clone usado ou do tratamento houve aumento ou redugdo nos
valores dos caracteres (Tabela 6).

Verificou-se que houve diferenca nos resultados obtidos em cana-planta e cana-soca,
mostrando que o efeito do tratamento pode ter sido maior no segundo ciclo da cultura, onde o
ranking para a maior parte dos caracteres estudados foi alterado, ou seja, 0 mesmo clone teve
resposta diferente dependendo do tratamento recebido.

Devido a falta de repeticGes, por ser experimento realizado em fase incial de sele¢éo,
com pequena quantidade de colmos disponiveis, ndo foi possivel comparar os resultados
obtidos em nivel de familia (Experimento 1 — Capitulo 1) com os resultados obtidos na
avaliagéo dos clones (Experimento 3). Sendo assim, ndo foi possivel verificar se a resposta a

inoculacéo realizada nas familias se repetiria nos clones provenientes dessa familia.

6.3.3 Analise de Nitrogénio

Os valores medios para os teores de nitrogénio nas folhas dos clones de cana-de-
acucar (cana-soca), de acordo com os tratamentos, estdo na Tabela 6.
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Tabela 6: Teores médios de nitrogénio na folha +1 dos 20 clones de cana-de-agucar, nove
meses apos o plantio, de acordo com os tratamentos analisados em ciclo de cana-soca. .

Tratamento Média* para os teores de nitrogénio (g kg™)
Triazo 11,52 b

IC26 13,87 a

N&o inoculado 14,50 a

CV% 15,44

Média geral 13,30

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados mostraram que houve diferenca significativa entre os tratamentos ao
nivel de 5% de probabilidade. Entretanto a resposta obtida foi diferente daquela esperada, uma
vez que plantas inoculadas com Triazo apresentaram menor teor de nitrogénio (11,52 g kg™)
em relacdo ao controle ndo inoculado, e plantas inoculadas com 1C26 apresentaram valores

inferiores (13,87 g kg™) em relagéo ao controle (14,50 g kg™*), resultado este ndo significativo.

Teores de N em cana-soca

1 4 8 12 15 18 20 21 26 29 1 35 37 40 13 47 49 52 57

Clones

)
—_ — r~ ~
[~ w o w

Teor de N (g kg!

wn

B Nio moculado ®IC26 ®Thazo

Figura 1: Teores de nitrogénio na folha +1 em 20 clones de cana-de-acucar. Amostras
coletadas 9 meses ap0s o plantio em ciclo de cana-soca.

Embora a média geral tenha mostrado que plantas ndo inoculadas apresentaram maior
teor de nitrogénio na folha, os resultados para cada clone foram diferenciados, como pode ser
observado ma Figura 1. Os clones 1, 18, 26, 31, 35, 37, 52 e 60 apresentaram valores
superiores para o teor de nitrogénio quando inoculados com IC26, enquanto apenas o clone 4
apresentou melhor resposta quando inoculado com Triazo. Os demais clones apresentaram

resultados superiores quando ndo inoculados, demonstrando a interacdo gendétipo-bactéria.

6.3.4 Reisolamento das bactérias

60
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Os resultados obtidos nas coletas e reisolamento das bactérias (NMP) ao longo dos
dois ciclos de cultivo, cana-planta e cana-soca, foram organizados de duas formas: a
populacdo média de acordo com os tratamentos recebidos ao longo dos ciclos; e a populagdo

média considerando-se todas as coletas e de acordo com os tratamentos recebidos.

6.3.4.1 Populacéo das bactérias ao longo dos dois ciclos de cultivo

Como pode ser observado na Figura 2, a populacdo de bactérias esteve presente nos

clones de cana-de-agUcar em todas as épocas de coleta e em todos os tratamentos observados.
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Figura 2: Populacdo de bactérias da espécie Azospirillum brasilense em amostras de raiz e
rizoma, coletadas a cada trés meses, ao longo de dois anos de cultivo, cana-planta (A) e cana-
soca (B), de acordo com os diferentes tratamentos. Valores em log do n° de cfu.g™ de tecido.

Pelos graficos da Figura 2, verifica-se que a populacdo de bactérias em cana-planta

permaneceu constante nos periodo de agosto de 2010 a dezembro de 2010, havendo variagdes
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em marco e julho de 2011, dependendo do tratamento utilizado. Plantas ndo inoculadas
apresentaram uma menor populacdo em marco de 2011 (2,97) e aumento em julho de 2011
(4,73). Ja plantas tratadas com IC26 apresentaram valores mais baixos em julho de 2011
(2,65), enquanto plantas inoculadas com Triazo apresentaram valores de populacéo
constantes.

Em cana-soca as plantas ndo inoculadas apresentaram reducéo da populacéo ao longo
do tempo, enquanto plantas tratadas tanto com IC26 quanto com Triazo, apresentaram
aumento em margo de 2012 e depois uma redugdo em julho de 2012.

Entretanto, independente do tratamento utilizado (ndo inoculado, Triazo ou 1C26) o
comportamento da populacdo foi semelhante ao longo do ano, indicando que as populactes
nativas e inoculadas apresentaram respostas semelhantes as condi¢cdes ambientais, ao longo do
ciclo da cultura.

As datas de coleta foram realizadas com espaco de trés meses ndo somente com o
objetivo de verificar a presenca das bactérias, mas também para verificar a dinamica da
populacéo ao longo das estagdes do ano. Os resultados em cana-soca mostraram que durante o
periodo proximo ao inverno houve uma reducdo da populagdo. Entretanto esses resultados ndo
foram significativos, indicando que, embora haja reducdo da populacdo nesse periodo, a
mesma volta a crescer nos periodos mais quentes do ano (verdo).

Em cana-planta ndo foi observada a mesma tendéncia, entretanto outros fatores podem
ter influenciado o resultado obtido, como a prépria metodologia utilizada.

Estes dados ndo sdo suficientes para demonstrar a eficiéncia das bactérias e sua
atividade durante o ciclo da cultura, entretanto mostram a capacidade das mesmas de
sobreviverem no solo e permanecer na raiz e rizosfera da planta mesmo ap6s o corte da parte
aerea e mesmo apos o inverno, onde a temperatura minima média fica em torno de 18°C.

As populagdes detectadas em plantas ndo inoculadas mostram que ha a presenca de
bactérias nativas, provavelmente da mesma espécie, indicando também que as condi¢des do

ambiente sdo favoraveis a espécie.

6.3.4.2 Populacéo de bactérias da espécie Azospirillum brasilense em raizes e rizomas dos

clones de cana-de-agUcar

A concentracdo da populacdo nos diferentes tratamentos (média) pode ser observada
na Figura 3, onde sdo apresentadas as médias das populac@es de bactérias nos clones de cana-
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Figura 3: Valores médios da populacéo de bactéria de acordo com o tratamento utilizado, ndo
inoculado, IC26 e Triazo, no rizoma e raiz de clones de cana-de-acUcar. Média feita com base
em 21 amostras e 7 coletas.

Como pode ser observado na Figura 3, ndo houve diferenca significativa na populagéo
de bactérias independendo do tratamento utilizado e do tecido de onde foi isolada, raiz ou
rizoma.

Entretanto, mesmo ndo havendo resultado significativo, a populacdo presente nos
tecidos da raiz, em média, mostrou-se maior em relacdo a do rizoma, e plantas inoculadas
mostraram uma populacdo também um pouco maior em relacdo a plantas ndo inoculadas,
exceto aquela no rizoma de clones tratados com 1C26 (Figura 3).

Ja nos tecidos da raiz, verificou-se que plantas inoculadas tanto com IC26 quanto com
Triazo apresentaram uma populacdo maior em relacdo a plantas ndo inoculadas. Essa
informacdo mostra que para estes clones, a inoculacdo foi eficiente no aumento da populagéo

de bactérias na regido da raiz, entretanto nao alterou a populag¢do no rizoma da planta.

6.4 DISCUSSAO

6.4.1 Andlise biométrica
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Na analise biométrica, para o caractere brix (Tabela 5), os tratamentos ndo alterararam
o ranking dos clones de cana-de-aclcar tanto em cana-planta como em cana-soca. Estes
resultados sdo diferentes daquele observados nos experimentos realizados com familias, em
que esse caractere apresentou diferenca significativa para a interacdo planta-bactéria (LOPES
et al., 2012). Porém, vale ressaltar que o caractere brix apresenta alta herdabilidade, sendo um
dos caracteres mais estaveis (FERREIRA et al., 2005; LEITE et al., 2006; MELO et al.,
2006), o que pode, em parte, explicar tal resultado. Entretanto, como o efeito da inoculagéo
pode ser positivo ou negativo, a diferenca entre clones pode influenciar neste resultado,
diferenca individual, onde alguns clones apresentaram melhoria com a inoculagdo enquanto
outros tiveram efeito negativo.

