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RESUMO 

 

MATOSO, Ester Schiavon. Uso de bactérias diazotróficas na produção de 
mudas de cana-de-açúcar em diferentes substratos. 2017. 115 f. Dissertação 
(Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Sistemas de Produção Agrícola 
Familiar. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS. 
 
A cana-de-açúcar é uma cultura de grande importância no Brasil, o país é o primeiro 
do mundo na produção de cana e açúcar, segundo em etanol e conquista, cada vez 
mais, o mercado externo com o uso do biocombustível como alternativa energética. 
Um dos problemas desta cultura é o plantio convencional, pois nele ocorre o gasto 
excessivo de colmos que poderiam ser destinados à indústria, além de aumentar o 
risco de difusão de pragas e doenças. Além disso, a cana-de-açúcar é 
extremamente dependente da adubação nitrogenada, pois entre os nutrientes 
responsáveis pela sua nutrição, o nitrogênio é o elemento absorvido em maior 
quantidade. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da 
inoculação de bactérias diazotróficas na produção de mudas originadas de 
minitoletes e de cultura de tecidos de cana-de-açúcar em substratos alternativos. 
Utilizaram-se as variedades de cana RB867515, RB92579, RB966928 e RB975932, 
e substratos produzidos a partir da mistura de casca de arroz carbonizada e 
composto orgânico, além de um de marca comercial. E foram desenvolvidos 
diversos experiementos, onde foram avaliados: a sobrevivência das espécies de 
bactérias diazotróficas nos substratos; parâmetros relacionados à brotação, 
desenvolvimento de parte aérea e de raízes, além do acúmulo de nitrogênio de 
mudas; a resposta dessas à inoculação quanto ao perfilhamento, teor de clorofila, 
área foliar, acúmulo de biomassa, incremento de massa seca, teor de nitrogênio e 
fixação biológica; e no cultivo in vitro foi aviada a multiplicação das brotações e o 
crescimento de plântulas em frascos contendo meio semissólido e em biorreator de 
imersão temporária, a resposta destas plantas à inoculação quanto ao enraizamento 
e a aclimatação nos diferentes substratos. Os resultados obtidos indicam a interação 
entre as variedades, substratos e inoculação para todos os parâmetros avaliados 
que envolveram estes fatores. Os substratos contendo casca de arroz carbonizada e 
composto orgânico apresentam melhores resultados na sobrevivência de bactérias 
diazotróficas e podem ser utilizados desde a aclimatação até o desenvolvimento de 
mudas. Todas as variedades apresentam excelente desenvolvimento de mudas a 
partir de micropropagação e também de minitoletes, e de alguma forma respondem 
à inoculação de bactérias diazotróficas, mas apesar disso, apenas na RB92579 e na 
RB975932 ocorreu a fixação biológica de nitrogênio.  
 
Palavras-chave: Plântulas. Resíduos. FBN. Bactérias promotoras de crescimento. 
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ABSTRACT 

 

MATOSO, Ester Schiavon. Use of diazotrophic bacteria in the production of 
sugarcane seedlings on different substrates. 2017. 115 f. Dissertação (Mestrado) 
- Programa de Pós-Graduação em Sistemas de Produção Agrícola Familiar. 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS. 
 
Sugarcane is a very important culture in Brazil, the country is the world's first in the 
production of cane and sugar, second of ethanol and increasingly conquers the 
foreign market with the use of biofuel as an alternative energy. One of the problems 
of this crop is conventional planting, because in it occurs the excessive spending of 
stalks that could be destined to the industry, besides increasing the risk of diffusion of 
plagues and diseases. Moreover, sugarcane is extremely dependent on nitrogen 
fertilization, because among the nutrients responsible for its nutrition, nitrogen is the 
element absorbed in greater quantity. In this sense, the objective of this work was to 
evaluate the effects of the inoculation of diazotrophic bacteria in the promotion of 
growth, rooting and biological nitrogen fixation of pre-sprouted and micropropagated 
sugarcane seedlings produced in alternative substrates. Were used the sugarcane 
varieties RB867515, RB92579, RB966928 and RB975932, and substrates produced 
from the mixture of carbonized rice rusk and organic compound, in addition to a 
trademark. And several experiments were developed, where they were evaluated: 
the survival of the diazotrophic bacteria species in the substrates; parameters related 
to sprouting, aerial part and root development, and nitrogen accumulation of 
seedlings; the response of these seedlings to inoculation for tillering, chlorophyll 
content, leaf area, biomass accumulation, dry mass increase, nitrogen content and 
biological fixation; And in the in vitro cultivation the multiplication of the shoots and 
the growth of seedlings in glass jars containing semi-solid medium and in temporary 
immersion bioreactor, the response of these plants to the inoculation in rooting and 
the acclimatization in the different substrates. The results indicate the interaction 
between the varieties, inoculation and substrates for all evaluated parameters that 
involved these factors. The substrates containing carbonized rice rusk and organic 
compost present better results in the survival of diazotrophic bacteria and can be 
used from acclimatization to the development of seedlings. All varieties show 
excellent development of seedlings from micropropagation and also minitoletes, and 
somehow respond to the inoculation of diazotrophic bacteria, but nevertheless, only 
in RB92579 and in RB975932 the biological fixation of nitrogen. 
 
Keywords: Seedlings. Waste. BFN. Growth-promoting bacteria. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL  

 

A cana-de-açúcar foi introduzida no período colonial, representa uma 

importante fonte de mão de obra no meio rural e ao longo do tempo se transformou 

em uma das principais culturas da economia brasileira. Apesar de ser cultivada em 

mais de 100 países, cerca de 80% da produção do planeta estão concentradas em 

dez países, sendo o Brasil o maior produtor, responsável por mais de 25% da cana 

produzida (UNICA, 2016). Além disso, o país é também o primeiro do mundo na 

produção de açúcar e etanol e conquista, cada vez mais, o mercado externo com o 

uso do biocombustível como alternativa energética. 

A importância da cana-de-açúcar está na sua ampla utilidade, pois além de 

açúcar refinado e álcool, ela pode ser empregada na alimentação animal ou como 

matéria prima para a fabricação de produtos agroindustriais e artesanais como 

rapadura, melaço, melado, açúcar mascavo e aguardente. Seus resíduos também 

tem grande importância econômica, pois a vinhaça pode ser utilizada como adubo 

nitrogenado e o bagaço queimado, para geração de energia. (COUTO, 2013). 

Na região sul, por exemplo, que hoje é somente a quarta maior região 

produtora, está concentrado cerca de 40% do total de estabelecimentos produtores 

de derivados de cana-de-açúcar do Brasil (VERISSIMO, 2012).  O Rio Grande do 

Sul é o segundo maior produtor de cachaça e a cultura da cana-de-açúcar é a que 

dá maior rendimento financeiro para o estado (CONAB, 2016).  

E toda esta importância da cultura tem levado à busca por ganhos produtivos, 

por isso, pesquisas têm sido desenvolvidas no âmbito do melhoramento genético, 

com estudos de novas cultivares adaptadas a diversas condições de solo e clima. 

Assim como, estudos de métodos alternativos ao plantio convencional, que reduzam 

o volume de material utilizado para a multiplicação e que melhorem a qualidade dos 

canaviais, como a produção de mudas livre de patógenos (ANTUNES et al., 2014). 

Outro aspecto importante é a fixação biológica de nitrogênio (FBN), pois 

diante dos impactos ambientais decorrentes das práticas da cultura canavieira, a 

menor utilização da adubação química de nitrogênio pode proporcionar uma 
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melhoria da qualidade do solo, dos mananciais e de outros componentes 

ambientais. A FBN está inclusa em um plano estratégico do Brasil, o da Agricultura 

de Baixo Carbono (ABC), que foi desenvolvido devido à crescente demanda global 

por uma agricultura sustentável (BRASIL, 2012). 

Bactérias diazotróficas são capazes de reduzir o nitrogênio atmosférico, 

tornando-o assimilável pelas plantas, por isso a inoculação desses microrganismos 

pode substituir, total ou parcialmente, o uso de fertilizante nitrogenado na cultura da 

cana-de-açúcar. Mas assim como na adubação nitrogenada, as respostas à 

inoculação dependem da variedade empregada (SCHULTZ et al. 2012; URQUIAGA 

et al., 2012; PEREIRA et al., 2013) e costumam ser mais frequentes em solos de 

média e baixa fertilidade (GOSAL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006).  

Possivelmente a associação com bactérias diazotróficas reduza o uso de 

fertilizantes por proporcionar benefícios às plantas, como a solubilização de fosfatos 

e zinco (SARAVANAN; MADHAIYAN; THANGARAJU, 2007; ESTRADA et al., 2013) 

e a produção de auxinas, giberilinas e citocininas (LIN et al., 2012; SANTI; BOGUSZ; 

FRANCHE, 2013), o que e consequentemente resulta na promoção do crescimento 

das plantas. 

Visando contribuir com o desenvolvimento sustentável da cana-de-açúcar, a 

hipótese do presente trabalho é que a mistura de resíduos como a casca de arroz 

carbonizada com compostos orgânicos pode substituir o uso de substratos 

comerciais na produção de mudas de cana-de-açúcar. 

O trabalho teve como objetivo geral, avaliar os efeitos da inoculação de 

bactérias diazotróficas na promoção de crescimento, enraizamento e fixação 

biológica de nitrogênio de plantas de cana-de-açúcar em diferentes substratos. E 

como objetivos específicos: (i) obter respostas das variedades RB867515, RB92579, 

RB966928 e RB975932 quanto à inoculação de bactérias diazotróficas; (ii) efetuar 

práticas de multiplicação envolvendo propágulos para plantio da cana-de-açúcar; e 

(iii) desenvolver novas metodologias de produção de mudas micropropagadas e pré-

brotadas de cana-de-açúcar inoculadas com bactérias diazotróficas, utilizando 

resíduos da produção agrícola como substrato. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1.  A cultura da cana-de-açúcar 
 

A cana-de-açúcar é uma planta proveniente do sudeste asiático, que pertence 

ao gênero Saccharum L. Há pelo menos cinco espécies do gênero: Saccharum 

oficinarum L.; Saccharum spontaneum L.; Saccharum sinensis Roxburgo; 

Saccharum barberi Jeswiet e Saccharum robustum Jeswiet. (BACCHI, 1983), sendo 

a cana-de-açúcar cultivada um híbrido multiespecífico, que recebe a designação de 

Saccharum spp. Estes híbridos são chamados de cultivares ou variedades, 

atribuindo-os nomes compostos de siglas da instituição que efetuou o cruzamento, 

ano em que o mesmo foi realizado e o número sequencial das seleções, como por 

exemplo, RB867515, “RB” República Brasil, ano do cruzamento 1986, família 7515 

(VERISSIMO, 2012). 

A cana faz parte da família Poaceae, representada pelo milho, sorgo, arroz e 

muitas outras gramíneas, porém, diferente das demais, é perene e perfilha de 

maneira abundante, na fase inicial do desenvolvimento. Em seguida vai formando 

touceiras, constituídas por partes aéreas (colmos e folhas) e subterrâneas (rizoma e 

raízes). E por possuir esta estrutura tipo rizoma constituída por nódios ou nós, 

internódios ou entrenós e gemas, ela rebrota sempre que a parte aérea for cortada, 

sendo essa nova brotação conhecida como soqueira. Após o plantio a primeira 

vegetação é denominada cana-planta, enquanto as soqueiras são denominadas de 

cana primeira soca, segunda soca e assim por diante, conforme a sequência de 

colheitas, que ocorrem durante quatro ou cinco anos consecutivamente, quando 

então a produtividade diminui muito e é feita a reforma do canavial. As soqueiras 

têm grande importância econômica, pois é delas que se retira o maior retorno 

econômico dessa cultura (MATSUOKA, 1996). 

As variedades são escolhidas pela produtividade, resistência a doenças e 

pragas, teor de sacarose, facilidade de brotação, exigência de clima e solo e período 

útil de industrialização. Para que possa fornecer matéria-prima para a destilaria 

durante toda a safra, que dura em torno de seis meses, é necessário que a lavoura 
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de cana-de-açúcar tenha variedades precoces, médias e tardias; isto quer dizer, 

variedades em que a maturação da cana ocorra no início, meio e fim da safra.  

O estado de São Paulo é o maior produtor de cana-de-açúcar do Brasil, e 

neste estado, as variedades mais cultivadas são da sigla RB, que são os materiais 

desenvolvidos pela Rede Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor 

Sucroenergético (Ridesa). Esta liderança foi confirmada pelo Censo Varietal 2016, 

realizado pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-açúcar (PMGCA) 

da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). Sendo a RB867515 a variedade 

mais cultivada, ocupando 25,3% da área. Em segundo lugar vem a RB966928, que 

a cada ano ocupa uma área de cultivo maior no estado. O terceiro material mais 

cultivado também é uma RB, a RB92579, com 6,9%. 

A cultura se desenvolve melhor em solos profundos, argilosos de boa 

fertilidade, com alta capacidade de retenção de água, com boa drenagem e pH entre 

6,0 e 6,5. Normalmente no preparo do solo para o plantio há necessidade de se 

fazer calagem para que o pH atinja estes valores, e uma adubação baseada na 

análise do solo e nas exigências nutricionais da cultura (DIAS, 1997). 

O sistema radicular da cana-de-açúcar é composto por raízes temporárias, 

permanentes e adventícias, formando um sistema fasciculado bem desenvolvido 

com crescimento de até quatro metros ou mais. Sendo que, 85% delas encontram-

se nos primeiros 50 cm e, aproximadamente, 60% entre os primeiros 20-30 cm de 

profundidade, havendo diferenças entre as variedades (SILVA; SILVA, 2012). 

O colmo, ou seja, o caule da planta é a parte mais importante, pois é o órgão 

de reserva da mesma, onde é armazenado o açúcar. Está formado por entre-nós 

que variam em longitude, grossura, forma e cor segundo a variedade. Os entre-nós 

estão unidos por nós, lugar onde se enxertam as folhas. Nos nós encontramos a 

gema que é importante na propagação da planta. 

Já as folhas, são lanceoladas de filotaxia oposta. São compostas pela lâmina 

e bainha, ligadas por uma porção internamente membranosa, denominada lígula. A 

base de sua sustentação é a nervura central, da qual saem várias nervuras 

paralelas, cada qual contendo um feixe vascular. Entre estas nervuras se estendem 

fileiras de estômatos, presentes nas duas faces da folha (BACCHI, 1983). A junta de 

lâmina é onde se encontram duas áreas em forma de calço chamadas de "barbelas". 

As folhas são numeradas pelo sistema de Kuijper, como foi citado por Casagrande 

(1991). A primeira folha de cima para baixo do colmo com barbelas vistas 
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claramente é designada +1. Para baixo elas recebem, sucessivamente, os números 

+2, +3 e assim por diante (Figura 1). A folha "da barbela superior visível" (+3) é um 

tecido diagnóstico que é frequentemente usado na avaliação do estado nutricional. 

 

 

Figura 1 - Sistema de numeração de folhas estabelecido por Kuijper (CASAGRANDE,1991). 

  

Em relação à fenologia, pode-se considerar que a cana-de-açúcar tenha 

quatro estádios de desenvolvimento, sendo o primeiro da brotação e emergência 

dos brotos (colmos primários). A base de uma boa cultura está nesse estádio, pois é 

nele que ocorre o estabelecimento inicial das plantas no campo. O segundo se dá no 

perfilhamento e estabelecimento definitivo da cultura. O terceiro é período de grande 

crescimento, que vai do perfilhamento final ao intenso acúmulo de sacarose. E no 

quarto ocorre a maturação, com intenso acúmulo de sacarose nos colmos (Figura 2). 
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Figura 2 - Estádios de desenvolvimento da cana-de-açúcar (GASCHO; SHIH, 1983) 

 

 

2.2.  Métodos de propagação de cana-de-açúcar 

 

A cana-de-açúcar se propaga de forma sexuada, através de sementes e de 

forma assexuada ou vegetativa, por meio de gemas laterais. O florescimento 

representa a possibilidade da reprodução sexuada, desejável em programas de 

melhoramento genético. O local escolhido para execução dos cruzamentos deve 

levar em consideração os fatores que favoreçam o aparecimento de pendões florais 

dos progenitores a serem utilizados (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 2005). 