J& o caractere numero de colmos por metro ndo apresentou diferenca na ordem dos
clones em cana-planta, entretanto em cana-soca verificou-se diferenca para todos 0s
tratamentos correlacionados. No entanto, de forma geral ndo houve um padrdo na resposta dos
clones aos tratamentos. Este resultado pode ter sido em parte, provocado pelo fato de nao
haver repeticdo para os tratamentos utilizados e também devido ao grande nimero de fatores
envolvidos nesse experimento.

Houve efeito dos tratamentos na estatura das plantas em cana-planta, mas 0 mesmo
ndo foi observado em cana-soca, corroborando com a afirmacdo de Vitti (2005), de que o
efeito de bactérias promotoras de crescimento € maior em cana-planta do que em cana-soca, 0
que poderia explicar a auséncia de correlacdo encontrada para esse caractere em cana-soca.
Essa afirmacdo também corrobora com Faroni (2004) que menciona que o sistema radicular
em cana-planta € mais superficial e apresenta maior volume em rela¢do a cana-soca, 0 que
promoveria menor quantidade de exudatos nas raizes e menor interagdo com microrganismos
em cana-soca. Os compostos de carbono exudados pela raiz sdo importantes no
reconhecimento e inicio da associagdo planta-bactéria (KENNEDY, 1999; HARTMANN et
al.,, 2008), dessa forma, quanto menor a quantidade de compostos exudados, menor
associagdo, o que poderia explicar em partes os resultados obtidos.

Ja o caractere massa média de 10 colmos apresentou diferenca no ranking, sempre que
foram comparados os clones inoculados com os ndo inoculados, caracteristica que pode
influenciar diretamente na produtividade da cultura, indicando que é importante a realizago
de mais estudos nesse sentido, tentando determinar quais 0s clones apresentaram resposta

positiva e negativa a inoculacao.
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6.4.2 Analise tecnologica

O resultado da andlise tecnolégica mostrou que o efeito para pureza e AR foram os
mesmos para cana-planta e cana-soca. A pureza € um fator determinante para a qualidade do
caldo na cana-de-acucar, refletindo no rendimento. Dessa forma, os resultados obtidos séo de
grande importancia, uma vez que mostraram que o tratamento influenciou o ranking dos
clones para esse caractere. Pereira (2011) menciona que o papel da adubagéo nitrogenada na
qualidade tecnoldgica da cana-de-agucar € discutido por alguns autores, sendo que tanto o
excesso como a falta de nitrogénio tem influéncia na qualidade tecnoldgica dos colmos. O
mesmo autor também verificou aumento na pureza do caldo na cultivar SP80-3280 inoculadas
com cinco espécies de PGPB (90,65%), quando comparado com plantas ndo inoculadas
(88,25%).

Nesse sentido, mais andlises devem ser realizadas tentando identificar quais 0s
tratamentos que favoreceram o aumento da pureza e se a inoculagdo ndo promoveu efeito
negativo, uma vez que na média, plantas inoculadas apresentaram menor quantidade de
nitrogénio nas folhas que o controle (ndo inoculado).

O resultado observado para 0 AR em relacdo ao ranking dos clones também tem
significativa importancia, pois o0 AR é um fator que influencia na qualidade do caldo. Segundo
Fernandes (2000) os acgUcares redutores sdo precursores de cor no processo industrial de
acucar, isto €, intensificam a cor do acuUcar, depreciando sua qualidade. Como os tratamentos
tiveram efeito nesse pardmetro, mostrado pela diferenca no ranking, é preciso conhecer em
que condiges (tratamento e clone) esse efeito foi positivo ou negativo.

Em relacdo ao caractere pol, foi observada diferenca no ranqueamento dos clones
somente em cana-planta, quando foram comparadas plantas inoculadas com 1C26 em relacao
a plantas néo inoculadas, e em cana-soca, quando foram comparados os clones tratados com
IC26 com aqueles tratados com Triazo. Esse resultado mostra que houve menor influéncia do
tratamento nesse parametro.

Ja para fibra verificou-se que ndo houve resposta diferenciada dos clones em relacéo
aos tratamentos, o que nao foi observado em cana-soca. Pereira (2011) também observou
diferenca no teor de fibras de sete cultivares de cana-de-agucar inoculadas com PGPB, sendo
que apenas duas apresentaram resposta significativa, mostrando que este fator também pode
ser afetado pela inoculagéo, sendo que esta resposta foi atribuida a correlacdo brix-fibra.

Pereira (2011) também encontrou valores diferentes para 0s demais caracteres
tecnoldgicos das sete cultivares de cana-de-agucar, quando comparou plantas inoculadas com
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plantas ndo inoculadas, sendo que determinadas cultivares responderam positivamente a
inoculacéo e outras de forma negativa, corroborando com os resultados do presente estudo.

Como pode ser observado, os clones ndo apresentaram um padréo de resposta entre as
colheitas, cana-planta e cana-soca, tanto para caracteres biométricos quanto tecnoldgicos.
Entretanto o baixo nimero de repeticdes pode ter influenciado na resposta, além de outros
fatores ambientais envolvidos.

Sabe-se que a interacdo planta-bactéria € dependente do genoétipo da planta, da espécie
e estirpe da bactéria, da presenca de outros microrganismos e das condi¢cbes ambientais
(BALDANI e BALDANI, 2005). Grande parte dos experimentos utilizando PGPB mostram
resultados diferentes e, alguns fatores como tipo de solo em estudo, condi¢Bes climaticas,
ciclo da cultura, matéria organica, microrganismos, umidade do solo, entre outros estdo
envolvidos (BASHAN et al., 1995; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; MOUTIA et al., 2010).
Fatores estes que ndo podem ser controlados em um experimento em campo, e que podem
influenciar na resposta dependendo do ciclo da cultura e condi¢cGes ambientais.

Dessa forma, mais estudos avaliando os efeitos da inoculagdo de PGPB em caracteres
tecnoldgicos e biométricos, com maior nimero de repeti¢des, sdo de grande importancia para

confirmar os resultados verificados no presente estudo.

6.4.3 Anélise de Nitrogénio

Os valores médios para os teores de nitrogénio nas folhas dos clones de cana-de-
acucar (13,3 g kg™) estéio abaixo dos padrées mencionados como adequados, de 18 a 25 g kg™
(RAIJ et al., 1996). Este resultado pode ser explicado pelo fato de que as plantas avaliadas néo
receberam nenhum tipo de adubacéo nitrogenada durante os dois ciclos de cultivo. Entretanto,
esperava-se que plantas inoculadas com A. brasilense apresentassem valores superiores as
plantas ndo inoculadas, o que n&o foi observado.

Ainda que a espécie A. brasilense ndo seja considerada a espécie preferencial para a
fixacdo bioldgica de nitrogénio, os valores superiores para o teor de nitrogénio nas folhas em
plantas ndo inoculadas (14,50 g kg™) ndo era esperado. Porém, ndo se verificou diferenca
significativa entre a média das plantas ndo inoculadas (14,50 g kg™) em relagdo as tratadas
com 1C26 (13,87 g kg™), que tem atividade constitutiva da nitrogenase (Tabela 7).

Baldani et al. (1987) também encontraram valores menores de nitrogénio (%) na

palhada de trigo quando avaliaram plantas submetidas a dois niveis de adubacdo 15 e 60 kg
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ha*, inoculadas com um mix composto por A. amazonense (Cd) e A. brasilense (Sp7) (0,83 e
0,92, respectivamente), quando comparado com o controle ndo inoculado (0,85 e 1,00). Os
autores atribuiram este resultado ao fato desta estirpe substituir a populacdo nativa do solo e,
consequentemente, aumentar a capacidade de desnitrificacdo, reduzindo a absorcdo de
nitrogénio pela planta. Porém, no caso do presente estudo ndo foi observada diferenca na
populacdo de bactérias quando se comparou plantas inoculadas e ndo inoculadas (Figura 2),
bem como néo foi avaliada a presenca da bactéria em amostras puras de solo.

Entretanto, quando se observa os valores para cada clone de forma individual, verifica-
se gue alguns apresentaram melhor resposta que outros, indicando que pode haver o efeito do
gendtipo vegetal na absorcdo de nitrogénio e na resposta a inoculacdo. Esse resultado
corrobora com muitos outros que também mostram diferenca na resposta dos gendtipos a
inoculacdo com bactérias diazotroficas. Moutia et al. (2010) também verificaram teores de
nitrogénio mais baixos nas raizes (36,7 mg), parte aérea (513,2 mg) e na planta toda (549,9
mg) da cv 570 de cana-de-acucar inoculadas com A. brasilense, enquanto as plantas ndo
inoculadas apresentaram valores de 48,5, 551,4 e 599,9 mg de nitrogénio nas raizes, parte
aérea e planta inteira, respectivamente. No entanto, os mesmos autores verificaram teores
maiores de nitrogénio nas raizes (33,5 mg), parte aérea (456,1 mg) e planta inteira (489,6 mg)
em plantas inoculadas quando comparadas com as ndo inoculadas, 33,5 mg, 456,1 mg e 489,6
mg na raiz, parte aérea e planta inteira, respectivamente, quando avaliaram a cultivar M
1176/77.

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados é que foi avaliado apenas o teor
de nitrogénio nas folhas e ndo na planta inteira, uma vez que nao foi realizada andlise
destrutiva. Normalmente os trabalhos com esse tipo de bactéria utilizam a analise da planta
inteira (colmo e folhas) para estimar os teores de nitrogénio. Sendo assim, é possivel que a
concentragdo do nitrogénio nas outras partes da planta (colmo e raiz) tenha apresentado
resultados diferentes.

Ainda poderia ser associado os teores de nitrogénio encontrados nas folhas com os
teores de nitrogénio no solo, entretanto as amostras de solo coletadas antes e durante a
conducdo do experimento mostraram homogeneidade nos teores desse elemento, tanto na
camada de solo de 0-20 cm como na de 20-40 cm (Tabela 1). De qualquer forma, um maior
namero de repeticGes para cada clone e a andlise em mais de um ciclo seria muito importante

para confirmar os resultados obtidos.
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6.4.4 Comportamento da populacédo das bactérias ao longo dos dois ciclos de cultivo

Geralmente espera-se uma reducéo da populacéo de bactérias ao longo do tempo, apds
a inoculacdo e, principalmente, apds o inverno (coletas realizadas no més de julho). Mufioz-
Roja e Caballero-Mellado (2003) verificaram uma reducéo na populacéo de diferentes estirpes
de G. diazotrophicus em 5 variedades de cana-de-acucar, quando realizaram coletas aos 30,
60, 105 e 170 dias ap0s a inoculagdo, o que nao foi observado no presente estudo. Entretanto
vale ressaltar que em seu trabalho, esses autores utilizaram plantas micropropagadas e
condi¢des ambientais controladas, diferentes daquelas utilizadas nesse trabalho.

Ja Bashan et al. (1995), avaliando a sobrevivéncia de estirpes de A. brasilense (Sp245
e Cd) em 23 diferentes tipos de solo, ndo observaram reducéo significativa da populacéo de
bactérias 45 dias apds a inoculagcdo em plantas de trigo, concordando com os resultados
obtidos no presente estudo. Porém, esses autores verificaram que na auséncia da planta, a
populacdo foi reduzida de forma gradativa e significativa, sendo que a velocidade foi diferente
para cada grupo de solo (regido de origem) estudado. Os resultados obtidos em relacdo ao
aumento e reducdo da populacdo estdo mais proximos dos observados por Reis Junior et al.
(2000) que, avaliando a populacdo nativa de A. brasilense em diferentes gendtipos de cana-de-
acucar, verificaram valores diferentes dependendo da época do ano e do gendtipo estudado,
sendo que estes valores ficaram em torno de 10* a 10° cel.g™.

Bashan et al. (2004) afirmam que populacdes em torno de 10° e 10° cel.g™* (5 e 6 log
de cfu.g® de tecido fresco, respectivamente) seja suficiente para promover os efeitos
benéficos as plantas, valores estes maiores que 0s encontrados nos clones de cana-de-agUcar
utilizados no presente estudo (4 e 5 log de cfu.g™ de tecido fresco, ou seja 10* e 10° cel.g™).
Essa diferenca na populagdo pode ser um dos motivos pelos quais ndo foi verificado um
padrdo na resposta dos clones estudados & inoculacdo, tanto para caracteres biométricos
guanto para a resposta ao teor de nitrogénio, uma vez que esses niveis estdo proximos aqueles
encontrados em condi¢6es naturais (REIS JUNIOR et al., 2000).

6.5 CONCLUSOES

Os clones de canade-agucar apresentam respostas diferenciadas de acordo com
tratamento utilizado e ciclo, tanto para caracteres biomeétricos quanto para caracteres

tecnoldgicos, e para o teor de nitrogénio nas folhas. A populagdo de bactérias encontra-se
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presente durante os dois ciclos de avaliacdo em concentracdo préxima a 10° em todos os
tratamentos. Ndo ha diferenca significativa na populacdo para os tratamentos e tecidos

avaliados, rizoma e raiz.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que houve interacdo significativa entre as familias de
cana-de-acucar estudadas e as PGPB utilizadas, em fases iniciais do programa de
melhoramento genético de cana-de-agUcar, e que a magnitude desta interacdo depende
também do caractere estudado e do ciclo avaliado.

O caractere brix mostrou ser o mais indicado no estudo da interacdo de plantas na fase
inicial de selegdo (T1). Entretanto, quando foi avaliado o efeito do brix em clones na fase
mais avancada (T2 adiantado) o resultado ndo se repetiu, pois ndo foi observada diferenca no
ranking das plantas quando estas foram submetidas aos diferentes tratamentos, como era
esperado.

Sendo assim, mais estudos seriam necessarios para avaliar essa interacdo. E
necessario, ainda, se avaliar o efeito genético e ambiental nos resultados obtidos, uma vez que
em T1 a variabilidade genética é alta.

O numero de familias utilizadas nos Experimentos 1 e 2 foi muito alto, dificultando a
avaliacdo e a realizagdo de um maior nimero de analises. Outro fator a ser mencionado é que
0 numero de individuos por familia foi baixo, diminuindo a representatividade de cada
familia. Dessa forma, o efeito genético pode ter sido confundido com o efeito do tratamento,
devido a pequena quantidade de individuos por familia associadas a alta variabilidade
genética nessa fase.

Nesse sentido, sugere-se a reducdo do nimero de familias e 0 aumento do nimero de
repeticOes a serem utilizadas para facilitar o estudo da interacao.

Na etapa seguinte de selecdo (T2 adiantado), os clones selecionados apresentaram
respostas diferenciadas de acordo com tratamento, caracteristica avaliada e ciclo da cultura. A
populacdo de bactérias esteve presente durante os dois ciclos estudados, em concentracéo
adequada (10° cfu g™), em todos os tratamentos e nos diferentes tecidos avaliados.

Nessa segunda etapa 0 nimero de repeticbes também n&o foi o ideal. O numero de
repeticdes ficou reduzido para cada clone e ndo houve repeticdo para 0 mesmo clone em cada
tratamento. Isso dificultou a analise dos dados, mostrando variacdo nos valores dos caracteres

avaliados para 0 mesmo clone. Por este motivo, ndo foi possivel analisar se, o resultado obtido
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em T1, em familia, repetiu-se em T2 (adiantado), nos clones. Nesse sentido, também se
recomenda o aumento do nimero de repeticdes nessa fase e o aumento do numero de
individuos (clones) por familia em outros trabalhos.

Outra possibilidade nesse tipo de estudo seria o direcionamento de cruzamentos
usando cultivares comerciais, que ja mostraram ser responsivas a inoculacdo com PGPB, e
avaliar a resposta das progénies provenientes desses cruzamentos, e posterior comparagdo dos
clones selecionados com 0s pais quanto a resposta a inoculagcdo. Também poderiam ser
utilizadas plantas modelo como controle, como a Chunee (Saccharum barberi Jeswiet)
considerada pouco responsiva e Krakatau (Saccharum spontaneum), considerada responsiva.

Em relacdo aos inoculantes utilizados, alguns fatores podem ter influenciado nos
resultados, principalmente os ambientais, como a microbiota nativa, que em alguns casos pode
ser prejudicial ao estabelecimento das espécies inoculadas. Ambos inoculantes j& foram
utilizados em experimentos in vitro, em casa de vegetacdo e a campo. O inoculante a base de
Azospirillum brasilense ja foi utilizado em varios experimentos na cultura do milho, mas
pouco utilizado em cana-de-agucar, enquanto o mix da Embrapa é especifico para a cultura da
cana-de-acucar. Entretanto, como observado nos resultados do presente estudo, o inoculante a
base de A. brasilense mostrou-se mais eficiente na promocgéo do crescimento em relagcdo ao
mix. Nesse sentido, a determinacdo do inoculante a ser usado também é um fator importante,
sendo necessarios mais estudos nesse sentido.