Tradicionalmente, o florescimento é evitado em cultivos comerciais, com o 

plantio de variedades que não florescem ou que não o fazem com facilidade. A 

multiplicação de canaviais é feita vegetativamente por meio de toletes de duas a três 

gemas, com aproximadamente 25 centímetros, que são extraídos de colmos 

produzidos em viveiros. O plantio envolve quatro etapas principais: a coleta dos 

colmos em local distinto das áreas de plantio; o transporte; o seccionamento 

(picagem) dos colmos e distribuição do material nos sulcos e, por último, é feita a 

adubação e a cobertura das mudas (BRAUNBECK; MAGALHÃES, 2010). 
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A partir do ano de 2006, o plantio manual foi quase todo substituído pelo 

plantio mecanizado, e com isso, houve o aumento significativo da quantidade dos 

toletes necessários para o plantio de um hectare de cana-de-açúcar. Quando o 

sistema era manual, eram necessárias, em geral, de 10 a 12 toneladas de toletes 

para plantar um hectare e com a mecanização, de 16 a 20 toneladas para a 

obtenção dos mesmos resultados. Isso porque as gemas presentes nos toletes são 

muito sensíveis, fáceis de sofrer danos, o que ocorre frequentemente durante o 

processo. Outro problema é a compactação do solo causada pelo tráfego excessivo 

de máquinas nas áreas, que é um dos principais fatores de queda de produtividade 

a médio e longo prazos nas lavouras de cana-de-açúcar brasileiras. 

Uma alternativa ao método convencional de propagação é o uso de mudas 

pré-brotadas (MPB). O sistema se baseia na utilização de toletes de uma gema, 

conhecidos como minitoletes, os quais são plantados em substrato para que ocorra 

a brotação e crescimento das mudas. Permanecem em ambiente protegido por 

aproximadamente 45 dias, em seguida passam por duas fases de aclimatação, a 

primeira em tela de sombreamento (sombrite) e a segunda a céu aberto e então 

somente podem ser levadas para o campo (LANDELL et al., 2012). As gemas são 

escolhidas cuidadosamente, eliminando as danificadas e com presença de 

patógenos, o que garante a redução do volume de colmos e o melhor controle na 

qualidade de vigor, redundando em canaviais de excelente padrão clonal e, portanto, 

com maior homogeneidade, confirmam Xavier et al., (2014). 

Outra opção é a micropropagação através de meristemas, que é um dos 

métodos mais viáveis para obter material sadio, pois por apresentar células 

indiferenciadas há poucas possibilidades de presença de patógenos (ALCANTARA 

et al., 2014). Está técnica tem o objetivo de regenerar plantas idênticas à planta 

mãe, e isto é possível, pois os propágulos (células, teidos ou órgãos) são mantidos 

em meio de cultivo sob condições asséptias com controle de densidade de fluxo de 

fótons, fotoperíodo e temperatura (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; GEORGE, 

2008; CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2013).  

A utilização do meio de cultivo adequado para a cultura é de fundamental 

importância. Para a cana a maioria dos trabalhos utilizam meios semissólidos para o 

estabelecimento e meios líquidos para a etapa de multiplicação. A composição 

básica do meio recomendado utiliza os sais minerais do meio MS (MURASHIGE; 

SKOOG, 1962), modificações substanciais são feitas dependendo da variedade e do 
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propósito do estudo. Estas modificações normalmente variam entre concentrações e 

combinações de reguladores vegetais, sendo auxinas e citocininas, os mais 

utilizados. Os reguladores de crescimento vegetal são fundamentais, pois são 

responsáveis por suprir as possíveis deficiências dos teores endógenos de 

hormônios do explante, estimulando respostas como enraizamento, alongamento, 

multiplicação de parte aérea ou crescimento (LEMOS, 2013).  

O sistema de biorreator de imersão temporária (BIT) patenteado pela 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia utiliza frascos dispostos lado a lado, 

onde um contém o meio nutritivo e o outro o material vegetal. Os frascos são 

interligados por um tubo e o meio liquido é transferido de um para o outro através de 

fluxo de ar. Este sistema foi baseado no modelo proposto por Lorenzo et al. (1998) e 

têm aumentado a eficiência, produtividade da propragação de plantas com redução 

no tempo requerido para micropropagação. 

 

2.3.  Substratos 
 

Substrato para plantas corresponde à matéria-prima ou mistura de matérias-

primas que substituem o solo no cultivo e servem de suporte de plantas e 

ancoragem para as raízes, possibilitando o fornecimento de quantidades 

equilibradas de ar, água e nutrientes (ZORZETO, 2011). 

Geralmente o substrato é utilizado na produção de mudas, aclimatação de 

plântulas micropropagadas e no cultivo fora do solo de flores e produtos olerícolas. 

Esse insumo proporciona um maior rendimento em relação aos métodos tradicionais 

por apresentar características importantes como: maior precocidade, menor 

possibilidade de contaminação por fitopatógenos, maior percentual de 

aproveitamento na relação muda/semente e gerar menor estresse no transplante 

(LIMA et al., 2009).  

As matérias-primas utilizadas na composição de substratos podem ser de 

origem mineral, orgânica ou sintética, desde que apresentem características 

químicas, físicas e biológicas desejáveis (KANASHIRO, 1999). Um bom substrato é 

aquele que proporciona boas condições de umidade, teor de nutrientes, 

disponibilidade de nutrientes e de água, macro e microporosidade, capacidade de 

troca de cátions, boa agregação às raízes e uniformidade (ENSINAS, S.C.; 

MAEKAWA JUNIOR; ENSINAS, B.C, 2011; COSTA et al., 2013). 
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No entanto, é difícil encontrar um material que seja capaz de atender todas as 

exigências para crescimento e desenvolvimento das espécies, da mesma forma que 

não há substrato que seja recomendado a todas as culturas (ABAD, 1991). Portanto, 

é necessário averiguar quais os melhores materiais para cada situação avaliada, 

necessitando de pesquisas com diferentes tipos de substratos para o conhecimento 

das características presentes e do potencial de cada um para as culturas de 

interesse.  

Em primeiro lugar, deve ser feita a caracterização do material, determinando-

se suas propriedades físicas, químicas e biológicas; depois, a comparação dessas 

propriedades com as de um substrato considerado “ideal”; caso essas 

características sejam significativamente distintas dos valores ótimos recomendados, 

proceder ao seu melhoramento; e, finalmente, considerar ensaios de crescimento 

vegetal (ABAD; MARTINEZ, P. F.; MARTINEZ, J., 1993). 

Os materiais orgânicos mais comumente utilizados no cultivo de plantas são: 

turfa, cascas de pínus, fibra de coco, casca de arroz carbonizada, outras fibras e 

cascas. E dentre os minerais estão vermiculita, perlita, espuma fenólica, pó de 

rochas e argila expandida.  

A turfa é o resultado da decomposição lenta do musgo sphagnum que se 

acumula em pântanos, principalmente no Canadá (CSPMA, 2010) e devido ao seu 

alto teor de matéria orgânica, é amplamente utilizada como componente principal de 

substratos de marcas comerciais. Entretanto, por serem as turfeiras um habitat 

natural de espécies de plantas e animais, além de “arquivo” arqueológico e 

reservatório de carbono, sua exploração tem sido alvo de grupos de defesa 

ambiental, o que tem levado à substituição da turfa por compostos orgânicos 

(GRUSZYNSKI, 2002).  E a associação de casca de arroz a outros materiais se 

destaca devido ao baixo custo, ausência de contaminantes, fácil manuseio e grande 

capacidade de drenagem, que quando associada a outros materiais garante boas 

características ao substrato. 

 

2.4.  Nitrogênio (N) 

 

O ciclo do nitrogênio, após a fotossíntese, é o processo mais importante no 

planeta. O nitrogênio faz parte da constituição das bases nitrogenadas, aminoácidos 

e consequentemente das proteínas, demonstrando assim a sua importância na 
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constituição de moléculas vitais para os organismos vivos, sendo assim, um dos 

elementos de maior importância na nutrição de plantas (LIMA et al., 2001). 

Mesmo apresentando tal importância, a maioria dos organismos não 

consegue assimilar o nitrogênio atmosférico, o qual compõe 78% da atmosfera. 

Apenas um grupo relativamente pequeno de bactérias, chamadas diazotróficas, 

consegue fixar o nitrogênio e converte-lo em compostos de amônia solúveis em 

água. Este processo ocorre devido à presença da enzima a nitrogenase nestes 

microrganismos, a qual é formada por duas subunidades. A primeira subunidade 

capta a energia necessária para o processo e a segunda é responsável pela 

conversão no nitrogênio em amônia. 

O processo de fixação do nitrogênio pode ser obtido de forma industrial 

(Haber-Bosch), no entanto a quebra da tripla ligação que existe entre as duas 

moléculas do nitrogênio atmosférico requer condições elevadas de temperatura e 

pressão, o que só é conseguido através da queima de combustíveis fósseis, este 

custo é transferido para a produção das culturas agrícolas (na forma de adubo de 

nitrogenado), o qual é responsável por cerca de até 20% dos custos de produção 

(JORIS, 2015).  

Entre os nutrientes responsáveis pela nutrição da cana-de-açúcar, o 

nitrogênio é o elemento absorvido em maior quantidade, basicamente nas formas 

minerais NO3
- e NH4

+, sendo a maior parte absorvido através do fluxo de massas 

(99%) e apenas 1% pela interceptação radicular (PRADO et al., 2005; MALAVOLTA, 

2006). Embora o N constitua aproximadamente apenas 1% da matéria seca da 

cana-de-açúcar, suas funções são fundamentais no desenvolvimento da planta. Em 

condições de deficiência do nutriente, ocorre clorose nas folhas mais velhas e a 

diminuição da atividade meristemática da parte aérea, o que resulta na diminuição 

do perfilhamento, da área foliar, longevidade das folhas, qualidade do caldo e 

aumento do teor de fibra. Já o excesso do mesmo, resulta no atraso da maturação e 

também prejudica a qualidade do caldo. 

A cana-de-açúcar no Brasil é cultivada com doses relativamente baixas de N 

(90 a 120 kg ha-1). Em outros países, as quantidades de N aplicadas na cultura 

podem ser até 100% superiores (150 a 250 kg ha-1), com a obtenção de 

produtividades similares (CANTARELLA; TRIVELIN; VITTI, 2007). Com baixo uso de 

insumos, as condições favoráveis de solo e clima resultam em altas produtividades 

da cultura nas regiões produtoras brasileiras, fornecendo assim bons índices de 
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produção de energia renovável em relação ao total de energia fóssil gasto na 

produção agrícola e industrial. Nesse contexto, o uso de fertilizantes nitrogenados é 

um componente-chave no balanço energético, pois responsável por 23% da energia 

fóssil utilizada nas operações da cultura, e 19% da energia total gasta, considerando 

também todas as etapas para a produção de bioetanol (GALDOS et al., 2010; 

JORIS, 2015).  

A adubação nitrogenada pode promover aumento da produtividade em ciclo 

de cana-planta, no entanto embora existente em algumas situações, a resposta da 

cana-planta ao N é pequena e normalmente ocorre em doses baixas (FRANCO et 

al., 2010; FORTES et al., 2013; PENATTI, 2013). Na cana-soca, as respostas à 

adubação nitrogenada são mais evidentes que em cana-planta, refletindo em maior 

vigor das soqueiras, aumentando assim o potencial produtivo da cultura. No ciclo de 

cana-soca, as condições são mais favoráveis ao aproveitamento do N aplicado, pois 

iniciam após a obtenção de altas produtividades com baixas doses de N na cana-

planta (PENATTI, 2013). 

O nitrogênio também é utilizado na síntese de compostos celulares, como a 

clorofila, sendo o seu teor nas folhas da planta, proporcional à quantidade de 

nitrogênio que ela absorveu. Dessa forma, conhecendo o teor de clorofila é possível 

saber as áreas da lavoura que estão com deficiência de N. Ou ainda, é possível 

saber onde os níveis já estão satisfatórios e evitar desperdícios com adubações 

desnecessárias. A medição do teor de clorofila através de um clorofilômetro (índice 

SPAD – Soil Plant Analisys Development) é considerada a melhor indicadora do 

estado nutricional de N na planta (BLACKMER; SCHEPERS, 1994). O índice SPAD 

estima o teor relativo de clorofila, mediante valores calculados no aparelho a partir 

da quantidade de luz absorvida pela folha (WASKOM et al., 1996). 

  

2.5.  Bactérias diazotróficas endofíticas em cana-de-açúcar 

 

Bactérias endofíticas possuem, da mesma forma que patógenos, a 

capacidade de penetrar na planta e colonizar sistematicamente o hospedeiro, 

podendo habitar o apoplasto, vasos condutores e ocasionalmente o meio intracelular 

(ANDREOTE,  2007). Também podem atuar em processos essenciais para o 

desenvolvimento vegetal, como por exemplo, auxílio na obtenção de nutrientes, 

promovendo o crescimento vegetal por meio de produção de fitormônios. E ainda, 
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atuam protegendo a planta hospedeira contra patógenos seja por antibiose direta ou 

pela indução de resistência sistêmica vegetal (OLIVEIRA; ANDRADE, 2010). A 

associação mais conhecida é a que ocorre entre várias espécies de leguminosas e 

as bactérias do gênero Rhizobium, mas já se sabe que as bactérias fixadoras de 

nitrogênio endofíticas também atuam no interior de algumas plantas, como cana-de-

açúcar, cereais e forrageiras. 

A inoculação de bactérias proporciona benefícios à cana além da FBN, como 

aumento das raízes, da assimilação de CO2 e do número de folhas, 

(KLEINGESNDS, 2010). Pereira et al. (2013) constataram que algumas variedades 

de cana, quando inoculadas, chegam a acumular mais matéria seca do que em 

tratamentos com uso de fertilizante nitrogenado. Gosal et al. (2012), no entanto, 

relataram que o uso de inoculante na espécie permite maior acúmulo de biomassa 

apenas quando combinado com a adubação nitrogenada. 

Os estudos sobre a associação de bactérias à cana-de-açúcar tem se 

intensificado ao longo dos anos e várias bactérias fixadoras de N2 foram isoladas de 

tecidos de diversas partes da planta (BALDANI et al., 2002). Em 2008 foi lançado 

pela Embrapa Agrobiologia, um inoculante que pode ser aplicado tanto na cana-

planta como na cana-soca para redução total ou parcial do nitrogênio aplicado. Este 

inoculante é composto por cinco estirpes de cinco espécies de bactérias 

diazotróficas, as quais serão abordadas a seguir nesta revisão de literatura. 

  

2.5.1. Gênero Azospirillum 

 

O gênero Azospirillum compreende bactérias diazotróficas que estão 

associadas com plantas da família Poaceae como arroz, trigo, milho e cana-de-

açúcar. Algumas espécies têm sido estudadas devido a uma série de características 

que as tornam importante para os seres humanos como a capacidade de promover 

o crescimento vegetal através da produção de fitormônios e fixação biológica do 

nitrogênio. Estudos de regulação da expressão gênica demonstraram que a fixação 

do nitrogênio ocorre apenas em condição especiais devido ao grande gasto 

energético por parte do microrganismo. Uma das condições necessárias para a 

expressão da nitrogenase é baixa disponibilidade de nitrogênio intracelular, portanto 

a utilização de altas doses de fertilizantes nitrogenados, como a uréia, inibe a 

fixação biológica. 
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Estas bactérias estão presentes em todos tipos de solos e possuem um 

diâmetro de um micrômetro (µm) e o comprimento de 2,1 a 3,8 µm (SILVA et al., 

2004), são curvas, móveis e de variadas origens geográficas (HUERGO, 2006). A 

temperatura ótima de crescimento varia entre 28 e 41ºC, dependendo da espécie 

(ECKERT et al., 2001). São microrganismos aeróbicos típicos quando supridos com 

fonte de N combinado, e microaerofílicos quando crescem dependendo da fixação 

de N2 (DONZELI, 2002). 

As fontes de carbono de maior preferência pelo Azospirillum são ácidos 

orgânicos como, o malato, piruvato, succinato, glicose e frutose. Já as fontes de 

nitrogênio podem advir de amônia, aminoácidos, nitrato e nitrito e nitrogênio 

atmosférico (N2) (DOBEREINER, 1995). Todavia, são microrganismos capazes de 

crescer utilizando o N atmosférico como fonte única de nitrogênio (HUERGO, 2006). 

Algumas bactérias fixadoras de N2 ocorrem na superfície de raízes, no entanto 

espécies do gênero Azospirillum ocorrem no interior das raízes, entre os espaços 

intercelulares ou até dentro de algumas células da raiz, como no protoxilema, que 

pode ser completamente preenchido por estas (SIQUEIRA; FRANCO, 1988). Estas 

bactérias tem a capacidade colonizar o sistema radicial, assim como, o colmo das 

gramíneas, e isto ocorre devido à presença de flagelos, que possibilita uma maior 

mobilidade desta no solo e nas plantas (DE WEERT et al., 2002).  

A espécie desse gênero que participa da composição do inoculante para FBN 

em cana-de-açúcar é a Azospirillum amazonense, que foi reclassificada como 

Nitrospirillum amazonense, a partir da combinação de dados genéticos, químicos, 

taxonômicos e fisiológicos (MAGALHÃES et al. 1983; LIN et al. 2014). 