Ainda pode ser mencionado que nas condi¢Ges onde foi realizado o presente estudo,
ndo foi possivel verificar se as bactérias presentes nas amostras coletadas eram as mesmas
inoculadas. Sabe-se que o reisolamento das bactérias inoculadas em plantas em experimentos
de campo é uma tarefa dificil, ainda mais pela existéncia de bactérias nativas no solo, muitas
vezes da mesma espécie. Varios trabalhos foram desenvolvidos usando-se bactérias marcadas
ou transformadas por genes marcadores, com o objetivo de verificar a presenca das mesmas
nos tecidos vegetais. Dessa forma, esta técnica poderia ser uma eficiente solucdo na analise da
sobrevivéncia das bactérias no campo e nos tecidos vegetais.

O acompanhamento da populacéo ao longo do ciclo da cultura, inclusive apos o corte
em cana-planta e na rebrota, também seria um fator que poderia explicar as diferentes
respostas em cana-planta e cana-soca, bem como a diferenga observada em diferentes clones e
na eficiéncia dos inoculantes, também sendo sugerida.

Em relacdo ao nitrogénio, embora ainda n&o exista uma anélise padrdo para determinar
a quantidade de nitrogénio efetivamente fixado de forma bioldgica, a analise da concentracao

de nitrogénio nos tecidos vegetais é recomendada. Mesmo que a FBN ndo seja mais
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considerada como sendo o Unico beneficio promovido por essas bactérias, a maximizacao
desta ainda é de grande interesse. Dessa forma, sugere-se que na analise do teor de nitrogénio
seja utilizada a planta inteira, para que seja avaliado o teor total desse elemento. Também é
recomendado o célculo do balanco de nitrogénio no sistema, para auxiliar na compreensdo da
resposta das plantas, e sem desconsiderar o teor do nitrogénio presente em outras formas
(mineral, organica, etc.).

De forma geral, sugere-se que a repetibilidade dos resultados seja maximizada, e as
metodologias aperfeicoadas, para que em proximos estudos sejam obtidos resultados mais
conclusivos, dando novos subsidios ao melhoramento de cana-de-agUcar, visando maior

resposta a FBN e a associacdo com PGPB.
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Abstraet: The capacity of the sugarcane plant to respond to Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) is
associated with both the efficiency of the bacterial strain and the capacity of the plant to respond to
moculation. For this reason, the appropriate selection of both the bacterial stram and the sugarcane genotype
18 required for generating optimal results from PGPR inoculations. To address this issue, this study sought to
evaluate the response of 54 sugarcane families to inoculation with Azospirillum brasilense stramns. In particular,
four months after germination, 54 families from crosses between clones of sugarcane were treated either
with an inoculant named Triazo, which was composed of a mixture of the Abv3, Abva and Abv7 strains of
A. brasilense, or with the TC26 strain of 4. brasilense, The treated plants were then planted in fields. These
plants were assessed 14 months after they had been planted on the basis of various productivity parameters.
Significant differences among the inoculants were observed for stalk length, stalk diameter and Brix. Sigmficant
interactions between the families and bacteria occurred with respect to stalk diameter and Brix; the interaction
coeflicients could have either positive {0.7272 for Brix and 0.4061 for stalk diameter) or negative (-0.5514 for Brix
and -0.1858 for stalk diameter) values, depending on the family and the inoculant that were considered
Therefore, the inoculation of the seedling in the first phase of selection is recommended for a sugarcane
breeding program that seeks to select genotypes with better responses to PGPR mmoculation

Kev words: Plant-bacteria interaction, PGPB, plant breeding, dzospirillum brasilense, nitrogen-fixing bacteria

INTRODUCTION

The gems Azospirillum contains the most
extensively studied Plant Growth Promoting Rhizobacteria
{PGPR), which are known to enhance the vield of
different erop plants (Bashan and Holguin, 1597). The
Azospirillum brasilense species 18 considered to be a
rhizobacterium (Broek et of . 1993, Assmus ef al, 1995)
that engages in associative symbiosis with various
host plants (Bashan et af., 2004). The species was first
described as Spivillum lipoferim (Dobereiner and Day,
1976) and was  subsequently  reclassified as
Azospiritlum  brastlense in 1978 (Tarrand et af., 1978),
since 1978, it has been studied for its capacity to fix
nitrogen (Bashan and Bashan, 2011),

In addition to nitrogen fixation, these bacteria may
also provide other beneficial biological effects to plants
{Bashan ef @, 1990; Verma ef al, 2010), such as

increasing phytohormone activity, promoting root system
proliferation, enhancing the water and mineral uptake of
the plant, solubihzing phosphates and mobilizing
minerals. Recently, other mechamsms have also been
discovered and attributed to this bacterium, including the
sorting of small molecules and enzymes, the enhancement
of membrane actwity and proton efflux, the direct and
indirect biclogical control of numerows phytopathogens
and the mitigation of environmental stressors of plants,
such as salt (Bashen and Bashan. 2011) and drought
stress (Arzanesh et al., 2009).

For these reasons, research has been conducted that
seeks to select more effective strams of Plant Growth
Promoting Bacteria (PGFB)  (Schloter and
Hartmann, 1998; Shaukat efal. 2006, Hungria efal.,
2010, Keyeoet al., 2011). However, the results of this
research demonstrated that the capacity of PGPB strain to
fix mutrogen and promote plant development iz variable

Corresponding Author: Valeria Rosa Lopes, Department of Plant Scignce and Crop Protection, Federal University of Parana,
Funcionatios Street, 1540, Curitiba, Parana, Brazil
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(Bashan and Levanony, 19907 and certam results
emphasize that the necessity to select not only the
bacteria strain but also the plant genotype (Munos-Rojas
and Caballero-Mellado, 2003; De Oliveira ef al., 2006).

The interactions between plants and bacteria depend
on the plant genotype, the species and strain of bacteria
that are involved, the presence of other microorganisms
and the environmental conditions (Baldani and Baldani,
2005, Olweira ef al., 2009). Various experiments have
emphasized that the plant genotype exerts an mmportant
effect on the plant-bacteria interaction. However, few
mvestigations have been conducted with the amm of
selecting gramineous plant genotypes that respond well
ta inoculation with PGPB, although, this topic has been
addressed in the context of maize (De Mendonca et af.,
2004), wheat (Sala ef al, 2007) and rice (Ladha ef al.,
1987).

At present, PGPB-related studies of sugarcane are
focused on evaluating the responses of commercial
varieties to inoculation with PGPB (Ceelho ef al , 2003,
Hari and Srimivasan, 2005). The selection of genotypes
that have positive mteractions with the bactena is not a
primary objective of sugarcane breeding programs,

However, the acquisition of knowledge regarding the
different responses of sugarcane families to noculation
with PGPR during the initial phase of sugarcane breeding,
which features greater genetic variability, can facilitate an
understanding of the nature and magmnitude of these
interactions, This understanding can help researchers
structure future studies and breeders plan new strategies
of selection. Thus, the purpose of tius study was to
assess the responses of different sugarcane crosses

{(families) to inoculation with A. brasilense in the initial
phase of a sugarcane breeding program, thereby allowing
tor the selection of the most responsive families.

MATERIALS AND METHODS

Site description and field management: The experiment
was conducted at the Paranaval Experimental Station of
the Federal University of Parana (UFPR), m the city of
Paranaval'FE, Brazil (23°05° S, 52°27"W, altitude 503 m),
during 2009 and 2010, According to Koppen’s
classification system, the climate type at the experimental
station 1s Cla (TAPAR 1994). The soil m the experimental
station is classified as a Ferralsol (Dystric) (FAO, 2006).
The main chemical characteristics of the soil at the start of
the experiment are 1llustrated in Table 1.

Plant material: This study used seeds (caryopses) from
53 biparental crosses and one polycross between
sugarcane clones; these crosses were performed in the
“Serra do Oure” Crossing Station m 2008 (Table 2). The
seeds were germinated m November 2008 in a greenhouse
with contralled irrigation and temperature (30°C+2), using
plastic trays containing Plantmax® as a substrate.

At 30 days after sowing., the seedlings were
transplanted to individual cells (60 em™ in Styrofoam
trays which were left in the shade (50%). At four
months after sowing, the plants were first treated with
A. brasilense inoculants, then left in the shade (50%) for
seven additional days and subsequently transplanted to
the fleld (the first phase of a sugarcane breeding

program’}

Table 1: The chemical properties of the soils (0-40 crm) used in this experiment

pH iCaCl) Al cmol H+al (dm—) Ca Mg K CEC Tege BS (%) N Cigdm™) P
645 (.00 2025 065 095 002 3539 1.58 43.57 010 11.97 10.72
CEC: “Caticn exchange capacity = H AR CatMgtE, Total CEC: Tepe = Ca+MgtE BS: Base saturation = (T,,./CEC)y> LK)

Tahle 2: The relationships of the parents and crosses (femalexmale) that produced the 54 sugarcane Families studied in this experiment

Farnily Cross (Ternale=<male) Farnily Cross (Termnale<male) Farnily Cross (fernalexmale)

1 Hi&4-1881 =RBY2579 19 RBOOIRG-SPT0-2313 37 EBS67515-RBOTTa19
2 8PR3-5073«RBO2579 20 RE813804=RET2910 38 EB&55511 "RB92606
3 RB951 560-REBS6TS1S 21 RBO77625<REOOS004 39 EBO66928-RBOIS85
4 EBM A16-HA4-1881 22 RERHO826-RB835(033 40 SPR3-2847-RB855546
5 REOO3868P01-1040 23 RB8550:(2=EBO3509 41 EB855536=RBYIS268
[ RBOOL 921 ~RBY2579 24 EB96692 1 polycross 42 EB855003=8P7T-5181
7 RBO3S(=RBSI5257 25 REBS61012=RBI31G11 43 EB855113=8P7T-5181
8 RBOTT662-REI25T9 26 BB 15To=RBIS1 555 A EBO28345-RBY35686
o RES45210=RBA31003 27 RBITTo19=-RB8aTI 1S 45 RBT2454=RBIS101S
10 RBEM15T2=RBAINTO 28 FFR0-1 842 -RBMT10 46 SFT7-3181-RB833113
11 RBE3ZR4T=RBR4S210 29 RB%9361xRBI&710 47 RBE45210-8PR3-2847
12 RB9S6911 *RBY93509 30 RB931003~REB855336 48 SPB5-3877-RBY31565
13 RBOZ] 698 -RBOTTELS 3l Hi9-4234=ER0O1G14 49 EB955114=KBE{5197
14 RE925378=8PR0O-185 3z RB1 61 6:HG9-4234 50 EB855546=RBY25276
15 RBOO830e-RBaT4115 33 EBMO811=RB845197 51 Hod-1881~RBU161a
16 RBY93E2<RB987T10 34 BB951 541 =FB947520 nd FEBOUiRH-8FT9-2313
17 RB&97 585 P93-1322 35 RRaSS05=5PT0-1143 55 EBO23To-Heévl-1 881
18 REOR34T=RBO8TI0 36 RBEO2606-HI6-6724 54 EBOTL 765 =REBY3S00
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Strains of bacteria: The 4. Prasilense strams Abvs,
Abvée, Abv7 and IC26 were supplied by the UFFR
Department of Biochemistry and Molecular Biology,
Cunitiba, Parana. The Abv5, Abvé and Abv7 strains were
1zolated from maize (Hungria ef al. 2010), whereas the
[C26 strain is a natural mutant with constitutive
nitrogenase activity., All four of these straing are
diazotrophs. The AbvS and Abv6 strains produce
indoleacetic acid (TAA)Y and are capable of reducing
acetylene to ethylene i vitro (Pednnho ef al., 2010).

Inoculants: The 4. brasilense strains were cultivated
separately in NFb media (4.0 g L™ KH,FO,, 6.0g L™
KHPO,, 0.2 g L™ MgSO, 7H,0,01 g L™ NaClL 02gL™
CaCl,, 0.056 g L' niirilotriacetic acid, 0.2 g L™
FeSO,.THO, 1.0=107" g L~ bictn, 0.002 g L~
Ma Moy, 2H,0, 0.00235 g L~ MnSO, H,O, 0.0028 g L™
H.BO,, 8.0=107" g L™ CuSC, 5H,0 and 24<10" g L™
ZnS0, THAO) at 30°C (optical density: 1.5-1 8) for 48 h. In
total, 3 mmol L' ghuamate was used as a nitrogen source
and 0.5% of sodium lactate was used as a carbon source.
After being autoclaved, these two reagents were added
to cold medim and the pH of this medium was adjusted
to 6.8, After the bacterial strains had grown, they were
added to polyvinyl pyrrolidone (PVP) solution at 5%. The
strains Abv3, Abve and Abv7 were mixed to form one
meculant named Trnaro. The IC26 stran was used
separately and constituted another inoculant for this
experiment.

Inoculation: Plants from each family were subjected to
cne of the followmg treatments: no moculation (TO)
moculation with the IC26 stram of 4. brasilense
{1=10" bacteria mL™") (T1 % or inoculation with Triazo
(3=10° bacteria mL ™) (T2).

The moculations were performed four months after
sowing; at this time, the plants were still in travs, A total
of 100 pL of the appropriate moculant (at the
aforementioned concentrations) was applied to the base
of each plant with a micropipette.

Experimental design and planting: The experiment had a
completely randomized block design with three replicates
and a split-plot arrangement of treatments. Each block
consisted of 54 parcels and one family was planted in
each parcel A parcel consisted of three rows, each of
which was 3 m in length and contained 10 plants; sach
row  was subjected to a different inoculation treatment
(TO, T1 or T2). The space between lines was 1.4 m
between rows and 0.5 m between plants and the total
experimental area was 5000 m‘ The RB986419 sugarcane
cultivar was used as a side border for this area.

The planting was conducted in February 2009.
Fertilization was conduected in the finrows; in particular,
each row (5 m m length) received 540 g of potassium
chloride and 180 g of ordinary superphosphate but no
additional mirogen. In accordance with the standard
procedures [or sugarcane cultivation, the plants were
treated with pre-emergence herbicides and post-
emergence weeding but were not irrigated.

Evaluation: The evaluation of the plants was conducted
14 months after planting and the following parameters
were evaluated: the number of stalks per plant, the
average length of the stalk (the mumber of meters between
the first leaf with clearly visible dewlap and the bottom of
the stalk), the average diameter of the stalk (at the third
internade from the bottom) and Brix.

Statistical analysis: The data for all of the evaluated
parameters were analyzed using the Selegen REML/BLUP
software package (De Resende, 2008) to determine
statistically sigmficant differences among the families, the
bacterial treatments and the interactions between the
bacteria and the plants. This software estimated the
components of variance and the prediction of genetic
values using the restricted maximum likelihood/best linear
unbiased prediction (REML/BLUP) procedure. The
statistical model used is provided below:

y=Xa+Zb+Wp+Qr+ Tiaxb) + e,

where, v 18 the data vector. a 13 the vector representing
factor A effects (assumed as fix, allocated to the plots)
added to general mean; b 13 the genotypic effect vector
associated with the sub-plot in question (representing the
magmtiude of factor B within the context of factor A this
magnitude 1s assumed to be random); p is the parcel effect
vector, that is, the error associated with the interaction
of factor A with the replication factor (this interaction is
assumed to be random), 1 is the block effect vector or
replication factor (assumed to be random); a x b 18 the
vector representing the genotypexfactor A interaction
(also random); and e 18 the residual vector or error vector
(random, cnce again). The capital letters (X, 7, W, T and
3) represent the incidence matrices for referred effects
(De Resende, 2006,

RESULTS

The results of the deviance analysis, obtamed using
the REML/BLUP procedure, are similar to the variance
analyses. However, the former methodology enables
better accuracy because it predicts genotypic values
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Table 3: The results of the deviance analysis for the following characteristics: The number of stalks (N3P, the average length of the stalk (ALS), the average

diameter of the stalk (AL and the average Brix after 14 months

Characteristics (F value)

Effects NS ALS AD Brix
Family 2830 Qg 13.17%=* 4L.gg==*
Treatment 0,0 L Dgess 0.(07*%* 5. TTEE
Block i, 55+ S350 2, T 17.21%4*
Interaction family = treatment 211 2,04 2.97% 23,00 %%
) 1838 TR 6.48 4.37

###8ignificance at the 1%6 level (6.63), **Significance at the 3% level (3.84), *Significance at the 10%% level (2.71), ns: Non significant

Table 4; The resulis of the treatments for the following charactenstics: The number of stalks (N3), the average length of the stalk (ALS), the average diameter

of the stalk (AD) and the average Brix after 14 months

Average of each characteristic

Treatrent NE™ ALS (oo)*** AD (erm)*#* Brix*++
Non-inoculated 8042 210 2,305 19119
Trizzo B.T05 2285 2332 18.954
[C26 strain 9.037 212498 2340 19.208