 

2.5.2. Gênero Paraburkholderia 

 

Paraburkholderia (família Burkholderiaceae) é um gênero grande e ubíquo 

dentro do grupo das betaproteobacterias. Algumas espécies são relatadas como 

sendo patogênicas para humanos e animais, mas várias cepas dos complexos B. 

cepacia, B. pseudomallei e B. mallei (CHENGE; CURRIE, 2005), são de natureza 

ambiental e promovem o crescimento de plantas. Com base na afinidade 

filogenética, tem sido recentemente proposto dividir o gênero em dois grupos 

distintos: Burkholderia e Paraburkholderia. Enquanto o primeiro acomoda isolados 
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clínicos, este último engloba o grupo ambiental benéfico da planta (SAWANA; 

ADEOLU; GUPTA, 2014; DOBRITSA; SAMADPOUR, 2016). 

A espécie desse gênero que participa da composição do inoculante para FBN 

em cana-de-açúcar é Burkholderia tropica (REIS et al., 2004), hoje denominada 

Paraburkholderia tropica, e os meios de cultivo utilizados no Brasil para isolamento 

destes microrgaismos são: LGI-P e JMV semissólidos. A espécie tem a forma de 

bastão ligeiramente curvado e sua mobilidade é possível devido à existência de 

flagelos. Essas bactérias tem a capacidade de reduzir o acetileno a etileno em meio 

semissólido sem nitrogênio, e são, portanto, consideradas capazes de fixar 

nitrogênio atmosférico.  

A temperatura ótima de crescimento é 30 ºC, sendo possível a utilização de 

diversas fontes de carbono para esta bactéria incluindo açucares e ácidos orgânicos 

(CABALLERO-MELLADO et al., 2007). Nas plantas, elas primeiro colonizam a 

superfície das raízes e depois, os espaços intercelulares, podendo também colonizar 

as plantas através dos pontos de crescimento de raízes laterais (BALDANI et al., 

1997). Quando inoculadas em cana-de-açúcar apresentam melhores resultados 

quando em conjunto com Herbaspirillum rubrisubalbicans, H. seropedicae, 

Gluconacetobacter diazotrophicus e Nitrospirillum amazonense (OLIVEIRA et al., 

2006; SCHULTZ et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; CHAVES, 2014). 

 

2.5.3. Gênero Gluconacetobacter  

 

Dentre as bactérias descritas neste gênero, as espécies fixadoras de 

nitrogênio atmosférico são G. diazotrophicus, G. azotocaptans e G. johannae. 

Gluconacetobacter diazotrophicus foi isolada por Cavalcante; Döbereiner (1988) a 

partir de tecidos de cana-de-açúcar cultivados nos estados brasileiros Alagoas, 

Pernambuco e Minas Gerais. Estudos de homologia DNA-RNA desenvolvidos por 

Gillis et al., (1989), possibilitaram sua reclassificação em Acetobacter diazotrophicus, 

mas foi incorporada ao gênero Gluconacetobacter (YAMADA; HOSHINO; 

ISHIKAWA, 1997). 

A espécie Gluconacetobacter diazotrophicus possui poucos hospedeiros, mas 

é bastante encontrada em associação com plantas ricas em açúcar como a cana-de-

açúcar, batata-doce e capim elefante (Pennisetum purpureum). Esta bactéria 

coloniza raízes, colmos e folhas de cana-de-açúcar em números de até 106 células 
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g-1 de massa fresca (REIS et al., 1994; BODDEY et al., 1998), mas apresenta baixa 

diversidade genética (CABALLERO-MELLADO et al., 1995), por isso, sua população 

presente nos tecidos de cana-de-açúcar diminui consideravelmente com o avançar 

da idade da planta (SILVA, 1999; PERIN, 2003) e em condições favoráveis de 

nitrogênio (REIS JR et al., 2000).  

Seus efeitos benéficos em cana-de-açúcar estão associados à FBN e à 

produção de substâncias promotoras de crescimento (LEE et al. 2004). E ainda, 

apresenta potencial para o controle biológico sobre determinados fitopatógenos 

como, por exemplo, Xanthomonas albilineans (BLANCO et al., 2005). 

 

2.5.4. Gênero Herbaspirillum 

 

Duas espécies do gênero Herbaspirillum fazem parte da composição do 

inoculante usado na cana-de-açúcar, Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al., 

1986) e Herbaspirillum rubrisubalbicans originalmente descrita como Pseudomonas 

rubrisubalbicans (GILLIS et al., 1991) e reclassificada por BALDANI et al. (1996). 

Estas espécies de bactéria diazotrófica são encontradas associadas à poaceas, 

como cana-de-açúcar, arroz, milho, sorgo e capim elefante e são conhecidas pela 

capacidade de fixar nitrogênio atmosférico. 

A H. seropedicae foi a primeira espécie descrita do gênero e possui a maior 

distribuição e ocorrência dentre as espécies diazotróficas endofíticas estudadas. Já 

a H. rubrisubalbicans tem ocorrência mais restrita e é conhecida por causar a 

doença chamada "estria mosqueada" na variedade de cana-de-açúcar B3462. 

Espécies de Herbaspirillum também podem contribuir para o crescimento 

vegetal através de outros fatores, além da FBN. Bastián et al., (1998) detectaram a 

produção de AIA e giberelinas A1 e A3 na espécie H. seropedicae. E Radwan et al. 

(2002) constataram a produção de indóis por estirpes de H. rubrisubalbicans. No 

entanto, a sua contribuição na promoção de crescimento vegetal é menor do que 

apresentada por outras bactérias. Mas estas duas espécies são capazes de 

colonizar nichos específicos no interior dos tecidos vegetais, podendo transferir mais 

eficientemente para planta os compostos nitrogenados produzidos e ainda não 

sofrerem limitações de substâncias ricas em carbono (OLIVARES et al., 1997). 
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3. METODOLOGIA GERAL 

 

O trabalho de pesquisa foi desenvolvido na Embrapa Clima Temperado, onde 

foram realizados diversos experimentos. Com o intuito de alcançar os objetivos do 

trabalho, utilizaram-se as variedades de cana-de-açúcar RB867515, RB92579, 

RB966928 e RB975932, e substratos produzidos a partir da mistura de casca de 

arroz carbonizada e composto orgânico, além de um substrato de marca comercial. 

Para a inoculação de bactérias foram utilizadas estirpes das espécies: 

Herbaspirillum rubrisubalbicans, Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia tropica, 

Gluconacetobacter diazotrophicus e Nitrospirillum amazonense. 

O primeiro experimento teve como objetivo estimar a sobrevivência das 

espécies de bactérias diazotróficas em cada um dos substratos utilizados no 

trabalho. Em um segundo momento, realizou-se o experimento com mudas a 

produzidas a partir de minitoletes e inoculadas com bactérias diazotróficas e 

avaliaram-se parâmetros relacionados à brotação, desenvolvimento de parte aérea e 

de raízes, além do acúmulo de nitrogênio. 

Em cana-planta, no decorrer de 240 dias, observou-se a resposta das 

variedades à inoculação quanto ao perfilhamento, teor de clorofila, área foliar, 

acúmulo de biomassa, incremento de massa seca, teor de nitrogênio e fixação 

biológica. 

E no cultivo in vitro foi aviada a multiplicação das brotações e o crescimento 

de plântulas em frascos contendo meio semissólido e em biorreator de imersão 

temporária, também a resposta destas plantas à inoculação na fase de 

enraizamento e a aclimatação em casa de vegetação, nos diferentes substratos.   



32 
 

 

 

 

 

 

4. CAPÍTULO 1. Produção de mudas de cana-de-açúcar a partir de minitoletes 

inoculadas com bactérias diazotróficas 

 

4.1.  Introdução 

 

O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo, e a cultura possui 

ampla relevância no agronegócio nacional. Devido a sua importância e crescente 

expansão, é fundamental que se realize um plantio de qualidade e melhorias no 

setor, pois decisões tomadas neste momento repercutem por todo o ciclo produtivo. 

O cultivo da cana-de-açúcar a partir de mudas (LANDELL et al., 2012) tem 

permitido a redução do volume gasto de colmos, pois proporciona uma alta taxa de 

multiplicação. Além disso, aumenta a sanidade das mudas e da uniformidade do 

plantio, com a escolha de gemas não deterioradas e livres de patógenos. 

A qualidade das mudas influencia na percentagem de sobrevivência, na 

velocidade de crescimento e na produção final. Além disso, mudas de melhor 

qualidade, por terem maior potencial de crescimento, exercem um melhor controle 

da vegetação invasora, reduzindo os custos dos tratos culturais. Sanguino (2006) 

ressaltou a importância da qualidade das mudas na formação das lavouras. Alertou 

que a utilização de colmos como fonte de mudas facilita a propagação de doenças e 

reduz a vida útil dos canaviais, causando grandes prejuízos. 

O substrato também é de extrema importância para a produção de mudas 

mais vigorosas e mais resistentes às adversidades climáticas. Sendo a formação 

das raízes, o fator determinante no pegamento e na sobrevivência das mudas após 

o transplante para o campo (ANDRADE et al., 2014).  

A utilização de resíduos da produção agropecuária, domésticos e 

agroindustriais como substrato tende a diminuir os custos de produção e na região 

sul país, com a indústria arrozeira, são gerados resíduos cujas características 

sugerem a possibilidade de constituírem substratos adequados para a produção de 

mudas de cana-de-açúcar. 
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A associação de bactérias diazotróficas a mudas de cana-de-açúcar é uma 

atividade muito promissora, pois além do benefício obtido pela planta através da 

FBN, efeitos no crescimento vegetal promovido por microrganismos endofíticos 

estão relacionados também à síntese de substâncias reguladoras do crescimento 

vegetal, indução de resistência a doenças e aumento da disponibilidade de 

nutrientes. Além disso, a colonização vegetal por estas bactérias pode levar a um 

aumento tanto na densidade de pelos radiculares como na taxa de emissão de 

raízes secundárias e do aumento da superfície radicular. Estas alterações podem 

acarretar um aumento da absorção de água, nutrientes e resistência a estresses 

ambientais (CANUTO, 2008). 

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o desenvolvimento de mudas 

de cana-de-açúcar submetidas à inoculação de bactérias diazotróficas em diferentes 

substratos e a resposta destas após o transplante para o campo, quanto ao 

crescimento vegetativo e fixação biológica de nitrogênio. 

 

4.2.  Material e métodos 

 

4.2.1. Experimento 1: Sobrevivência de bactérias diazotróficas em substratos 

alternativos para plantio de cana-de-açúcar 

 

Com o objetivo de identificar o(s) melhor(es) substratos para a produção de 

mudas de cana-de-açúcar, foi conduzido um experimento em condições de 

laboratório, onde foram testados seis inoculantes em seis substratos. O trabalho foi 

desenvolvido na Embrapa Agrobiologia localizada na cidade de Seropédica, no Rio 

de Janeiro. Os seis inoculantes consistiram nas estirpes: HCC103 de Herbaspirillum 

rubrisubalbicans, HRC54 de H. seropedicae, PPe8 de Paraburkholderia tropica, 

PAL5 de Gluconacetobacter diazotrophicus, CBAmc de Nitrospirillum amazonense; 

além da mistura das cinco referidas estirpes.  

Antes da inoculação, foi feita a contagem de bactérias diazotróficas nos 

inoculantes utilizando a metodologia descrita por Baldani et al., (2014) que consiste 

na diluição seriada e contagem pelo “Número Mais Provavél” estimado pela tabela 

de MacCrady's.  Os meios de cultivo semi-sólidos, semi-seletivos são os 

recomendados para a contagem de cada uma das espécies inoculadas, a saber: 

JNFb, LIG, LGI-P e JMV.  Todos os inoculantes apresentaram contagens iniciais 



34 
 

acima de 109 células por grama de substrato. Para a contagem da população de 

bactérias diazotróficas nos 36 tratamentos amostras de 1g foram colocadas em 9mL 

de salina e feita a diluição seriada até a concentração 10-5. Das três menores 

diluições foi retirada uma alíquota de 0,1 mL e em seguida inserida em frascos de 

penicilina contendo 6mL de meio semi-sólido seletivo para as bactérias inoculadas. 

Para os tratamentos com inoculação da estirpe Herbaspirillum 

rubrisubalbicans ou H. seropedicae o meio utilizado foi o JNFb, para o tratamento 

com a estirpe B. tropica, o meio JMV, para o tratamento com a estirpe N. 

amazonense, o meio LGI e para a estirpe G. diazotrophicus, o meio LGI-P. 

Os substratos foram resultantes da combinação de casca de arroz 

carbonizada (CAC) com composto orgânico (CO) em cinco diferentes concentrações 

e um substrato comercial (SC). Substrato 1: 75% CAC + 25% CO; Substrato 2: 50% 

CAC + 50% CO; Substrato 3: 25% CAC + 75% CO; Substrato 4: 100% CO; 

Substrato 5: 100% CAC e Substrato 6: 100% SC. 

Foi feita contagem de bactérias diazotróficas nos seis substratos e não foi 

detectada a presença de bactérias diazotróficas nos meios seletivos, por isso, tubos 

de ensaio (capacidade para 100 mL) foram preenchidos com cerca de 5g dos seis 

substratos e inoculados com 1g dos seis diferentes inoculantes com quatro 

repetições resultando em 144 tubos. Todos os tubos com substrato receberam entre 

5 a 10 mL de água destilada estéril visando permitir uma melhor sobrevivência das 

estirpes bacterianas. E para fins de avaliação, foram feitas contagens de bactérias 

nos substratos, no período compreendido entre 17 de junho e 14 de julho de 2015. 

 

4.2.2. Experimento 2: Utilização de minitoletes inoculados com bactérias 

diazotróficas na produção de mudas de cana-de-açúcar 

 

O experimento foi instalado em setembro de 2015 e desenvolvido sob 

ambiente protegido na Embrapa Clima Temperado (sede), localizada no município 

de Pelotas, no Rio Grande do Sul, com latitude 52°26’25” Oeste e 31°40’41” Sul e 

altitude de 60 metros. A casa de vegetação onde se deu o trabalho é da marca Van 

der Hoeven, produzida em policarbonato alveolar, modelo duas águas, cujas 

dimensões são de 12,8m de largura e 12m de comprimento, mais antecâmara de 

acesso localizada em uma frontal da casa, que totalizam 165,6m². O manejo da 

temperatura foi feito através de sistema de resfriamento, ventiladores e do uso de 
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telas de sombreamento, mantendo-se a temperatura de 25ºC. A umidade pode ser 

controlada através de nebulizadores e a irrigação foi realizada através do sistema de 

bandejas flutuantes e microaspersores. 

 

4.2.2.1. Delineamento experimental 

 

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com nove repetições, 

onde cada planta representou uma unidade experimental ou parcela. Os fatores 

foram arranjados em esquema trifatorial, com o objetivo de testar quatro variedades 

de cana-de-açúcar, quatro substratos e a inoculação de bactérias diazotróficas (com 

inoculação e sem inoculação), totalizando 32 tratamentos.  

As variedades de cana-de-açúcar utilizadas foram: RB966928 e RB975932 de 

ciclo precoce e RB867515 e RB92579 de ciclo médio-tardio. Os substratos para a 

brotação das gemas e desenvolvimento das mudas consistiram em três 

combinações de casca de arroz carbonizada (CAC) com composto orgânico (CO), 

em concentrações de 25, 50 e 75%, respectivamente, além do substrato comercial 

Turfa Fértil®, utilizado como testemunha. 

 

4.2.2.2. Preparo dos substratos 

 

O composto orgânico usado foi produzido a partir de resíduos domésticos, 

vegetais, esterco bovino, cama de aviário, pó de rocha e serragem. O processo de 

decomposição dos materiais se deu de forma natural, sem adição de 

microrganismos, em composteira de alvenaria em uma propriedade privada no 

interior do município de Pelotas, no Rio Grande do Sul. E a casca de arroz utilizada 

nos substratos foi carbonizada e posteriormente lavada, na mesma propriedade. 

O composto foi peneirado antes do preparo dos substratos e as misturas 

desse material com a casca de arroz carbonizada foram feitas com base no volume, 

chegando às proporções estipuladas para cada um dos tratamentos. 
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Figura 3 - Materiais utilizados na composição dos substratos a) casca de arroz e b) composto 
orgânico. (Fotos: Sergio Silva e Ester Schiavon Matoso) 

 

Os substratos foram submetidos a análises físicas (Tabela 1), como 

densidade volumétrica, capacidade de retenção de água e porosidade conforme a 

metodologia descrita por Kämpf; Takane; Siqueira (2006). A porosidade foi obtida, 

com a utilização de uma proveta de 2000 mL, completada com 1L de água e em 

seguida acrescentou-se lentamente a amostra de 1L de substrato seco (ao ar por 24 

horas) e após a imersão da amostra, fez-se a leitura do nível alcançado pela água.  

A densidade (g L-1) foi obtida através do peso de 1L de substrato (seco e 

peneirado), e calculada através da seguinte fórmula: d = m/v. Onde m é a massa 

(peso), dada em gramas, do substrato e v é o volume de substrato, dado em litros.  

O volume de água retido ou capacidade de retenção foi obtido a partir da 

fórmula CRA(%) = (Peso do substrato drenado – Peso do substrato seco) / 100.  

Para obtenção dos pesos, foi utilizado um vaso com capacidade de 1L completo 

com substrato (seco e peneirado), onde foi obtido o valor da massa 

(substrato+vaso), após o vaso com substrato foi colocado em um balde vazio e 

colocou-se água cuidadosamente até atingir a marca de 3 cm abaixo da borda. O 

substrato foi saturado lentamente com água para que todos os poros do substrato 

ficassem preenchidos, retirou-se o vaso de dentro do balde assim que se formou 

uma película de água na superfície do substrato, colocou-se o substrato para drenar 

o excesso de água de 3 a 5 minutos, sem incliná-lo, e após pesou-se o vaso com o 

substrato drenado.  

Foi ainda verificado o teor umidade nos substratos, quando efetuado o plantio, 

pelo método da Estufa Padrão. Primeiramente separaram-se amostras dos 

a b 
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substratos foram distribuídas em Becker e em seguida, determinou o peso do 

Becker e do conjunto “becker-substrato”. Esse material foi levado para estufa, onde 

permaneceu por 48 horas e após isto, pesou-se novamente para determinar a 

quantidade água que evaporou. Com esses dados em mão, fez-se um cálculo da 

diferença da massa total antes de ir para estufa e da massa após retirar da estufa, 

obtendo, assim, a quantidade e percentual de água existente na amostra. 

A determinação do pH foi feita seguindo-se o método descrito pelo MAPA - 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, através da Instrução Normativa 

nº 17 de 21 de maio de 2007 (MAPA, 2007), em solução de substrato extraída por 

diluição na proporção 1:5. Por meio da densidade volumétrica da amostra, tomou-se 

uma massa calculada, em balança com precisão de 1 g, equivalente a uma alíquota 

de 10 mL. Transferindo essa amostra para um frasco, adicionaram-se 50 mL de 

água e agitou-se por 1 hora em agitador mecânico pendular TECNAL, modelo TE – 

240/1, em rotação de 110rpm. Passado esse tempo, a amostra permaneceu em 

repouso por 30 minutos, sendo posteriormente filtrada efetuando-se a leitura do pH 

na solução resultante em peagâmetro de bancada Quimis, modelo Q400MT. 

E para a determinação do conteúdo de matéria orgânica e de cinzas, 

seguindo o procedimento utilizado em laboratório do Instituto Agronômico (ABREU, 

2007), pesou-se cerca de 10g da amostra de substrato em um recipiente de 

porcelana, levando-o à estufa a 110ºC por 2 horas. Passado esse tempo, pesou-se a 

massa seca, levando-a à mufla para carbonização a 550ºC para obtenção das 

cinzas. 

 

Tabela 1 - Densidade, porosidade, capacidade de retenção de água (CRA), umidade, pH, matéria 
orgânica (M.O) e cinzas dos substratos compostos por misturas de casca de arroz 
carbonizada (CAC) e composto orgânico (CO), em três concentrações, e o comercial. 

Substrato pH Densidade Porosidade CRA Umidade M.O Cinzas 

  (g L
-1

)  --------------------------------------------- % ----------------------------------------                                                                         

75CAC25CO 5,33 432 78 21 47 51,36 48,64 

50CAC50CO 6,18 466 72 23 39 42,98 57,02 

25CAC75CO 5,59 526 66 27 27 51,26 48,74 

Comercial 6,48 630 46 42 40 78,07 21,93 

 

Foi desenvolvida ainda, no Laboratório de Fertilidade do Solo da Faculdade 

de Agronomia Eliseu Maciel, que pertence à Universidade Federal de Pelotas, uma 
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análise de rotina (macronutrientes), baseada em metodologias utilizadas para 

análise de solo (Tabela 2). Os conteúdos de nitrogênio e carbono orgânico total 

foram determinados por analisador elementar Perkin Elemer. 

Na quantificação do fósforo (P) e potássio (K) disponíveis adotam-se dois 

procedimentos: extração do substrato, realizada com extrator Mehlich 1 (H2SO4 

0,025 N + HCl 0,05 N) e determinação dos teores desses dois nutrientes, utilizando 

colorímetro (P) e fotômetro de chama (K). Já o cálcio (Ca) e o magnésio (Mg), são 

denominados trocáveis por estarem adsorvidos (ligados) às cargas negativas das 

argilas e estão em equilíbrio com a solução do solo. A extração desses elementos 

do solo é feita com uma solução de KCl na concentração de 1N e a determinação 

pode ser feita por titulometria ou espectrofotômetro de absorção atômica. 

 

Tabela 2 - Análise de carbono (C), nitrogênio (N), fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), magnésio 
(Mg) e relação C/N dos substratos compostos por misturas de casca de arroz carbonizada 
(CAC) e composto orgânico (CO), em três concentrações, e o comercial. Laboratório de 
Fertilidade do Solo da Universidade Federal de Pelotas. 2016. 

Substrato C/N C  N  P  K  Ca  Mg  

  
---------------------------------------------- g.kg

-1
 --------------------------------------------                                                                    

75CAC25CO  79:1 267,19 3,39 0,71 3,56 1,53 0,93 

50CAC50CO 63:1 263,3 5,53 0,59 3,5 5,69 1,69 

25CAC75CO 47:1 259,41 7,68 0,47 3,45 9,86 2,44 

COMERCIAL 42:1 268 6,4 0,34 2,2 2,19 1,02 

 

4.2.2.3. Produção, tratamento e inoculação das mudas 

 

As mudas foram produzidas a partir da utilização de minitoletes, baseado no 

manual desenvolvido na Índia pelo ICRISAT (2009) e semelhante à metodologia de 

Landell et al. (2012). Onde foram coletados colmos de cana-de-açúcar inteiros no 

campo com o auxílio de um “podão” e feita a despalha desses. Em seguida os 

colmos foram cortados em toletes de uma gema, também conhecidos como 

minitoletes ou minirrebolos, separando as gemas viáveis e sem o ataque de pragas. 

Para o corte e preparo destes minitoletes foi utilizado um sistema de guilhotina com 

lâmina dupla devidamente desinfestado (XAVIER et al., 2008). 

A inoculação de bactérias fixadoras de nitrogênio foi feita com inoculante que 

consistiu em uma mistura de bactérias contendo as espécies: Herbaspirillum 

rubrisubalbicans, H. seropedicae, Burkholderia tropica, Gluconacetobacter 
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diazotrophicus e Nitrospirillum amazonense. Este foi produzido na Embrapa 

Agrobiologia, no Rio de Janeiro, e cedido para o uso no experimento. O processo de 

elaboração se deu na multiplicação das bactérias em meio de cultura próprio e 

posterior adição à turfa, formando na verdade, cada espécie um inoculante turfoso 

de 250g, que foram diluídos juntos em 50 litros de água formando a solução 

bacteriana (REIS et al., 2009). 

 

 

Figura 4 - Inoculantes à base de turfa para uso na cana-de-açúcar. (Foto: Ester Schiavon Matoso) 

 

Antecipando a inoculação, com intuito de eliminar microrganismos já 

presentes na cana e para evitar uma possível interferência com as estirpes de 

bactérias, os minitoletes foram submetidos à termoterapia por 30 minutos a 52 ºC 

(SANGUINO; MORAES; CASAGRANDE, 2006) e tratamento com fungicida de ação 

sistêmica a base de piraclostrobina por 3 minutos. Após os tratamentos, eles foram 

imersos em solução bacteriana por 30 minutos, sendo plantados em seguida em 

tubetes contendo substrato (PEREIRA et al., 2013). As bandejas de tubetes com 

volume de 180 cm³ cada, foram mantidas sob ambiente protegido por um período de 

aproximadamente 30 dias, para que ocorresse a brotação das gemas. 

 

 



40 
 

4.2.2.4. Avaliações 

 

A partir do décimo dia após o plantio dos minitoletes, foram registradas a cada 

três dias, o número de mudas brotadas, com parte aérea formada, até o vigésimo 

dia quando houve estabilização da emergência, para determinação do Índice de 

Velocidade de Emergência (IVE), aqui chamado de Índice de Velocidade de 

Brotação (IVB). Esse foi calculado pela fórmula proposta por Maguire (1962): IVB = 

E1/N1 + E2/N2 +... En/Nn Onde: IVB = índice de velocidade de brotação. E1, E2,... 

En = número de plântulas normais computadas na primeira contagem, na segunda 

contagem e na última contagem. N1, N2,... Nn = número de dias da semeadura à 

primeira, segunda e última contagem. O trabalho contou com três repetições, sendo 

cada uma delas representada por 54 minitoletes. 

Pela importância prática, avaliou-se a facilidade com que as mudas foram 

retiradas do tubete. Foram atribuídas, empiricamente, notas de 5 a 10 para a 

retirada das mudas, sendo as maiores notas para as mudas que permaneceram com 

o torrão firme e se soltaram facilmente. Já as menores notas foram atribuídas às 

mudas que apresentaram dificuldade para saírem do tubete e/ou o torrão não saiu 

íntegro. 

Já para outras variáveis, aos 30 dias após a semeadura foram escolhidas 

nove mudas ao acaso e foi realizada uma única avaliação. Na oportunidade 

avaliaram-se a altura de parte aérea e o comprimento das raízes em centímetros 

(cm), medindo-se as mesmas com uma régua, o diâmetro do colmo em milímetros 

(mm) foi realizado com o auxílio de um paquímetro, na região mediana do primeiro 

nódio formado e a massa fresca das mudas (g) foi determinada em balança de 

precisão de 0,1 gramas. Em seguida, as mudas foram acondicionadas em sacos de 

papel e levadas à estufa, onde permaneceram por 48 horas sob a temperatura de 

60ºC para secagem e após foram feitas pesagens para avaliação da massa seca (g) 

das mesmas.  

Para avaliação do teor de nitrogênio das mudas de cana-de-açúcar, as 

plantas secas foram passadas em malha de 2mm de um moinho de facas e em 

seguida, foram enviadas ao Laboratório de Pesquisa em Biotransformações de 

Carbono e Nitrogênio (Labcen), vinculado ao Departamento de Solos da 

Universidade Federal de Santa Maria. 
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4.2.2.5. Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados quanto à normalidade pelo teste de 

Shapiro-Wilk, à homocedasticidade pelo teste de Hartley e a independência dos 

resíduos foi verificada graficamente. Posteriormente, os dados foram submetidos à 

análise de variância (p≤0,05) e para algumas variáveis foi necessário ser feita a 

retirada de dados atípicos. Em caso de significância estatística, compararam-se os 

efeitos das variedades pelo teste de Tukey (p≤0,05), da inoculação pelo teste t 

(p≤0,05) e dos substratos pelo teste de Tukey (p≤0,05) e pelo teste de Dunnett 

(p≤0,05) comparando com a testemunha (substrato comercial). 

 

 

Figura 5 – Visão geral do experimento de mudas de cana-de-açúcar inoculadas com bactérias 
diazotróficas em ambiente protegido. (Foto: Ester Schiavon Matoso) 
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4.2.3. Experimento 3: desempenho de plantas de cana-de-açúcar inoculadas 

com bactérias diazotróficas 

 

O experimento foi desenvolvido de dezembro de 2015 a setembro de 2016, 

em uma propriedade rural localizada no Monte Bonito, interior do município de 

Pelotas, com latitude de 52º22'10” Oeste e 32º41'08" Sul e altitude de 50 metros. 

 

4.2.3.1. Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com três 

repetições, onde cada parcela foi representada por três linhas de três metros. Cada 

uma das linhas possuía sete plantas, espaçadas entre si em 0,5m e o espaçamento 

utilizado entre as linhas foi de 1,4m. No entanto, para fins de avaliação foi 

considerada apenas a linha do meio, sendo essa a área útil da parcela e as outras 

linhas utilizadas como bordaduras, que servem para evitar qualquer influência dos 

tratamentos aplicados nas parcelas vizinhas. Adotou-se o esquema trifatorial entre 

as variedades de cana-de-açúcar, os substratos utilizados na produção e 

aclimatação das mudas e a inoculação de bactérias diazotróficas, sendo os 

tratamentos, os mesmos do primeiro experimento. 

 

4.2.3.2. Produção e aclimatação das mudas 

 

As mudas de cana-de-açúcar foram provenientes de toletes de uma gema 

previamente tratados e inoculados com bactérias diazotróficas, que foram plantados 

em tubetes contendo diferentes substratos para brotação e crescimento. Após cerca 

de 30 dias mantidas em casa de vegetação climatizada, as mudas foram 

transferidas para tela de sombreamento (sombrite), para que ocorresse a primeira 

fase da aclimatação e em seguida elas foram deixadas a céu aberto para finalizar a 

aclimatação em pleno sol, num total de 15 dias. 

 

4.2.3.3. Preparo do solo, adubação e calagem 

  

O preparo do solo foi feito mecanicamente através de aração e gradagem 

para uniformizar o terreno e em seguida efetuou-se a abertura dos sulcos para 

plantio das mudas. De acordo com as recomendações oficiais de adubação e de 
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calagem adotadas nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina 

(COMISSÃO DE QUÍMICA E FERTILIDADE DO SOLO, 2004) foram adicionados 

manualmente, calcário dolomítico (PRNT 100%), superfosfato triplo e cloreto de 

potássio e em seguida os sulcos foram fechados para incorporação dos fertilizantes.  

Anteriormente foi feita amostragem de solo com trado de rosca, em 10 pontos 

da área experimental, para fins de análise e possíveis correções. A análise de solo 

foi feita no Laboratório de Fertilidade do Solo da Embrapa Clima Temperado e os 

resultados da mesma se encontram na tabela 3. 

 

Tabela 3 - Análise de solo da área experimental, localizada no Monte Bonito, interior de Pelotas, RS. 

pH 
água 

Índice 
SMP 

Classe 
Textural 

Argila M.O. P K Na S Ca Mg H+Al Al 

--------%------- ------------
 
mg.dm 

-3 
----------- ------------ cmolc.dm

-3 
---------- 

5,5 5,7 4 19 1,9 2,9 70 --X-- --X-- 1,4 0,7 6,3 0,4 

 

4.2.3.4. Transplante de mudas e adubação de cobertura 

 

As mudas foram transplantadas para o campo no final do mês de dezembro, 

sendo essa uma época tardia para o plantio no RS, que apresenta altas 

temperaturas e baixo volume de chuva nesse período. Devido a isso, foi necessário 

efetuar uma adubação de cobertura uréia cloretada, para ajudar no desenvolvimento 

inicial das plantas. Adicionou-se menos de 20% da dose de nitrogênio recomendada 

para a cultura, o que provavelmente não interferiu na avaliação da fixação biológica 

feita pelas bactérias associadas às plantas. 

 

4.2.3.5. Precipitação, temperatura e evapotranspiração 

 

Para efetuar a medição da precipitação na área experimental foi utilizado um 

comumente encontrado no comércio especializado em agricultura, que mede a 

chuva em milímetros por metro quadrado e possui uma boca de recepção de chuva 

de 15 centímetros quadrados, (5cm x 3cm = 15cm2). Já os dados de temperatura 

(ºC) e Evapotranspiração (mm) foram atribuídos da estação meteorológica da 

Embrapa Clima Temperado. 
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Tabela 4 - Médias mensais de temperatura mínima, média e máxima (ºC), evapotranspiração e 
precipitação (mm) da região de Pelotas, no Rio Grande do Sul, durante o período 
compreendido entre janeiro e setembro de 2016. 

Meses T min. T média T máx. ET (mm) Precipitação (mm) 

Janeiro 19,2 23,5 29 4,15 161,2 

Fevereiro 20 24,3 30,2 4,39 146,3 

Março 17,3 20,9 25,3 2,35 321,5 

Abril 16,9 19,8 23,8 1,69 339 

Maio 10,8 13,6 17,5 1,3 153,8 

Junho 7,5 10,6 15,3 1,49 29,4 

Julho 9 12,6 17 1,4 131 

Agosto 10,1 14,3 19,7 2,24 267,6 

Setembro 10,3 13,9 18,6 2,69 141,6 

 

4.2.3.6. Manejo de plantas daninhas 

 

O manejo das plantas daninhas na área experimental foi feito através da 

passagem de enxada rotativa entre as linhas de plantio, capinas nas linhas e duas 

aplicações de 400 mL ha-1 de herbicida seletivo e pós-emergente a base de 

Mesotriona. 

 

4.2.3.7. Pragas e doenças 

 

Não houve ataques severos de pragas e doenças durante o período de 

experimento, foi necessário apenas o controle de formigas cortadeiras com formicida 

granulado logo após o transplante das mudas. E ainda observou-se a ocorrência de 

ferrugem, mancha anelar e mancha parda nas folhas entre os meses de maio e 

julho, nos quais ocorre um maior acúmulo de água na planta devido à baixa 

temperatura, incidência de radiação solar e consequente baixa evapotranspiração. 