Asagignificance at the 1% level (6.63), ns: Mon significant

instead of phenctypic values, thereby decreasing the
mmpact of environmental factors on the results. The
deviance analysis allows [or the analysis of experiments
that are unbalanced due to lost parcels or repetition. For
this reasor, the deviance analysis 1s recommended for
sugarcane breeding assessments, particularly for family
studies conducted in the initial phases of selection

The results of the deviance amalysis (Table 3)
demonstrated that there were sigmificant differences
among the families for all of the parameters at a 1%
significance level, indicating the high genetic variability
present m tlus selection phase of a sugarcane breeding
program,

The distinct bacterial treatments examined in  this
study demonstrated sigmficantly different effects (at a 1%
significance level) for the parameters of stallk length, stalk
diameter and Brix (Table 4). In particular, the plants
treated with IC26 possessed the greatest diameter
(2.340 ¢m), whereas the plants treated with Triazo had
greater diameters (2.332 cm) than the control plants
(2,309 ¢m). A somewhat contrasting result was observed
for the Brix variable, as greater vahwes of Brix were
presented by the plants that were not moculated (19.115)
than by the plants that receved the Tnaze treatmert
(18.954), however, the plants treated with IC26 produced
the highest value of Brix (19.208) (Table 4). The plants
meculated with IC26 also had the longest stalks
(2,298 cm), the stalk length was greater in the plants
treated with Trazo (2.285 cm) than n the control
{2279 cm).

These results indicated that except for the negative
effect produced by the Triazo moculant on Bnx, the
moculation of the sugarcane with 4. brasilense positively
influenced all of the studied parameters.

Although, the blocks were randomized, there was a
significant difference mn the block effect for all of the

analyzed variahles, indicating that the plant growth was
influenced by the scil composition and the light that was
received by the plants, Given that the soil used in field
experiments i1s not homogeneous, this result was an
expected outcome; moreover, the low valuss of the
coefficient of variation for this block effect indicated that
the experimental precision of this study was adequate.

The interaction effects for the examined sugarcane
families differed significantly for the parameters of Brix
(at a 1% significance level) and average stalk diameter
{at a 10% significance level), indicating that the response
to inoculation varied with respect to the sugarcane family
that was tested (Table 6). However, the other parameters
that were examined did not present significant differences
due to this interaction effect.

The 10 best-performing families for each assessed
parameter are illustrated in Table 5; unsurprisingly, the
order of the studied families differs depending on the
variable that 1s being evaluated. The plants of families 43
(RB&55113<5P77-5181), 50 (RBES5546xRBI25276), 30
(RBO31003=RB855336), 6 (RBOOIO22-RBY2579), 8
(RBO77662<RBO2579) and 2 (SPE3-3073+<RBO92579) were
among the best for more than one parameter

InFig. la, the averages of the Brix parameter for each
treatment are illustrated As this graphic demonstrates,
the average of this trait changed for all treatments in
accordance with the family that was examined, indicating
that moculation can promote either negative or positive
family-dependent effects on productivity. For mstance,
the control samples of family & (RBOD1622=RBI2579)
presented the highest Brix values, whereas lower values
of Brix were observed in the samples that were inoculated
with Triazo and IC26. By contrast, the control samples of
Brix were observed in the samples that were inoculated
with Triazo and IC26. By contrast, the control samples of



J. Agron,, 2012

122

Table 5: The genotypic value (V) of the 10 best. families with respect. to the following characteristics: The number of stalks (MS), the average length of the
grallt (ALS). the average stalk diameter (AD) and the average Brix at 14 months after planting

Characteristics evaluated after 14 months

N§ ALS AD Brix

Order Farmily GV Family GV Farnily GV Family GV

1 30 12485 20 2437 43 2482 3 20,571
2 43 11186 27 2412 8 2466 2 20,658
3 46 10,983 1 2401 38 2458 6 20,466
4 31 109647 5] 2 386" 32 2436+ 12 20, 208
5 16 10848 25 2 3EE S 2435 5 20219
& 45 10.62¢" 17 23520 30 2,422+ 24 20, 1000
7 44 10563 43 2373 2 2421F 26 20,050
8 47 10319 10 2 368 4 2412 37 20,027
9 50 10.247 8 2357 54 2410 42 20.011°
10 41 0,930 50 2,355 52 2,307 14 16,08

Llsing student’s t-test, munibers followed by the same letter in each column do not differ statistically at the 126 signific ance level

Table 6: Summary of the ten best families (with respect to genotypic valie) for the characteristics of average Brirc and average stalk diameter, as well as the
comesponding value of family -treatment (F =T interactions, at 14 months after planting

Average stalk diameter® Brighas

Order F=T Interaction valug F=T Interaction value
1 A3=T0 -0.0034 1T 03819
| A3=IC26 L0254 1<IC28 0, 0aas
1 43=TRIAZD 0.0251 1=TRIAZD -0.5514
2 B=T0 04061 2=T0 0213
2 B TRIAZD <0 1858 2HIC26 00897
2 81026 00047 2R TRIAZO 01451
3 A8TO 00240 & =T 07272
3 381026 [RIEE &=IC26 -(.2832
3 3B=TRIAZD =0.0301 6 TRIAZD =0.0413
4 F2AT L0061 4T -0, 504 5
4 FXAIC2S L0324 40028 04341
4 J2=TRIAZD -0.0054 4=TRIAZO 0.073
5 S0=T 0.0224 5T -0,1036
5 30126 0.0225 S-IC26 01383
5 S0=TRIAZD <0.0121 SATRIAZD 0.2874
& 30TO 00059 24=T0 04156
i) F0=1026 -0.0021 2d=1024 04265
1] JTRIAZD Q025 M -TRIAZO (2441
7 2=T0 L3 26%T0 01748
7 2=1026 056 26-1026 01862
T 2=TRIAZD QL2006 26:TRIAZO -0.0898
8 A0=T1 Q0056 37=TO -0.4287
8 40= 1026 -0.0042 371020 0,671
8 40=TRIAZD 00054 FTETRIAZO 00886
9 QT =0.0205 9= =0.0868
9 Q=102 0.0239 O=IC26 =061
9 G TRIAZD -(0.0220 O=TRIAZC (037
1 S2CT ille 10T -0.0146
1 S2=1C2G -0.0118 101026 0,289
10 S2=TRIAZD Q021 10=TRIAZO -0,2002

#=*3ignificant at the 1% level (6.63), *Significant at the 1024 level (2.71)

family 37 (RB86751 5<RB977619) presented the lowest Brix
values, whereas ligher values of Brix were observed in
the samples that were inoculated with Triazo and 1026,
The general trend discussed above for the Brix values
of the plants of families 6 and 37 was also observed for
average stalk diameters (Fig. 1b), as the changes n stalk
diameter due to moculation also varied based on the
family that was examined. Another example of this
variance was the contrast between the plants of family

44 (RB925345<RB935686) and the plants of family 5

L

(RBO9386=35P91-10497, for the plants of the former family,
inoculation with Trazo produced greater average stallk
diameters relative to the non-thoculated cortrols, whereas
the nor-inoculated control plants of the latter family

displayed the thickest average stalks. These results
indicated the importance of inoculatmg the plant during
the 1mitial phases of a sugareane breeding program.

Treatmentxfamily interaction: Table 6 lists the 10 best
families with respect to the genctypic values and the
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Fig. 1{a-b): (a) The genotypic value of Brix and (b) average stall diameter of 54 families of sugarcane for each treatment
(non-inoculated, inoculated with triazo and inoculated with IC26) after 14 months

values of family*treatment interactions. These wvalues
varied among the examined families and both negative and
positive interaction values were observed for the same
family, dspending on the parameter that was evaluated

One example s family 1 (H64-1881 «RB92579), which
presented a positive interaction with the Brix variable for
control plants {0.382) but a negative interaction with the
same variable in the plants that were incculated with
Triazo (-0.5514) A similar response was observed in
family & (RBOO1922+RB92579), as the interaction with Brix
was positive in the control plants (0.727) but negative m
the plants that were treated with IC26 (-0.293).

Although, this selection phase presents a great
number of genotypes and high genetic variability, it 1s
possible to observe specific interactions between a family
and an 4. brasilense moculant. For the same family,
different 4. brasifense mnoculants may produce either
positive or nagative mteractions from moculations. For
mstance, the Brix values of the plants of family 24
(RBo966922<polyeross)  were  positively  affected by
moculation with Triazo (0.299) and negatively impacted by
inoculation with 1026 (-0.426), indicating that in this case,
the response could vary based on the inoculant that was
used. For this reason, studies with different inoculants are
anggeated,

DISCUSSION

Genetic differences among families: The significant
differences observed among families for all of the
evaluated parameters were expected. During the first

selection phase of sugarcane breeding, the genetic
variability of the population i3 high and this high
variability indicates that conditions are favorable for
selection (Ferreira et al | 2005; Lopes ef al . 2008).