 

4.2.3.8. Avaliações 

 

No período compreendido entre o transplante das mudas e a colheita do 

experimento, foi feito um acompanhamento da área foliar e do teor de clorofila das 

plantas, através de avaliações feitas aos 60, 120 e 240 dias, ou seja, após o 

estabelecimento, na fase de perfilhamento máximo e antecipando a colheita. E 

ainda, aos 120 dias foi avaliado o perfilhamento das plantas, através da contagem 

do número de ramos laterais. 
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O teor de clorofila foi observado na porção intermediária das folhas +3, 

através do medidor de clorofila ClorofiLOG, da marca FALKER, modelo CFL 1030. 

Esse equipamento usa três faixas de frequência de luz, permitindo uma análise 

detalhada que pode ser visualizada instantaneamente ou armazenada no 

computador. A medição ótica analisa a absorção de luz pela folha, indicando a 

presença de clorofila em valores SPAD (Soil Plant Analysis Development). 

A área foliar foi estimada a partir de contagens do número de folhas e 

medidas de comprimento e largura das folhas de um perfilho. Em seguida, os 

valores foram inseridos na equação descrita por Hermann; Câmara (1999), onde 

AF= [C x L x 0,75 x (NF + 2)]. A fórmula leva em consideração o comprimento (C) e 

a largura (L) também da folha +3 e o número de folhas abertas com pelo menos 20% 

de área verde na planta (NF).  

Aos 240 dias após o transplante foi feita a colheita do experimento 

manualmente. Na oportunidade foram pesadas duas touceiras de cana-de-açúcar 

por parcela, a fim de estimar a partir do peso de cana por metro linear, a produção 

de biomassa da parte aérea total por hectare. Também avaliou-se a porcentagem de 

massa seca, o acúmulo de nitrogênio de cada um dos tratamentos e para quantificar 

a contribuição da fixação biológica de nitrogênio, foi efetuada a quantificação do 15N, 

em espectrômetro de massas (IRMS) interfaceado com um analisador elementar de 

N, conforme método descrito em BARRIE; PROSSER (1996). 

As amostras de folhas e colmos foram trituradas individualmente em um 

triturador de galhos e resíduos orgânicos, da marca Trapp, modelo TR 200. 

Amostras representativas foram pesadas e levadas à estufa, onde permaneceram a 

60º até que estivessem totalmente secas. Após este período, que levou em torno de 

sete dias, as amostras foram homogeneizadas, pesadas para a obtenção da massa 

seca (%) e trituradas, porém dessa vez em moinho de facas, até atingir o tamanho 

de partícula ideal para análises em laboratório.  

 

4.2.3.9. Análise estatística 

 

Assim como no experimento anterior, foi efetuada a análise de pressupostos 

nos dados (normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, homocedasticidade pelo teste 

de Hartley e a independência dos resíduos foi verificada graficamente). 

Posteriormente, os dados foram submetidos à análise de variância (p≤0,05). Em 
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caso de significância estatística, compararam-se os efeitos pelo teste de Tukey, da 

inoculação pelo teste t e dos substratos pelo teste de Tukey e pelo teste de Dunnett 

comparando com a testemunha (substrato comercial), todos os testes ao nível de 

5% de probabilidade (p≤0,05). 

 

 

Figura 6 - Transplante de mudas de cana-de-açúcar no Monte Bonito, interior de Pelotas, RS. (Foto: 

Ester Schiavon Matoso) 

 

4.3.  Resultados e discussão 

 

4.3.1. Experimento 1: sobrevivência das estirpes de bactérias diazotróficas 

nos substratos para plantio 

 

Após uma semana de ensaio não se observou diminuição significativa de 

nenhuma espécie de bactérias nos substratos. Apenas ocorreu uma leve queda na 

população de Herbaspirillum seropedicae no substrato comercial e de Burkholderia 

tropica no substrato 100% composto orgânico (Figura 8). 

A estirpe PAL5 de Gluconacetobacter diazotrophicus, a partir da segunda 

contagem apresentou uma diminuição significativa na população em todos os 

substratos. Já as outras espécies se encontravam em grande quantidade em todos 

os substratos, até a terceira contagem. 
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A espécie B. tropica apresentou uma menor população nas primeiras quatro 

contagens no substrato contendo apenas composto orgânico e o mesmo aconteceu 

com a H. seropedicae, porém, apenas nas três últimas contagens. Neste substrato, 

notou-se uma diferente consistência em relação à adição de água, mais úmida. Esta 

consistência conferiu maior anaerobiose, o que resultou numa menor população de 

todas as bactérias diazotróficas inoculadas desde a primeira contagem. 
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Figura 7 - Sobrevivência de bactérias diazotróficas inoculadas individualmente em diferentes 
substratos ao longo de cinco semanas. 
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Quando inoculadas em mistura, a espécie Burkholderia tropica apresentou 

uma queda em sua população em substrato comercial, a partir da primeira contagem 

(Figura 9).  
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Figura 8 - Sobrevivência de bactérias diazotróficas inoculadas em mistura em diferentes substratos 
ao longo de cinco semanas. 

 

A Gluconacetobacter diazotrophicus também diminuiu, porém, a partir da 

segunda contagem nos substratos 100CAC, 100CO e 100SC. E as demais espécies 

apresentaram bom comportamento nos substratos, até a terceira semana. 

Pandey; Maheshwari, (2007) estudando uma bioformulação contendo 

diferentes espécies bacterianas como Burkholderia sp, estirpe MSSP, Sinorhizobium 

meliloti estirpe PP3, Rhizobium leguminosarum estirpe Pec e Bacillus sp. estirpe B1, 

verificaram que, a presença de outras bactérias na bioformulação não promoveu 
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efeito deletério para a viabilidade da estirpe MSSP de Burkholderia sp., o que leva a 

crer que o que causou a diminuição da espécie no estudo, seja alguma 

característica dos materiais utilizados. 

Embora a sobrevivência de células em substratos utilizados como veículo de 

bactérias esteja relacionado com a composição do substrato e o metabolismo celular 

de cada microrganismo, devem ser consideradas as características de cada 

microrganismo no processo de maturação e estocagem do inoculante (ROUGHLEY; 

VINCENT, 1967). 

Dentre os veículos de inoculação de bactérias diazotróficas, o turfoso é 

considerado o mais utilizado no Brasil. A turfa possibilita a viabilidade de um grande 

número de células e ao selecionar o veículo turfoso, para inoculante com estirpes 

previamente selecionadas de Herbaspirllum seropedicae ZAE94 (BR11417) e 

Burkholderia spp. Estirpe M130 (BR11340) e a associação de molibdênio, 

Guimarães; Baldani; Jacob-neto (2013) verificaram que o número de células viáveis 

ficou em torno de 108 células g-1 ou mL-1 aos 110 dias de armazenamento, 

confirmando que o tipo de matéria-prima no veículo está intimamente relacionado ao 

tempo em que as bactérias sobrevivem no mesmo. 

A partir da quarta contagem, cerca de 30 dias após a inoculação, a população 

de bactérias inoculadas reduziu drasticamente, apontando que não é mais um bom 

momento para plantio de mudas. Nesta contagem, não foi mais detectada a 

Gluconacetobacter diazotrophicus em mistura, nem nos substratos 75CAC25CO, 

25CAC75CO, 50CAC50CO E 100CAC, mas foi verificada em baixa concentração no 

substrato 100CO. A Burkholderia tropica também não foi verificada no substrato 

75CAC25CO, embora estivesse na mistura. 

Essa diminuição de algumas estirpes ao se aproximar dos 30 dias, que é 

verificada em maior parte nos substratos contendo composto orgânico, pode ser 

explicada, provavelmente pela presença de alguns microrganismos antagônicos, 

como o que foi encontrado por Figueiredo et. al. (1992). E trabalhos realizados por 

Roughley; Vincent (1967) e Burton (1991) comentam que, dependendo da 

característica dos veículos, tanto valores altos como baixos de umidade podem 

interferir na população antagônica pela competição de nutrientes, porém a níveis 

mais baixos são menos favorecidos. Existe uma relação bem definida entre a taxa 

de morte da bactéria e a taxa de perda de água do material.  
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4.3.2. Experimento 2: desempenho de mudas inoculadas com bactérias 

diazotróficas em casa de vegetação 

 

Com a aplicação do teste F na análise da variância, identificou-se a 

significância da interação trifatorial (variedades x substratos x inoculação) para todas 

as variáveis avaliadas. Assim, os efeitos isolados dos fatores foram desconsiderados 

e analisaram-se detalhadamente as interações (Tabelas 5 até 12). 

 A inoculação de bactérias diazotróficas promoveu aumentos significativos no 

índice de velocidade de brotação (IVB) das quatro variedades estudadas (Tabela 5). 

Sendo que sem a inoculação, as variedades RB92579 e RB975932 obtiveram 

valores de IVB superiores à RB867515 e RB966928, e quando associadas às 

bactérias a diferença de brotação entre as variedades diminuiu. Isto mostra que as 

variedades RB867515 e RB966928 responderam mais à inoculação. Essas 

obtiveram um aumento de cerca de 50% no IVB quando inoculadas, enquanto que, 

nas demais o aumento não passou de 20%. 

 Resultados semelhantes em relação ao aumento da brotação de toletes da 

variedade RB867515 submetidos à inoculação mista de bactérias, foram 

encontrados por Chaves et al. (2015). Para a RB966928, Matoso et al. (2016) 

encontraram resultados promissores com a inoculação das estirpes de bactérias 

individualmente, onde a espécie Herbaspirillum rubrisubalbicans proporcionou maior 

aumento no IVB da variedade. Essa modificação na velocidade de obtenção de 

mudas é extremamente desejável, tendo em vista que o plantio de cana-de-açúcar 

atualmente preconiza a utilização de mudas pré-brotadas (LANDELL et al., 2012), 

ainda mais em variedades de alta importância econômica como as duas mais 

plantadas no país. 

A interação entre plantas e microrganismos é determinada em parte pelo 

genótipo da planta (OLIVEIRA et al., 2006), portanto, é bastante provável que 

diferenças genéticas entre as variedades tenham modificado a resposta das plantas, 

uma vez que a inoculação e o cultivo dessas deram-se em condições idênticas. 
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Tabela 5 - Índice de velocidade de brotação (IVB) de mudas de cana-de-açúcar em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação 

de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

IVB 

Comercial 6,21  9,78   10,25  14,71  13,99  15,79  17,46  17,73  

75CAC25CO 1,53  aB * α 7,80  aA α 2,67  aB * α 9,05  aA α 10,23  aA * β 14,19  aA α 10,89  cA *  α 14,33  bA α 

50CAC50CO 3,02  aB * α 8,09  aB α 3,28  aB * α 7,76  aB α 11,98  aA * β 16,17  aA β 13,80  bA
 ns α 16,88  aA β 

25CAC75CO 3,50  aB * α 7,26  bB α 6,46  aB
 ns β 9,72  aB α 11,76  aA * β 15,78  aA β 17,19  aA

 ns β 16,25  aA β 

CV (%) 11,9 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  
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Outros diversos fatores podem influenciar a brotação da cana, dentre eles, a 

temperatura e a umidade, além dos genéticos e fisiológicos como variedade, idade, 

tamanho e sanidade das gemas (SERAFIM et al., 2012) e também fitotécnicos, 

como o corte e preparo dos minitoletes. Este fato explica a diferença entre os 

substratos utilizados no trabalho, onde os maiores índices de brotação foram 

observados, para maior parte das variedades, na testemunha (substrato comercial) e 

nas misturas contendo 50 e 75% de composto orgânico. Esses materiais possuem 

uma maior retenção de água, promovendo umidade aos toletes durante o processo 

de brotação das gemas.  

O período compreendido entre a semeadura ou plantio e a emergência das 

plântulas representa uma das fases críticas do ciclo de plantas, de modo que a 

uniformidade e a porcentagem de emergência assumem grande importância na 

produção e qualidade final do produto. A água é o fator que exerce a mais 

determinante influência sobre o processo de germinação de sementes e brotação de 

gemas (CARVALHO; NAKAGAWA, 1983), devendo estar disponível num teor 

adequado. E enquanto o sistema radicular se desenvolve, o solo é o responsável por 

manter as condições ideias para o desenvolvimento das plantas (MAGRO et al., 

2011; MANHÃES et al., 2015), o que se aplica também ao substrato.  

 A casca de arroz carbonizada nas misturas também é importante para a 

brotação das gemas de cana-de-açúcar, pois sua presença aumenta a porosidade e 

deixa o substrato mais leve, diminuindo a resistência da camada superficial ao 

rompimento pelos brotos primários. Segundo Kämpf (2001), é imprescindível buscar 

valores entre 75 e 90% de porosidade, pois essa propriedade é responsável pelas 

trocas gasosas, bem como pela movimentação de água no recipiente. Além disso, a 

utilização deste material na composição de subtratos influencia também na 

sobrevivência das bactérias diazotróficas, que como se pôde observar, promoveu 

um aumento no IVB das gemas. Por isso, conhecer a interação do substrato com as 

bactérias é essencial para o sucesso da produção de mudas de cana-de-açúcar 

inoculadas. 

 Na tabela 6 estão apresentadas as médias de altura de parte aérea das 

mudas de cana-de-açúcar, aos 30 dias após o plantio dos minitoletes. Na avaliação 

a variedade RB92579 apresentou mudas mais altas em relação às demais, as quais 

não diferiram estatisticamente umas das outras.   
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Tabela 6 - Altura de parte aérea (cm) de mudas de cana-de-açúcar em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação de bactérias 

diazotróficas1/
.                                  

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Altura de parte aérea (cm) 

Comercial 49,00  59,67  65,67  70,11  85,78  100,78  72,67  60,22  

75CAC25CO 48,67  aB 
ns β

 52,39  aB
 β

 51,22  bB 
ns α 52,56  bB α 82,11  aA * β 96,00  aA

 β
 54,67  aB 

ns α 60,00  aB
 β

 

50CAC50CO 52,33  aB
 ns β

 53,78  aC
 β

 65,67  aB
 ns β

 70,11  aB
 β

 84,89  aA
 ns β

 89,78  aA α 58,44  aB
 ns α

 63,11  aB
 β

 

25CAC75CO 48,67  aB 
ns β

 52,39  aC
 β

 52,89  bB * α 67,89  aB
 β

 71,67  bA *
 α

 85,67  aA α 58,78  aB 
ns α 57,78  aC

 β
 

CV (%) 15,9 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  
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Os tratamentos dessa variedade nos substratos 25CAC75CO e 75CAC25CO 

responderam à inoculação de bactérias, assim como a RB966928 no substrato 

25CAC75CO, sendo, portanto, as mudas com inóculo mais altas que as do controle 

sem inoculação. Nos demais tratamentos não houve resultados significativos frente 

à inoculação de bactérias diazotróficas.  

Este aumento na parte aérea da variedade RB92579 em relação à inoculação 

de bactérias foi confirmado por Chaves (2014). Apesar da altura das plantas de 

cana-de-açúcar ser uma característica genética, está sujeita a influência ambiental 

(SUGUITANI, 2006), portanto, a muda pode sofrer mudanças de acordo com as 

condições em que se encontra. 

 Em relação ao substrato, os tratamentos envolvendo a variedade RB867515 

não apresentaram diferença entre si, tanto sem, quanto com inoculação. Nas demais 

variedades foram observadas algumas diferenças, sendo as mudas da RB966928 

sem e com inoculação, assim como da RB92579 sem inoculação, maiores no 

substrato 50CAC50CO e na testemunha. Essa última, quando inoculada apresentou 

mudas maiores no substrato 75CAC25CO e na testemunha. Já a RB975932, sem 

inoculação apresentou melhor resultado apenas na testemunha, e quando 

inoculada, as alturas foram semelhantes em todos os substratos. 

 Os parâmetros biométricos de mudas de cana-de-açúcar produzidas a partir 

de minitoletes têm sido estudados por diversos autores, uma vez que, ainda não se 

sabe qual deles serve como atestado de qualidade para as mudas. Mas o potencial 

de acúmulo de sacarose por plantas de cana-de-açúcar está mais relacionado às 

medidas de dimensões lineares, como a altura e o diâmetro do colmo (MARAFON et 

al., 2012), por isso, são também importantes na fase inicial de muda.   

A disponibilidade de nutrientes também está diretamente ligada ao 

desenvolvimento de parte aérea, confirmando a importância do substrato na 

produção de mudas. Santi et al. (2016) encontraram diferenças entre as alturas de 

mudas de RB867515 em diferentes substratos comerciais e De Marco et. al. (2016) 

constataram que substratos contendo casca de arroz carbonizada e composto 

orgânico, quando comparados com o substrato comercial Turfa Fértil, promovem 

maior crescimento na parte aérea de mudas desta variedade, assim como da 

RB975932. 

Dentro deste mesmo âmbito, a inoculação de bactérias diazotróficas também 

promove o crescimento das mudas de cana-de-açúcar, pois torna os nutrientes mais 
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disponíveis para as plantas, além de produzir reguladores de crescimento. Embora 

neste trabalho, diante das interações entre as variedades e substratos, a inoculação 

tenha apresentado pouco resultado na promoção de crescimento da parte aérea das 

mudas. 

Na avaliação do diâmetro do colmo (Tabela 7) as diferenças foram 

encontradas entre as variedades e substratos de plantio sem inoculação, sendo os 

maiores valores apresentados pelas mudas da variedade RB975932 em todos os 

substratos, assim como da RB92579 nos substratos 75CAC25CO, 50CAC50CO e 

na testemunha, da RB966928 no 25CAC75CO e testemunha e da RB867515 no 

50CAC50CO e testemunha. E quando submetidas à inoculação não houve 

diferenças entre os tratamentos. 

Segundo Landell; Silva (2004) o diâmetro de colmos é um dos principais 

componentes analisados para a formação do potencial agrícola, pois está 

relacionado à produtividade. E quando estamos falando de mudas, esta importância 

está ligada ao potencial de sobrevivência no campo após o transplante, 

estabelecimento do stand e consequentemente, produtividade desta muda no futuro.  

Os substratos não tiveram grande influência sobre o diâmetro dos colmos, e 

onde houve diferença entre eles, os maiores valores foram encontrados nas mudas 

brotadas no substrato comercial e no 25CAC75CO. E a inoculação de bactérias 

diazotróficas não resultou no aumento do diâmetro dos colmos das mudas, porém, 

tornou os tratamentos mais uniformes, o que é desejável no plantio de cana-de-

açúcar a partir de mudas (XAVIER et al., 2014). 

O comprimento e a superfície das raízes podem controlar fatores de absorção 

de água e nutrientes, por isso é importante quantificá-los. No experimento foi medido 

apenas o comprimento das raízes das mudas de cana-de-açúcar, em centímetros, e 

os valores estão apresentados na tabela 8. 

As variedades apresentaram diferenças entre si, conforme o substrato de 

plantio. Sem inoculação os maiores comprimentos de raízes foram encontrados na 

variedade RB867515 em todos os substratos, assim como na RB966928 no 

substrato 25CAC75CO, na RB92579 nos substratos 75CAC25CO e 50CAC50CO e 

a RB975932 nos substratos 75CAC25CO e 25CAC75CO. E com inoculação, os 

resultados superiores foram apresentados pela RB966928 quando em substrato 

25CAC75CO, pela RB92579 nos substratos 25CAC75CO e 50CAC50CO e pela 

RB975932 em todos os substratos.  
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Tabela 7 - Diâmetro do colmo (mm) de mudas de cana-de-açúcar em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação de bactérias 

diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Diâmetro do colmo (mm) 

Comercial 5,82  4,88  6,83  5,71  6,13  4,74  6,62  4,11  

75CAC25CO 5,10  aB 
ns β 5,25  aA  β 5,29  bB * 

 α 4,56  aA β  5,45  aAB 
ns β 4,55  aA β 6,27  aA*

 β 5,16  aA β  

50CAC50CO 5,58  aA 
ns β 5,66  aA  β 5,79  bB * 

 α 4,96  aA β  6,49  aA *  β 5,42  aA β 6,25  aA *
 β 5,15  aA β 

25CAC75CO 5,08  aB 
ns β 5,22  aA  β 6,21  aAB 

ns β 5,16  aA β 5,41  aB 
ns  β  4,56  aA β 6,71  aA*

 β  4,86  aA β 
CV (%) 17,1 

1/ 
Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 

cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *
, ns 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 
(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 

α, β 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 

a testemunha (substrato comercial).  

 

Tabela 8 - Comprimento de raízes (cm) de mudas de cana-de-açúcar em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação de bactérias 

diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Comprimento de raízes (cm) 

Comercial 20,67  28,11  16,89  29,33  13,22  40,44  13,67  22,67  

75CAC25CO 18,90  aA 
* β 24,67  aB  β 13,56  bB * β 20,67  bB β 17,78  aAB 

ns  β 21,56  bB   α 19,33  aA *
 α 36,89  abA α 

50CAC50CO 17,89  aA 
* β 24,67  aB  β 12,99  bB * β 19,79  bB β 17,44  aA *

 β 41,89  aA    β 14,78  aB *
 β 41,00  aA α 

25CAC75CO 17,00  aAB 
ns β 21,44  aB β  20,67  aA *

 β 34,89  aA β 13,22   aB *
 β   26,78  bAB  α 16,33  aAB * β 27,55  bAB β 

CV (%) 29,7 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  
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Nota-se que todas as variedades tiveram suas raízes maiores quando 

inoculadas com as bactérias diazotróficas, muito embora, estatisticamente as 

variedades RB867515 no substrato 25CAC75CO e a RB92579 não tenham diferido 

dos controles sem inoculação. A RB867515 já é conhecida como uma variedade que 

responde à inoculação de bactérias diazotróficas (SCHULTZ et al. 2012; PEREIRA 

et al., 2013) e a RB92579 também tem apresentado resultados promissores quanto 

à emissão de raízes e crescimento de mudas inoculadas (CHAVES, 2014). 

O comportamento das raízes das mudas nos substratos variou conforme a 

variedade de cana-de-açúcar, provavelmente porque, cada um dos materiais tem as 

suas necessidades e cada substrato a sua disponibilidade de nutrientes. A baixa 

disponibilidade de nutrientes no substrato restringe o crescimento e desenvolvimento 

das plantas. Por isso, as plantas desenvolveram mecanismos para conviver com 

este tipo de estresse, que incluem modificações na arquitetura do sistema radicular. 

As alterações das raízes modificam a capacidade de exploração do solo ou 

substrato e, portanto, o potencial para extração de nutrientes (SILVA; DELATORRE, 

2009).  

De forma geral, maior comprimento radicular proporciona melhores condições 

de absorção de água e nutrientes, e a limitação de nitrogênio, por exemplo, leva ao 

crescimento das raízes laterais e consequentemente raízes principais mais curtas. 

Isto pode ser observado nos substratos utilizados, pois o comercial e o 25CAC75CO 

por serem os que apresentam maior teor de nutrientes (Tabela 2), foram onde, na 

maioria das variedades, observamos as raízes de maior comprimento, porém, sem 

desenvolvimento lateral. No entanto, nos substratos contendo maior teor de casca 

de arroz carbonizada, as mudas desenvolveram raízes mais volumosas e mais 

estruturadas no tubete o que resultou em torrões íntegros (Figura 9; Tabela 9). 

Foram atribuídas notas quanto à facilidade ou dificuldade que as mudas 

apresentaram na saída dos tubetes. Foi considerado muito satisfatório os substratos 

que apresentaram nota 9 ou acima, sendo necessária pouca força para retirar a 

muda do tubete e o torrão permaneceu íntegro, como as variedades RB92579 e 

RB975932 nos substratos 75CAC25CO e 50CAC50CO tanto com, quanto sem 

inoculação (Figura 10) e as variedades RB867515 e RB966928 apenas quando 

inoculadas. 
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Tabela 9 - Avaliação quanto à dificuldade de retirada das mudas do tubete em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação de 

bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Retirada do tubete (notas) 

Comercial 5,0  5,0  6,0  6,0  7,0  5,0  6,0  7,0  

75CAC25CO 7,0 aB *
 α

 9,0 aB
 α

 8,0 aAB *
 α

 9,0 aB *
 α

 8,7 aA *
 α

 10,0 aA
 α

 8,7 aA *
 α

 10,0 aA
 α

 

50CAC50CO 7,0 aB *
 α

 9,0 aA
 α

 7,7 aAB *
 α

 9,0 aA *
 α

 8,0 aA *
 α

 9,0 aA
 α

 8,0 abA *
 α

 9,7 aA
 α

 

25CAC75CO 5,0 bC * 
β
 6,0 bC

 α
 6,0 bB

 ns β
 6,0 bC 

β
 6,7 bAB

 ns β
 7,0 bB

 α
 7,0 bA *

 α
 8,0 bA

 α
 

CV (%) 3,1 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  
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As mudas com maior desenvolvimento de raízes laterais apresentaram maior 

facilidade para retirada do tubete e as mudas com maior comprimento de raiz não 

mantiveram o torrão íntegro. As menores notas foram atribuídas para os tratamentos 

com maior concentração de composto orgânico, assim como o substrato comercial, 

e para as duas últimas variedades sem a inoculação de bactérias diazotróficas. Este 

fato reforça a importância de uma alta porosidade, proporcionada pela presença de 

casca de arroz carbonizada no substrato (FREITAS et al., 2013). 

 

 

Figura 9 - Desenvolvimento de raízes de mudas de cana-de-açúcar (Var. RB92579) no substrato 
75CAC25CO, inoculadas com bactérias diazotróficas. (Fotos: Ester Schiavon Matoso) 

 

 

Figura 10 - Mudas da variedade RB92579 em diferentes substratos, com (à esquerda) e sem (à 

direita) inoculação de bactérias diazotróficas. (Foto: Ester Schiavon Matoso) 
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O mesmo foi avaliado por Lima (2016), ao testar resíduos da indústria 

sucroenergética como componentes de substratos para produção de mudas da 

variedade RB965902. O autor encontrou os piores resultados de retirada de torrões 

do tubete, nos tratamentos contendo maior concentração de cinzas, que possui 

partículas muito pequenas e consequentemente, resultou em uma baixa porosidade 

do substrato. 

O resultado de uma boa condição de raízes reflete na parte aérea das plantas 

e isto foi visto na altura das mudas e ainda pode ser observado na massa fresca 

(Tabela 10). Nos tratamentos em que as raízes se desenvolveram melhor, também 

se obteve mudas mais altas e com maior massa fresca, ou seja, mudas com parte 

aérea mais desenvolvida. 

Estes resultados promissores quanto à massa fresca das mudas foram 

observados na variedade RB92579 em todos os substratos, com e sem inoculação, 

assim como na variedade RB975932, com exceção do substrato 50CAC50CO. A 

RB966928 também apresentou mudas bem desenvolvidas quando inoculadas e nos 

substratos 25CAC75CO e 50CAC50CO. Já a RB867515 obteve os piores 

resultados, em todos os substratos, entretanto, foi a que mais respondeu à 

inoculação de bactérias. Em todos os substratos, a variedade quando inoculada se 

sobressaiu aos controles sem inoculação. 

Oliveira et al. (2002) ao inocularem diferentes espécies de bactérias 

diazotróficas, isoladas e em mistura, em mudas de cana-de-açúcar, observaram a 

combinação de cinco espécies de bactérias apresentam um aumento significativo no 

acúmulo de massa fresca. Outros autores apresentaram resultados animadores de 

massa fresca de mudas de cana-de-açúcar em substratos alternativos, contendo 

materiais (CAC e CO) semelhantes aos utilizados no trabalho (DE MARCO et al., 

2016). Resultados como estes corroboram com a hipótese de que a utilização de 

resíduos na composição de substratos para o plantio, assim como a inoculação de 

bactérias proporcionam melhorias na qualidade das mudas de cana-de-açúcar. E 

ainda, ressaltam a importância de se conhecer a interação entre estes dois fatores e 

as variedades de cana. 
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Tabela 10 - Massa fresca total (g) de mudas de cana-de-açúcar em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação de bactérias 

diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Massa fresca total (g) 

Comercial 6,62  5,61  7,86  9,60  8,80  10,18   9,54  7,34   

75CAC25CO 4,51  aB * 
α
 8,09  aB 

α
 4,98  aB 

ns
 
α
 5,15  bB 

α
 7,31  bA 

ns α
 8,55  aA 

β
 6,45  aA * 

α
 8,45   aA 

β
 

50CAC50CO 4,11  aC * 
α
 7,11  aB 

β
 4,30  aC * 

α
 8,15  aA 

β
 9,72  aA 

ns β
 10,31  aA 

β
 7,84  aB 

ns β
 7,59  aB 

β
 

25CAC75CO 3,67  aB * 
α
 5,39  aB 

β
 5,52  aAB * 

α
 8,68  aA 

β
 6,41  bAB * 

α
 8,51  aA 

β
 6,64  aA 

ns α
 7,01  aAB 

β
 

CV (%) 27,4 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  
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No que diz respeito ao teor de massa seca das mudas, os valores médios, em 

porcentagem, alcançados pelos diferentes tratamentos podem ser observados na 

tabela 11. Os maiores valores em mudas sem inoculação foram apresentados pelas 

variedades RB92579, RB975932 e RB966928 no substrato 75CAC25CO, 

25CAC75CO e 50CAC50CO. No entanto, as duas últimas variedades não diferiram 

da RB867515, a qual apresentou o menor acúmulo de massa seca (MS), em todos 

os substratos.  

Entre os substratos, não houve diferenças significativas, com exceção do 

25CAC75CO que proporcionou maior incremento de MS à variedade RB92579 sem 

inoculação. E quanto à inoculação de bactérias, essa promoveu um efeito negativo 

no acúmulo de MS das variedades RB92579, RB975932 e RB966928. Sendo a 

RB867515, a única variedade a responder positivamente à inoculação. A redução no 

incremento de massa seca nestas variedades de cana-de-açúcar já foi observada 

com a inoculação das bactérias utilizadas neste estudo, inclusive na RB867515 

(CHAVES et al., 2013, 2014; MARQUES JUNIOR et al., 2008; OLIVEIRA, et al., 

2002), indicando que existe uma interação complexa entre as bactérias, a planta e o 

ambiente, podendo em alguns casos levar a resultados indesejados. 

Em torno de 1% da massa seca da cana-de-açúcar é representada pelo 

nitrogênio, que foi quantificado nas mudas, através de um analisador elementar 

(Tabela 12). Mais uma vez a variedade RB867515 foi a única a responder à 

inoculação de bactérias diazotróficas, obtendo incrementos significativos no teor de 

nitrogênio quando inoculadas. Nos tratamentos sem inoculação, os teores de 

nitrogênio também foram superiores nesta variedade, mas a mesma não diferiu da 

RB866928 nos substratos 75CAC25CO e 50CAC50CO. Características ligadas ao 

genótipo tais como a eficiência fotossintética, exigências nutricionais e resistência às 

condições adversas podem apresentar influencia na eficiência da fixação de 

nitrogênio pelas bactérias (REIS et al., 2009). 

Ao analisar o teor de nitrogênio nas mudas, com relação ao substrato 

utilizado, com inoculação esses não diferiram entre sim. Já quando não houve a 

inoculação, os maiores valores de N foram encontrados na testemunha e no 

substrato que contém maior concentração de composto orgânico (25CAC75CO). 

Outro fato que pode ser explicado pela disponibilidade de nutrientes nesses 

materiais.  
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Tabela 11 - Massa seca (%) de mudas de cana-de-açúcar em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação de bactérias 

diazotróficas1/
.                                                                                                                                  

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Massa seca (%) 

Comercial 25,56  29,29  31,09  27,51  29  27,87  29,18  25,23  

75CAC25CO 21,00  aB * 
β
 35,42  aA 

β
 29,56  aA 

ns β
 24,76  aA 

β
 31,61  abA 

ns β
 28,43  aA 

β
 30,31  aA 

ns β
 25,56  aA 

β
 

50CAC50CO 22,40  aB * 
β
 30,62  aA 

β
 30,99  aA * 

β
 27,48  aA 

β
 24,16  bAB * 

β
 30,01  aA 

β
 24,16  aAB

 ns β
 28,57  aA 

β
 

25CAC75CO 21,06  aB * 
β
 34,16  aA 

β
 31,18  aAB * 

β
 28,46  aAB 

β
 44,83  aA * 

α
 24,21  aAB 

β
 34,49  aAB * 

β
 21,68  aB 

β
 

CV (%) 26,5 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

 

Tabela 12 - Teor de nitrogênio (%) de mudas de cana-de-açúcar em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem inoculação de bactérias 

diazotróficas1/
.                                                                                                                                    

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Teor de nitrogênio (%) 

Comercial 1,58  1,80  1,49  1,39  1,45  1,29  1,32  1,47  

75CAC25CO 1,32  bA 
* α

 1,60  aA
 β

 1,53  aA 
ns β

 1,40  aB
 β

 1,18  aB 
ns β

 1,16  aC 
β
 1,24  aAB 

ns β
 1,29  aB

 β
 

50CAC50CO 1,40  aA 
ns β

 1,61  aA
 β

 1,38  bA 
ns β

 1,40  aB
 β

 1,18  aB 
ns β

 1,18  aC 
β
 1,20  aB 

ns β
 1,33  aB

 β
 

25CAC75CO 1,41  aA *
 β

 1,88  aA
 β

 1,28  aB 
ns β

 1,38  aB
 β

 1,13  aB 
ns α

 1,24  aB 
β
 1,16  aB 

ns α
 1,33  aB

 β
 

CV (%) 8,4 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 

cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *
, ns 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 

a testemunha (substrato comercial).   
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3.3.3. Experimento 3: desempenho em cana-planta de variedades inoculadas 

com bactérias diazotróficas 

 

Assim como no experimento 2, neste ensaio identificou-se a significância da 

interação trifatorial (variedades x substratos x inoculação) para todas as variáveis 

avaliadas, com a aplicação do teste F na análise da variância. Por isso, os efeitos 

isolados dos fatores foram desconsiderados e analisaram-se detalhadamente as 

interações (Tabelas 13 até 19). É importante salientar que, no momento do 

transplante das mudas para o campo, não se obteve mudas suficientes de quatro 

tratamentos, portanto, nesses não foi possível determinar os resultados das 

variáveis. 