The effect of inoculation on plant development: We
observed that inoculaton produced significant
differences in the traits of Brix, the average stalk length
and the average stalk diameter. These results are
consistent with the findings of Biari et al. (2008), who
reported that maize responds differently to moeculabion
with PGPE depending on the characteristics that are
evaluated. Ovando-Medina et al (2007) observed
that  Alpimia  puwrpwrate plants  moculated  with
A. Bbrasilense presented a greater stem diameter than
non-inoculated controls.

On average, sugarcane plants that were inoculated
exhibited a better response than non-inoculated plants
(Table 4), Hungria et af. (2010) also observed variable
increases in the productivity of wheat and maize plants
that were moculated with 4. Arasilense (strains Abv5,
Abvé and Abv7, among others) relative to plants that
were not inoculated, indicating the positive effect of these
bacterial straing m the plant development of these
species.

The plants in this study exhibited a better average
response to the [C26 mnoculant than to the Trazo
inoculant for the studied traits (average stalk length,
average stalk diameter and Brix). This result was
unexpected because associations with diverse bacterial
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strains typically promote a greater response from plants,
as demonstrated by wvarious stidies in the available
literature (Olveira ef el , 2002; Mumnir af af., 2003, Baldani
and Baldani, 2005, Cliveira ef al.. 2009). In the present
study, the interaction factor demonstrated that the
inoculation response results can vary depending on the
family that 15 examined,

As discussed by Baldani and Baldani (2005) the
effect of mecculation on the productivity of plants 1s
dependent on both the plant genotype and the bacterial
strain that are used, Thus, different inoculation results are
commonly obtained from experniments involving different
bacterial strams or sugarcane genotypes. Munos-Rojas
and Caballero-Mellado (2003) found diverse results for
various  productivity traits of sugarcane in  an
mvestigation n which they combined various cultivars
with seven strains of (7. diazetrophicus. In particular,
these authors found that plants of the varety ME=57-473
that had been inoculated with the PAl3 strain  exlubited
inferior values of shoot and root dry matter relative to
non-inoculated controls. The superior values of these
parameters that were observed m the plants that had not
been incculated indicated that the effect of an incculation
can be negative for certam cultivars.

A negative interaction with inoculation was
alse found in  the B4362 sugarcane cultivar, In
Brazil, B4362 i1s the only cultivar that is susceptible
to mottled stripe disease, which iz caused by
the Herbaspirilium rubrisubalbicans  bacterium
{Olivares ef al . 1997). The noculation of this cultivar with
Herbaspirilium rubrisubalbicans results in the cultivar
presenting the typical symptoms of mottled stripe disease,
This result 13 consistent with the findings of
Urquiaga ef al. (1992), as these researchers suggested
that plant genetic factors can control the bacterial
processes of recognition, colomzation and nitrogen
fixation,

A gpecific interaction bebween sugarcane and
A. brasilense was also observed in a study by
Moutia et al. (2010}, who moculated two agronomically
contrasting cultivars with A, brasilense (Azo 195, Azo 249
and Azo 274 strains ). These authors observed that the ov.
M 1176/77 responded positively to moculation, whereas,
the cv R 570 responded negatively, indicating that the
plant genotype needs to be considered in situations
mvolving bacterial inoculation; this result is consistent
with the findings of the present study.

The increase of solid soluble compounds (Brix) in plants:
The significant differences observed Brix at 14 months
after planting mdicate that there was generally an increase
in Brix m plants that were moculated with an 4. brasilense
strain, although changes in this characteristic were also

sigmficantly impacted by family-bacteria interaction
factors (Table 3) More specifically, howewver, the
association of three strains of 4. brasilense (Triazo) with
plants produced decreases in the average Brix of plants,
whereas the 1026 ineculation promoted superior values
compared with control treatments (T0, not inoculated)
{Table 4).

Hari and Srinivasan (2005) observed that the
inoculation of certain sugarcane varisties with different
species of bactena (G. diazofrophicus, Azotobacter
chroococeum and A, Frasilense) produced higher sugar
content in those varieties; however, these authors did not
mention the possible factors that may have mfluenced
their results.

In the case of sugarcane, a better understanding of
the photosynthetic metabolic processes and the transport
and accumulation of metabolites, particularly sucrose, is
required (Papini-Terzi et al., 2009). It 15 possible that the
higher values of Brix found m plants moculated with IC26
are related to high nitrogen content, as this strain has
constitutive nitrogenase activity, however, it has been
found that the split application of W fertilizer at various
rates  has no  significant  effect on  sugarcane
characteristics (Koochekzadeh et al | 2009,

The availability of organic N can strongly influence
the photosynthesis capacity of plants (Donate ef al
2004) and the higher chlorophyll content of sugarcana
plants incculated with Azospirillum (Zaied et al., 2003,
Bashan et al, 2006) can be related to their higher
photosynthetic rate (Wolff and Floss, 2004). However,
additional studies should be conducted to clarify the
higher sugar content of plants that have been inoculated
with PGFE.

Due to the high munber of genotypes evaluated,
nitrogen analyses and other meticulous  assessment
techniques are not viable in the irutial phases of the
sugarcane breeding program; however, these analytical
approaches are recommended for studies of advanced
phases of the breeding program to confirm the results that
have been obtained.

Familyxtreatment interactions: The results found in the
present work showed sigmficant mteraction walues
between families and inoculation treatments. Certain
families presented positive responses to moculation,
such as 4 (RB01616-He4-1881), 37 (RBE6751 5<RBI77619),
5 (RBR9386=3PS1 -1049) and 9 (RBE4SZ10-RBY31003)
and some families had  negative resporse 1
(He4-1881=RBS2579), & (RBO01922<RB92579) and
24 (RBR66922 <palyeross).

Moutia ef @l (2010) also found sigrnificant mteraction
values for the moculation of two contrasting sugarcane
cultivars, R570 and M1176/77, based on a study in which
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these cultivars were either treated with an inoculant
compound containing three 4. drasilense strains or left as
non-inoeulated controls; ecultivar performance was then
assessed under distinct water regumes (erther with or
without stress). Although these authors used only one
inoculant, the results that they found are consistent with
the findings of the present research. In particular, the
present study  confirms the existence of specific
interactions, both positive and negative, between bacteria
of the genus Azospmillum and plants of varous
genotypes.

The mteraction observed suggests that sugarcans
genotype plays an important role in the success of the
PGPB association with plants. Different authors identified
genss mmvolved i the recognition of beneficial or
pathogenic interactions in sugarcane, such as the SHRS
(Vinagre et ai, 2006) and s¢G31.b genes which were
differentially expressed m two contrasting sugarcane
cultivars, SP70-1143 (high FEN) and Chunee (low FBIN)
(Mogueira et al., 2003),

The complex genetic structure of sugarcane, which
contains duplicated chromosomes and lacks certain
chromosomes  (polv-aneuploidy),  may  contribute
sigmficantly to the high value of the interactions found in
our work, given that the success of the association 13
sometimes dependent on a single gene. The distinct
resporge of families to the PGPR treatment that is
observed m the present work can be linked to the
expression of these types of genes,

Other mechanisms are also related to the
characteristics of a particular sugarcane cultivar (Baldani
and Baldani, 2005), such as the mterference of the
sugarcane genotype on nitrogenase activity (Ruschel and
Ruschel, 1977), the endogenous auxin ¢oncentrations and
the sensitivity of plant tissues to auxin. In  addition,
various genotypes can display distinet capabilities for
exuding carbon  compounds i the rhizosphere
(Kemnedy, 1999, Hartmann ei al, 2008), diverse
compounds  1n their root exudates (Moutia ef al., 2010)
and vanable capacities to reabsorb these exudates
{Bemizri et al., 2001).

These aforementioned characteristics provids
potential mechamsms to explain the variations found in
the population of bacteria for each cultivar and the
distinet resporses of sach genotype to moculation with
FGPB.

The significant results found for the interactions with
the parameters of Brix and average diameter indicate that
m this phase, it 18 already possible to identity and select
families that may be more responsive to inoculation with
PGPE. These families which are those that presented high
or low miteraction values, could be used 1n future research
to discover new mechanisms related to the association

between plants and PGPE, as well as possible phenotypic
traits or genotypic characteristics that allow for the
identification of plants that have particularly positive or
negative interactions with PGPE.