Após o período de brotação e desenvolvimento das gemas, inicia-se a 

emissão de colmos na planta de cana-de-açúcar que recebem a denominação de 

perfilhos (SILVA et al., 2004), e no caso de mudas, isto ocorre após o transplante e 

estabelecimento das mudas no campo. Diola; Santos (2010) descrevem que o 

perfilhamento inicia-se em torno de 40 dias após o plantio e pode durar até 120 dias, 

sendo um processo fisiológico de ramificação subterrânea contínua das juntas 

nodais compactadas ao broto primário. Ele proporciona ao cultivo o número de 

colmos necessário para uma boa produção. 

Diante disto, a avaliação do número de perfilhos (Tabela 13) foi realizada aos 

120 dias após o transplante (DAT) das mudas para o campo. Ao avaliar as 

variedades sem inoculação de bactérias diazotróficas, não houve diferenças no 

número de perfilhos. Enquanto, com inoculação a variedade RB867515 foi superior 

às demais, mas apenas no tratamento em que as mudas foram produzidas no 

substrato 25CAC75CO. Esse tratamento, assim como a mesma variedade no 

substrato 50CAC50CO foram os únicos que responderam à inoculação, com o 

aumento do perfilhamento em relação ao controle sem inoculação. 

Em relação aos substratos em que as mudas foram produzidas, não se 

observou muitas diferenças entre os tratamentos, o que permite se fazer uma 

estimativa dos resultados dos tratamentos não determinados. Provavelmente a 

variedade RB867515 no substrato 75CAC25CO também responderia à inoculação 

de bactérias e a variedade RB966928 no substrato 50CAC50CO tanto com, quanto 

sem inoculação apresentaria em torno de 11 perfilhos por planta. 
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Tabela 13 - Número de perfilhos em plantas de cana-de-açúcar aos 120 dias após o transplante em função de quatro substratos, quatro variedades, com e 

sem inoculação de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Número de perfilhos 

Comercial 8,78  11,56  11,22  11,55  8,22  8,78  9,78  16,11  

75CAC25CO nd  nd  10,89  aA
 ns β

 9,67  aA
 β

 9,33  aA
 ns β

 9,89  aA 
β
 11,22  aA

 ns β
 12,11  aA

 β
 

50CAC50CO 8,11  aA * 
β
 14,56  bA

 β
 nd  nd  10,11  aA

 ns β
 10,00  aA 

β
 10,56  aA

 ns β
 11,22  aA

 β
 

25CAC75CO 9,00  aA * 
β
 19,22  aA

 α
 10,78  aA

 ns β
 11,11  aB

 β
 9,11  aA

 ns β
 11,22  aB 

β
 12,11  aA

 ns β
 13,33  aB

 β
 

CV (%) 32,9 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  
nd = não determinado. 

 

Figura 11 - Experimento de cana-planta aos: a) 60; b) 120 e c) 240 dias após o transplante. (Fotos: Ester Schiavon Matoso)

a b c 
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Similarmente aos resultados obtidos por Gírio (2014), verificou-se que 

bactérias diazotróficas influenciam positivamente na produção de perfilhos em cana-

de-açúcar. Isso ocorre porque o principal nutriente utilizado pela cana no 

perfilhamento é o nitrogênio. O N absorvido pelas raízes ou fixado da atmosfera 

aumenta a atividade meristemática da parte aérea, resultando em maior 

perfilhamento (OLIVEIRA et al., 2007) e estes microrganismos são responsáveis 

pela fixação biológica de nitrogênio e pelo aumento da absorção do nutriente do 

solo. 

De forma geral, todos os tratamentos apresentaram um bom desempenho na 

formação de perfilhos, provavelmente devido à época do ano em que ocorreu o 

perfilhamento. O alto desenvolvimento da cana nos primeiros meses do ano é 

explicado, principalmente pelas condições de temperatura (Tabela 4) e luminosidade 

ótimas no período, tendo em vista que se trata de uma planta com metabolismo C4, 

altamente eficiente na conversão de energia luminosa em energia química através 

do processo fotossintético (BIONDO et al., 2011). 

Além da luminosidade e da temperatura, outros fatores como umidade do solo 

e produção de auxinas também influenciam no perfilhamento de cana-de-açúcar 

(JADOSKI et al., 2010; MANHÃES et al. 2015). E o fato dos minitoletes utilizados na 

produção de mudas terem sido inoculados com bactérias amplamente reconhecidas 

como indutoras de substancias que promovem o crescimento, explica as diferenças 

entre os tratamentos (CASSÁN; ANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014). 

E fatores genéticos como variedade também estão intimamente ligados à 

emissão de perfilhos, além de interferir na resposta da cana à inoculação, o que 

explica apenas uma variedade ter demonstrado influência das bactérias no 

perfilhamento. Biondo et al., (2011) ao avaliar o perfilhamento de oito genótipos de 

cana-de-açúcar (RB925211, RB925345, RB965911, RB965902, RB966923, 

RB935581, RB975932 e RB 986419), afirmaram que o número de perfilhos variou 

entre os genótipos, confirmando a influencia genética nesta fase do ciclo da planta. 
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O estudo da área foliar em variedades de cana-de-açúcar permite 

correlacioná-la com o seu potencial produtivo, seja em massa seca, quantidade de 

açúcar ou taxas de crescimento. A folha é a estrutura responsável pela produção da 

maior parte dos carboidratos essenciais ao crescimento e desenvolvimento dos 

vegetais (HERMANN; CÂMARA, 1999). Por isso foi avaliada a área foliar dos 

tratamentos aos 60, 120 e 240 dias após o transplante das mudas e os resultados 

do índice de área foliar (IAF) podem ser observados na tabela 14. 

Aos 60 dias foram observadas poucas diferenças entre os tratamentos. Em 

relação às variedades de cana-de-açúcar sem inoculação de bactérias, os piores 

valores foram encontrados na RB966928 no substrato 25CAC75CO e também nas 

variedades RB975932 e RB92579 no substrato 50CAC50CO. E com inoculação os 

resultados foram semelhantes, onde os piores resultados estão atribuídos às 

mesmas variedades, porém, todas no substrato 25CAC75CO. Portanto, de forma 

geral, nesta avaliação a variedade RB867515 foi superior às demais e a inoculação 

não promoveu o crescimento da área foliar em nenhuma das variedades. 

As variedades RB867515 e RB92579, aos 120 dias, apresentaram um 

crescimento semelhante, não havendo diferença no IAF dos tratamentos envolvendo 

estas, enquanto que a RB966928 e a RB975932 apresentaram menores índices de 

área foliar. Esse fato pode ser explicado por características desses materiais, que 

apresentam folhas mais estreitas que as outras variedades. Além disso, nesta 

avaliação observou-se que dois tratamentos apresentaram aumento significativo no 

IAF quando inoculados com bactérias diazotróficas, que foram a RB966928 quando 

proveniente do substrato 25CAC75CO e a RB92579 no substrato 75CAC25CO. 

E no final da safra, aos 240 dias, a variedade RB867515 apresentou valores 

de IAF bem superiores às demais, principalmente quando inoculada com as 

bactérias diazotróficas. No substrato 75CAC25CO, em que não foram determinados 

os valores desta variedade, não houve diferença entre as demais. A inoculação 

promoveu o aumento significativo do IAF da variedade RB867515 em todos os 

substratos, da RB92579 no 50CAC50CO e da RB975932 no 25CAC75CO. Os 

substratos por sua vez, não apresentaram diferenças entre si, tampouco quando 

comparados com a testemunha. Confirmando que a sua importância se dá no 

desenvolvimento inicial das plantas, pois a qualidade do substrato reflete na 

qualidade da muda e no arranque inicial dela no campo após o transplante. 
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Tabela 14 - Índice de área foliar (IAF) de plantas de cana-de-açúcar aos 60, 120 e 240 dias após o transplante em função de quatro substratos, quatro 

variedades, com e sem inoculação de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Índice de área foliar aos 60 dias 

Comercial 1,18  1,03  0,91  0,86  0,87  0,86  0,95  0,94  

75CAC25CO nd  nd  0,86  aA 
ns β

 0,75  aA 
β
 1,04  aA 

ns β
 0.92  aA 

β
 0,93  aA 

ns β
 0,75  aA 

β
 

50CAC50CO 1,28  aA 
ns β

 0,94  aA 
β
 nd  nd  1,00  aAB 

ns β
 0,90  aA 

β
 0,88  aB 

ns β
 0,81  aA 

β
 

25CAC75CO 0,97  aA 
ns β

 1,28  aA 
β
 0,63  aB 

ns
 
β
 0,67  aB 

β
 0,83  aA 

ns β
 0,72  aB 

β
 0,97  aA 

ns β
 0,92  aAB 

β
 

CV (%) 26,0 

 Índice de área foliar aos 120 dias 

Comercial 2,73  2,68  2,30  2,54  2,81  2,66  1,26  1,37  

75CAC25CO nd  nd  2,28  aA
 ns β

 2,07  bB 
α
 2,18  aA *

 β
 2,60  aA

 β
 1,44  aA

 ns β
 1,14  aB

 β
 

50CAC50CO 2,67  aA
 ns β

 2,10  bA
 β

 nd  nd  2,45  aA
 ns β

 2,68  aA
 β

 1,37  aB
 ns β

 1,16  aB
 β

 

25CAC75CO 2,91  aA 
ns

 
β
 2,75  aA 

β
 1,98  aB *

 β
 2,47  aB

 β
 2,57  aAB

 ns β
 2,78  aA

 β
 1,10  aB

 ns β
 1,26  aB

 β
 

CV (%) 27,1 

 Índice de área foliar aos 240 dias 

Comercial 3,29  4,14  2,47  2,73  3,44  3,38  2,40  3,27  

75CAC25CO nd  nd  2,44  aA
 ns β

 1,92  aB
 α

 2,46  aA
 ns β

 2,92  aA
 β

 2,74  aA
 ns β

 2,50  aA
 α

 

50CAC50CO 3,16  aA
 
* 

β
 4,93  aA

 β
 nd  nd  2,76  aA *

 β
 3,52  aB

 β
 2,61  aA

 ns β
 2,43  aB

 α
 

25CAC75CO 3,26  aA *
 β

 5,04  aA
 β

 1,86  aB
 ns β

 2,26  aB
 β

 2,97  aAB 
ns β

 3,00  aB
 β

 2,08  aB *
 β

 2,72  aB
 β

 

CV (%) 25,9 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

nd = não determinado 
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Como a fotossíntese depende da área foliar, para Pereira; Machado (1987) o 

rendimento da cultura será maior quanto mais rápido a planta atingir o IAF máximo e 

quanto mais tempo a área foliar permanecer ativa. A inoculação de bactérias 

diazotróficas tem um papel importante no aumento da área foliar, devido à fixação 

biológica de nitrogênio, pois quando há deficiência de N pode haver reduções no 

alongamento foliar das plantas (HAWKESFORD et al., 2012).  

Leme; Maniero; Guidolin (1984) apresentaram alguns valores de IAF para 

cana-de-açúcar, para os autores na maturação o IAF gira em torno de 3,56 e o IAF 

ótimo está entre 9 e 12. Silva et al. (2001), avaliando modelos de crescimento de 

cana-de-açúcar, observaram vigor vegetativo elevado, com IAF atingindo 7,5 a 9,5. 

O valor mínimo encontrado por Machado et al. (1982) foi de 3,7, não decrescendo 

mais a partir deste valor. E ainda, Oliveira et al. (2004), avaliando o desenvolvimento 

de diversas variedades de cana-de-açúcar, encontraram valores máximos variando 

entre 4 e 6.  

O índice de área foliar ótimo não é necessariamente o máximo índice 

registrado, mas aquele no qual as folhas inferiores fotossinteticamente ativas sejam 

mantidas ligeiramente acima do ponto de compensação. De acordo com Machado 

(1987), para a cana-de-açúcar, o índice de área foliar próximo a 4,0 é suficiente para 

interceptar 95% da radiação solar incidente. Essa diversidade de valores de IAF 

reflete a heterogeneidade entre variedades, condições edafoclimáticas e de manejo 

de cada local, confirmam Fagundes et al. (2012) e Chaves (2014) ao encontrar 

valores semelhantes ao do presente estudo, onde a variedade RB867515 

apresentou IAF superior às demais variedades.  

O teor de clorofila representado pelo índice SPAD (Tabela 15) aos 60 dias, 

nas variedades variou de 47 a 54 entre a RB867515, a RB966928 e a RB92579 em 

todos os substratos. No entanto, a RB975932 apresentou os menores valores tanto 

com, quanto sem inoculação de bactérias. Os valores de clorofila nessa variedade 

variaram entre 39 a 46. Esses resultados corroboram com Fonseca et al. (2012) que 

encontraram 45,12 de teor de clorofila, como valor ótimo, em folhas de cultivares do 

milho AGR 9010 YG, aos 61 dias. 

A inoculação proporcionou o aumento do teor de clorofila da variedade 

RB867515 nos substratos 25CAC75CO e 50CAC50CO e da RB966928 no substrato 

25CAC75CO.   
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Tabela 15 - Teor de clorofila (índice SPAD) em plantas de cana-de-açúcar aos 60 dias após o transplante em função de quatro substratos, quatro 

variedades, com e sem inoculação de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Teor de clorofila aos 60 dias 

Comercial 52,47  51,08  49,52  42,73  49,21  48,18  39,48  47,17  

75CAC25CO nd  nd  47,89  aA
 ns β

 48,24  bA
 β

 51,37  aA 
ns β

 53,22  aA β
 41,62  bB

 ns β
 43,32  bB β

 

50CAC50CO 49,92  aA *
 β

 53,93  aA
 β

 nd  nd  50,02  aA
 ns β

 53,32  aA β
 46,9  aB

 ns α
 46,15  aB β

 

25CAC75CO 47,04  aA *
 β

 54,92  aA
 β

 48,72  aA
 
*

  β
 53,69  aA

 α
 49,80  aA

 ns β
 51,52  aA β

 40,0  bB
 ns β

 42,47  bB β
 

CV (%) 26,0 

 Teor de clorofila aos 120 dias 

Comercial 48,47  47,08  45,52  38,73  45,21  44,18  35,48  43,17  

75CAC25CO nd  nd  43,89  aAB
 ns

 
β
 44,24  aAB 

β
 47,37  aA

 ns
 
β
 49,22  aA 

β
 37,62  bB

 ns
 
β
 39,32  aB 

β
 

50CAC50CO 45,92  aA * 
β
 49,93  aA 

β
 nd  nd  49,92  aA

 ns
 
β
 46,02  aAB 

β
 40,27  aB

 ns α
 42,16  aB 

β
 

25CAC75CO 43,04  aA* 
β
 50,92  aA 

β
 43,69  aA

 ns
 
β
 44,72  aA 

β
 45,80  aA

 ns
 
β
 47,52  aA 

β
 36,02  bB

 ns
 
β
 38,47  aB 

β
 

CV (%) 13,2 

 Teor de clorofila aos 240 dias 

Comercial 22,86  28,83  26,09  33,13  33,38  29,62  30,40  27,88  

75CAC25CO nd  nd  29,27  aA
 ns

 
β
    28,91  aA 

β
 26,90  aA

 ns α
 31,48  aA 

β
 30,14  aA

 ns
 
β
 29,28  aA 

β
 

50CAC50CO 31,31  aA
 ns

 
β
 33,16  aA 

β
 nd  nd  30,66  aA

 ns
 
β
 30,31  aA 

β
 29,69  aA 

ns
 
β
 30,10  aA 

β
 

25CAC75CO 28,13  aA
 ns

 
β
 33,66  aA 

β
 27,90  aA

 ns
 
β
 26,93  aA 

β
 30,43  aA

 ns
 
β
 31,17  aA 

β
 29,80  aA 

ns
 
β
 27,69  aA 

β
 

CV (%) 25,9 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

nd = não determinado. 
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Nos substratos se observou que o 50CAC50CO proporcionou um maior teor 

de clorofila na variedade RB975932 sem inoculação, assim como o 25CAC75CO na 

variedade RB966928 com inoculação e ambos superaram a testemunha, o substrato 

comercial. Biologicamente a explicação mais plausível para este resultado, está no 

conteúdo de nitrogênio do composto orgânico presente nestes substratos (Tabela 2), 

pelo fato de haver correlação significativa entre o teor de clorofila e com a 

concentração de N na folha (PÔRTO et al., 2011). Entretanto, como se pode 

observar na tabela 12, não houve diferença entre os substratos nos resultados de 

teor de nitrogênio das mudas. 