The results found m the present work not only put
forth the possibility of selecting families and genotypes
that are more respensive to bacterial moculation bt also
suggest that this selection can be made with the objective
of finding the specific ideal interaction between plant
genotypes and bactenal strains.

CONCLUSION

The results that were obtained m this work
demonstrate that there were significant interactions
between the 4. brasilense strain and the wvarious
sugarcane families that were examined. Therefore, in a
sugarcane breeding program  that seeks to  select
genotypes with better responses to PGPE moculation, the
inoculation of the seedlings during the first phase of
selection 15 recommended. Morsover, to optimize the
interaction between PGPE and plants, the breeder must
carafully choose the bacterial stram or strams to use in
inoculations of the seedlings in question.
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Anexo Il: Populagéo de bactérias nos tecidos das raizes, rizomas e colmos da melhor (F21) e
da pior familia (F8) de cana-de-aglcar, escolhidas com base nas andlises biométricas.
Amostras compostas por trés plantas de cada tratamento (Triazo, 1C26 e Nao Inoculado),

isoladas aos 14 meses ap06s o plantio.

Amostra  Familia  Regido Tratamento Bloco (Repeticdo)  Concentragdo
1 R1 0,4*10°
2 CONTROLE R2 4,5% 10°
3 R3 0,4*10?
4 R1 0,9*10°
5 Colmo IC26 R2 2,5*10*
6 R3 0,4*10°
7 R1 0,9%10°
8 TRIAZO R2 1,4*10’
9 R3 2,5*10°
10 R1 2,5%10°
11 CONTROLE R2 2,5*10°
12 R3 2,5*10°
13 R1 2,5*10°
14 F21 Raiz IC26 R2 0,4*10?
15 R3 0,9*10?
16 R1 2,5%10°
17 TRIAZO R2 4,5%10*
18 R3 2,5*10°
19 R1 2,5*10°

20 CONTROLE R2 9,5*10*
21 R3 4*10*
22 R1 1,5*10*
23 Rizoma IC26 R2 0

24 R3 2,5%10°
25 R1 4,5%10*
26 TRIAZO R2 4*10°
27 R3 9,5*10*




130

Amostra  Familia  Regido Tratamento Bloco (Repeticdo)  Concentracdo
1 R1 4,5*%10"
2 CONTROLE R2 0,3*10?
3 R3 0,7*10*
4 R2 2,5*10°
5 Colmo IC26 R2 0,9*10?
6 R3 0,4*10?
7 R1 2,5%10°
8 TRIAZO R2 0,4*10?
9 R3 0
10 R1 2,5%10°
11 CONTROLE R2 0,4*10?
12 R3 2,5*10°
13 R1 2,5*10°
14 F8 Raiz IC26 R2 0,4*10°
15 R3 2,5*10°
16 R1 9,5*10*
17 TRIAZO R2 1,1*10*
18 R3 4,5%10*
19 R1 9,5*10*

20 CONTROLE R2 0,4*10?
21 R3 2*10*

22 R1 2,5*10°
23 Rizoma IC26 R2 0,4*10°
24 R3 4,5%10*
25 R1 2,5%10°
26 TRIAZO R2 4,5%10*
27 R3 2,5%10°
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Anexo IllI: Valores de interacdo familia x tratamento (FXT) das 54 familias estudadas nos 3 diferentes tratamentos (N&o Inoculado, Triazo e

IC26), apos 14 meses — Experimento T1 da série 2008.

FxT Valor da Interacdo FxT Valor da Interacdo FxT Valor da Interacio FxT Valor da Interacdo
1 X TRIAZO -0,5514 14 X 1C26 -0,0823 27 X TO 0,0608 41 X TRIAZO 0,1085
1 X 1C26 0,0699 14 X TO 0,0854 28 X TRIAZO 0,2301 41 X 1C26 -0,2728
1XTO 0,3819 15 X TRIAZO 0,5192 28 X I1C26 -0,2748 41 X T0 -0,0526
2 X TRIAZO 0,1451 15 X 1C26 -0,1361 28 X TO -0,0838 42 X TRIAZO -0,0809
2 X1C26 0,0897 15X TO -0,3662 29 X TRIAZO -0,0952 42 X 1C26 0,593
2XTO0 0,213 16 X TRIAZO 0,1802 29 X 1C26 0,1254 42 X TO -0,2497
3 X TRIAZO 0,0885 16 X 1C26 0,2552 29 X TO 0,2066 43 X TRIAZO -0,1582
3 X IC26 0,1692 16 X TO -0,2531 30 X TRIAZO 0,0693 43 X 1C26 0,4565
3XTO 0,194 17 X TRIAZO -0,0929 30 X I1C26 -0,0324 43 X T0 -0,1622
4 X TRIAZO 0,073 17 X 1C26 -0,7556 30 X TO 0,0322 44 X 1C26 -0,1182
4 X 1C26 0,4341 17 X TO 0,2721 31 X TRIAZO -0,0641 44 X TO -0,0517
4XT0 -0,5045 18 X TRIAZO -0,0543 31 X' 1C26 -0,1814 45 X TRIAZO -0,2593
5 X TRIAZO 0,2874 18 X 1C26 0,0767 31XTO 0,1408 45 X 1C26 0,2124
5X1C26 0,1383 18 X TO -0,2488 32 X TRIAZO -0,2906 45 X TO 0,1011
5XTO0 -0,1036 19 X TRIAZO -0,3098 32 X1C26 0,2007 46 X TRIAZO -0,0799
6 X TRIAZO -0,0413 19 X 1C26 0,4025 32XTO -0,0658 46 X 1C26 -0,2344
6 X IC26 -0,2932 19 X TO -0,5424 33 X TRIAZO -0,2086 46 X TO 0,1501
6 X TO 0,7272 20 X TRIAZO 0,291 33 X 1C26 0,3976 47 X T0 0,0122
7 X TRIAZO 0,068 20 X 1C26 -0,5106 33X TO -0,3776 48 X TRIAZO -0,2292
7X1C26 -0,9125 20 X TO 0,1714 34 X TRIAZO 0,0493 48 X 1C26 0,0833
7XT0 0,8695 21 X TRIAZO -0,0076 34 X 1C26 0,4162 48 X TO 0,1736
8 X TRIAZO -0,1858 21 X I1C26 -0,5622 34 XTO -0,6025 49 X TRIAZO -0,3884
8 X 1C26 0,0047 21 X TO 0,2526 35 X TRIAZO 0,2806 49 X 1C26 -0,1588
8 X TO 0,4061 22 X TRIAZO 0,1454 35X 1C26 0,1181 49 X T0 0,0028
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9 X TRIAZO
9 X'IC26
9XTO
10 X TRIAZO
10 X 1C26
10 X TO
11 X TRIAZO
11 X' 1C26
11 X TO
12 X TRIAZO
12 X 1C26
12 X T0
13 X TRIAZO
13 X' 1C26
13X TO
14 X TRIAZO

0,3047
-0,0461
-0,0968
-0,202
0,289
-0,0146
-0,0081
0,1679
0,0797
0,3069
0,114
-0,0762
0,1514
0,0082
0,0125
0,2531

22 X 1C26
22 XT0
23 X TRIAZO
23 X 1C26
23 XTO
24 X TRIAZO
24 X 1C26
24 XTO
25 X TRIAZO
25 X 1C26
25 XTO
26 X TRIAZO
26 X 1C26
26 X TO
27 X TRIAZO
27 X 1C26

0,097
-0,1945
0,3674
-0,3695
0,0856
0,2991
-0,4265
0,4156
0,4866
-0,1261
-0,2485
-0,0898
0,1862
0,1798
0,1298
-0,4056

35XTO
36 X TRIAZO
36 X 1C26
36 X TO
37 X TRIAZO
37 X 1C26
37 XTO
38 X TRIAZO
38 X I1C26
38 XTO
39 X TRIAZO
39 X IC26
40 X TRIAZO
40 X 1C26
40 X TO

-0,5729
-0,0243
-0,3982
0,1472
0,0886
0,6071
-0,4287
-0,8665
0,2385
0,4977
-0,4338
0,2008
0,2627
-0,21
0,123

50 X TRIAZO
50 X IC26
50X TO
51 X TRIAZO
51 X I1C26
51 X TO
52 X TRIAZO
52 X IC26
52 XTO
53 X TRIAZO
53 X I1C26
53 X T0
54 X TRIAZO
54 X I1C26
54 XTO

-0,4428
0,0118
0,5253
0,1584
-0,1782
-0,482
0,0579
-0,0877
-0,126
0,0527
0,3336
-0,597
-0,2901
0,2755
-0,0179