Na avaliação realizada aos 120 dias se observou uma leve queda nos teores 

de clorofila dos tratamentos, sendo os maiores valores encontrados nas variedades 

RB867515, RB966928 e RB92579, onde os valores variaram entre 38 e 49 e os 

menores valores variaram entre 35 e 43 na variedade RB975932. Em relação à 

inoculação, somente a variedade RB867515 apresentou aumento positivo na 

clorofila com a associação às bactérias.  

E aos 240 dias houve uma queda maior no teor de clorofila das plantas. O 

índice SPAD indica a intensidade da coloração verde na folha e como a clorose ficou 

mais evidente ao longo do tempo, os valores deste índice também foram reduzidos, 

tanto com, quanto sem inoculação de bactérias. Os valores variaram de 28 a 33 e 

não houve diferença entre os tratamentos. 

De acordo com Martuscello et al. (2009) o teor de clorofila está relacionado à 

maior produção de massa seca, e essa diminuição evidencia o efeito de diluição do 

N absorvido pelas plantas, em razão do maior acúmulo da MS com o tempo. O que 

é desejável ao se aproximar da colheita, pois o excesso de N prolonga o 

crescimento vegetativo e retarda a maturação da cana-de-açúcar.  

Resultados semelhantes foram encontrados por Gírio (2014) quando utilizado 

o inoculante na variedade RB867515 e para Fagundes et. al. (2012) o índice de 

clorofila não chegou a 30 na variedade sem inoculação de bactérias. Garcia et. al., 

(2013) avaliaram a eficiência da fixação biológica de nitrogênio no desenvolvimento 

inicial da mesma variedade e encontraram, aos 120 dias após o plantio, os maiores 

teores de clorofila nos tratamentos onde houve a inoculação das bactérias 

diazotróficas.  
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Por ocasião das avaliações finais do ensaio, após a colheita foram pesadas 

duas touceiras de cana-de-açúcar, a fim de conhecer o peso fresco de parte aérea 

por metro linear e com isso fazer a estimativa da produtividade de biomassa da parte 

aérea, em toneladas, dos tratamentos em um hectare. Os resultados da avaliação se 

encontram na tabela 16. 

 Comparando as variedades entre si, sem inoculação a RB867515, a 

RB966928 e a RB975932 foram superiores à RB92579. Já quando inoculadas o 

resultado variou conforme o substrato de plantio das mudas, sendo as maiores 

produtividades encontradas pela variedade RB867515 nos substratos 25CAC75CO 

e 50CAC50CO, na RB966928 no substrato 75CAC25CO e na RB975932 no 

75CAC25CO e no 50CAC50CO. A inoculação de bactérias promoveu o aumento 

significativo da produtividade de biomassa de cana-de-açúcar em todos os 

tratamentos. Quanto aos substratos os melhores resultados foram encontrados no 

25CAC75CO para as variedades RB867515, RB966928 e RB92579 e no 

50CAC50CO para a RB975932, tanto com, quanto sem inoculação. Quando 

comparados à testemunha, todos os substratos foram semelhantes ou superiores. 

 As variedades RB867515 e RB975932 inoculadas obtiveram ganhos de 

produtividade de aproximadamente 20 t ha-1, quando comparado ao controle não 

inoculado. Esse aumento é bastante significativo, tendo em vista que a produtividade 

média do Rio Grande do Sul é 40 t ha-1 e é considerada baixa se comparada à 

produtividade média do país que é de 75 t ha-1 e de 82 t ha-1 em São Paulo, estado 

maior produtor (CONAB, 2016). Reis et al. (2009) desenvolveram estudos de 

inoculação com o coquetel de bactérias diazotróficas em três localidades no Estado 

do Rio de Janeiro, e observaram em um dos ensaios aumento significativo de 

produtividade na variedade RB867515. E ainda, Pereira et al. (2013) avaliaram o 

acúmulo de biomassa em variedades de cana-de-açúcar inoculadas e encontraram 

aumentos de produtividade nas variedades RB867515 e RB92579 semelhantes à 

testemunha com aplicação de 100 kg ha-1 de nitrogênio.  

 Quanto à massa seca (Tabela 17), houve resposta significativa à inoculação 

em todas as variedades. As que mais se destacaram foram novamente a RB867515 

e a RB975932, pois em todos os tratamentos envolvendo elas, as bactérias 

promoveram o incremento de massa seca. Porém, respostas positivas também 

foram encontradas na variedade RB966928 no substrato 25CAC75CO e na 

RB92579 no substrato 50CAC50CO. 
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Tabela 16 – Biomassa da parte aérea total (t ha
-1

) de plantas de cana-de-açúcar aos 240 dias após o transplante em função de quatro substratos, quatro 

variedades, com e sem inoculação de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Biomassa da parte aérea total (t ha
 -1

) 

Comercial 38,93  52,85  39,71  37,38  23,93  31,07  38,57  47,85  

75CAC25CO nd  nd  37,14  bA * 
β
 41,43  bA 

β
 21,07  cB * 

β
 30,71  bB 

β
 37,85  cA * 

β
 45,00  cA 

β
 

50CAC50CO 39,28  bA * 
β
 52,78  bA 

β
 nd  nd  27,14  bB * 

β
 36,43  abB 

β
 41,78  aA * 

β
 58,22  aA 

α
 

25CAC75CO 40,0  aAB * 
β
 68,55  aA 

α
 45,83  aA *

 α
 55,35  aB 

α
 37,97  aB * 

α
 42,15  aD 

α
 39,76  bAB * 

β
 48,95  bC 

β
 

CV (%) 15,3 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

nd = não determinado. 

                                                              

Tabela 17 - Massa seca (%) de plantas de cana-de-açúcar aos 240 dias após o transplante em função de quatro substratos, quatro variedades, com e sem 

inoculação de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Massa seca (%) 

Comercial 16,05  30,43  21,99  22,28  22,91  22,04  16,55  22,66  

75CAC25CO nd  nd  22,56  aA
 ns β

 21,69  aB
 β

 20,66  aA
 ns β

 23,00  aB
 β

 19,18  aA *
 β

 27,00  aA 
α
 

50CAC50CO 21,27  aA
 
*
 α

 33,09  aA
 β

 nd  nd  20,62  aA *
 β

 28,36  aA 
α
 21,01  aA

 
*
 β

 27,84  aA
 α

 

25CAC75CO 20,80  aA
 
*
 α

 30,23  aA
 β

 18,43  aA *
 β

 23,31  aB
 β

 23,24  aA
 ns β

 23,61  aB
 β

 18,33  aA *
 β

 26,47  aA
 α

 

CV (%) 15,2 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

nd = não determinado. 
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As variedades sem inoculação não apresentaram diferenças entre si em 

relação ao teor de massa seca. E quando inoculadas, os maiores valores, que 

chegaram à cerca de 30% de MS, estão atribuídos às variedades RB867515 e 

RB975932 em todos os substratos, assim como à RB92579 no substrato 

50CAC50CO. O incremento de massa seca promovido pela inoculação nestas 

variedades variou de 24 a 36%, quando comparados aos controles não inoculados. 

E os substratos de forma de geral não influenciaram na massa seca dos 

tratamentos, pois não apresentaram diferenças entre si e quando comparados à 

testemunha, foram semelhantes ou superiores. 

Similarmente aos resultados obtidos por Muthukumarasamy et al. (2006) e 

Girio (2015), verificou-se que bactérias diazotróficas influenciam positivamente a 

produção de massa seca. Estes efeitos positivos na massa seca têm sido atribuídos 

aos efeitos benéficos promotores de crescimento (PEREIRA et al., 2013; SCHULTZ 

et al., 2012, 2014) e possibilitam a redução no uso de fertilizantes nitrogenados na 

cultura da cana-de-açúcar (GOSAL e al., 2012). 

O teor de nitrogênio (Tabela 18) variou conforme o tratamento. As variedades 

quando inoculadas não apresentaram diferenças entre si, já nos controles sem 

inoculação se pode observar algumas variações, sendo os menores teores de 

nitrogênio encontrados nas variedades RB966928, RB92579 e RB975932 no 

substrato 25CAC75CO. Em relação à inoculação de bactérias, apenas a RB966928 

não respondeu positivamente. A associação das bactérias promoveu o aumento no 

teor de nitrogênio das demais variedades nos substratos 25CAC75CO e 

50CAC50CO, sendo, portanto, 75CAC25CO o pior substrato na interação com as 

bactérias. 

O aumento no teor de nitrogênio pode ser o reflexo do incremento de massa 

seca promovido pelas bactérias. Resultados estatisticamente superiores ao controle 

sem inoculação para o teor de N da variedade RB867515 foram obtidos por Chaves 

(2014), porém, quando feita a inoculação das espécies de bactérias individualmente. 

No entanto, Pereira et al. (2013) ao avaliarem a contribuição da inoculação com 

bactérias diazotróficas nas variedades RB867515 e RB92579, não observaram 

diferença entre tratamentos no acúmulo de nitrogênio total.  

Por fim, os tratamentos foram avaliados quanto aos valores do isótopo 15N, a 

fim de averiguar se houve ou não fixação de nitrogênio por parte das bactérias 

diazotróficas inoculadas na cana-de-açúcar (Tabela 19).  
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Tabela 18 - Teor de nitrogênio (%) de plantas de cana-de-açúcar aos 240 dias após o transplante em função de quatro substratos, quatro variedades, com e 

sem inoculação de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Teor de nitrogênio (%) 

Comercial 0,83  0,84  0,71  0,89  0,63  0,78  0,91  0,92  

75CAC25CO nd  nd  0,67 aA
 ns β

 0,64 aA
 β

 0,73 aA
 ns β

 0,77 aA
 β

 0,79 aA
 ns β

 0,82 aA
 β

 

50CAC50CO 0,66 aA *
 β

 0,86 aA
 β

 nd  nd  0,65 aA *
 β

 0,89 aA
 β

 0,67 aA *
 β

 0,83 aA
 β

 

25CAC75CO 0,85 aA * 
β
 1,04 aA

 β
 0,71 aB

 ns β
 0,81 aA

 β
 0,62 aB

 
*
 β

 0,93 aA
 β

 0,58 aB *
 α

 0,77 aA
 β

 

CV (%) 14,7 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

nd = não determinado. 

Tabela 19 - Valores de δ
15

N (‰) de plantas de cana-de-açúcar aos 240 dias após o transplante em função de quatro substratos, quatro variedades, com e 

sem inoculação de bactérias diazotróficas1/
. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

Valores de δ
15

N (‰) 

Comercial 3,97  5,62  4,61  5,92  4,65  6,82  2,78  4,48  

75CAC25CO nd  nd  2,61 bB * 
α
 4,33 aA 

β
 4,49 aA 

ns β
 4,41 aA

 α
 4,53 aA *

 α
 3,34 aA

 β
 

50CAC50CO 4,34 aA
 ns

 
β
 4,38 aA

 β
 nd  nd  5,00 aA *

 β
 3,94 aA 

α
 4,01 aA

 ns
 
β
 3,63 aA 

β
 

25CAC75CO 4,39 aA 
ns

 
β
 4,33 aA

 β
 4,48 aA 

ns
 
β
 4,73 aA 

β
 5,13 aA *

 β
 4,37 aA

 α
 3,85 aA 

ns
 
β
 3,19 aA

 β
 

CV (%) 17,3 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

nd = não determinado.                 
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Quando ocorre a fixação biológica do nitrogênio, estes valores nas plantas 

inoculadas devem ser inferiores aos observados no controle sem inoculação 

(UNKOVICH et al., 2008; URQUIAGA et al, 2012).  

Isto ocorreu nas variedades RB92579 nos substratos 25CAC75CO e 

50CAC50CO e na RB975932 no substrato 75CAC25CO, sendo que nos demais 

substratos essas mesmas variedades também apresentaram valores de 15N 

menores quando inoculadas, mas as diferenças não foram significativas. 

Confirmando dessa forma, que nessas variedades a inoculação de bactérias 

estimulou a FBN.  

Entretanto, o oposto foi verificado para a variedade RB966928, pois onde foi 

feita a inoculação, os valores do isótopo foram maiores do que nos controles sem 

inoculação. O mesmo foi encontrado por Schultz et al. (2016) para a variedade 

RB867515, que no presente estudo não apresentou diferenças em relação à FBN, 

mas respondeu positivamente à inoculação na promoção de crescimento. A 

superioridade dos valores de δ15N no tratamento inoculado, em comparação com o 

controle não inoculado, pode estar associada ao maior aproveitamento do N 

disponível no solo pela promoção do crescimento do sistema radicular pela 

inoculação (GÍRIO et al., 2015).  

São observadas variações entre as respostas à inoculação e nas interações 

entre as bactérias, variedades de cana-de-açúcar e neste caso, substratos para o 

plantio de mudas. Mas estes grupos de microrganismos têm demonstrado 

contribuição significativa quando inoculados na cultura, seja pela capacidade de fixar 

nitrogênio ou por outros benefícios como promoção do crescimento. Então ainda que 

sejam necessários novos estudos para a obtenção de respostas à inoculação nas 

principais variedades cultivadas no Brasil, foi demonstrado neste estudo, que esta 

prática promove ganhos de produtividade, incremento de massa seca e manutenção 

do teor de nitrogênio em variedades que ocupam considerável área plantada nos 

canaviais, o que pode substituir total ou parcialmente a adubação nitrogenada e 

assim, refletir em ganhos econômicos e ambientais. 
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3.4. Conclusões 

 

i) Substratos utilizando a combinação de casca de arroz carbonizada e composto 

orgânico mantém melhor a sobrevivência de bactérias diazotróficas.  

 

ii) As variedades RB867515, RB92579, RB966928 e RB975932 respondem à 

inoculação de bactérias diazotróficas. 

 

iii) O substrato 50CAC50CO é a mistura mais indicada para a produção de mudas 

inoculadas com bactérias diazotróficas. 

 

iv) Em cana-planta, a variedade RB867515 apresenta maior índice de respostas à 

inculação. 

 

v) A inoculação de bactérias diazotróficas promove a FBN nas variedades RB92579 

e RB975932. 
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5. CAPÍTULO 2. Multiplicação de mudas de cana-de-açúcar através de 

micropropagação 

 

5.1.  Introdução 

 

A cana-de-açúcar sempre teve grande importância econômica para a 

agricultura no Brasil e agora mais ainda graças à utilização do etanol em escala 

mundial. Devido a isso, atualmente novas variedades estão sendo desenvolvidas e 

sua disponibilização tem sido acelerada por meio da biotecnologia, através da 

micropropagação. 

A recomendação técnica no cultivo de cana-de-açúcar sugere que 20% do 

canavial sejam renovados anualmente, para otimização do seu rendimento. Isto 

significa que 1,8 milhões de ha devem ser renovados, e consequentemente gerando 

uma demanda de 30 milhões de mudas/ano. Um dos gargalos da cadeia de 

produção sucroalcooleira é a disponibilidade de mudas de alta qualidade genética e 

fitossanitária, alto rendimento a campo e resistentes a pragas e doenças.  

A propagação in vitro de plantas oferece vantagens em relação aos outros 

métodos comumente empregados, dentre elas a propagação de um grande número 

de plantas em pequeno espaço físico e em um curto espaço de tempo, uniformidade 

e padronização do lote (mudas idênticas geneticamente), desenvolvimento uniforme, 

possibilitando a programação do plantio e da colheita. Além disso, as plantas obtidas 

são livres de pragas e de doenças, garantindo a melhor qualidade da muda, 

resultando em aumento de produtividade e qualidade do produto (OLIVEIRA et al., 

2010). 

A aclimatização constitui uma etapa fundamental na produção de mudas 

obtidas por cultura de tecidos, uma vez que, as condições de cultura “in vitro” 

modificam características bioquímicas, anatômicas e morfológicas das plantas, 

alterando os processos fisiológicos normais (LUCAS et al., 2002). Na fase de 

aclimatação, as mudas são retiradas do meio de cultivo e transferidas para 
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recipientes contendo substratos. Esses substratos podem influenciar as respostas 

das mudas através de suas características químicas, físicas e biológicas 

(GONÇALVES, 1995). A escolha e o manejo correto dos mesmos são de suma 

importância para a obtenção de mudas de qualidade. 

A contaminação é uma das maiores barreiras para o cultivo in vitro de tecidos 

de plantas, afirmaram Pinho et al. (2012). Sendo assim, a assepsia dos explantes é 

uma das etapas cruciais da micropropagação, pois é responsável pela eliminação 

superficial de microrganismos epifíticos e endofíticos antes de sua inoculação no 

meio nutritivo (SOUZA; JUNGHANS, 2006). Entretanto, além de eliminar os 

microrganismos patogênicos, também promove a eliminação das bactérias 

diazotróficas endofíticas (MORAES; TAUK TORNISIELLO, 1997).  

Bactérias endofíticas possuem, da mesma forma que patógenos, a 

capacidade de penetrar na planta e colonizar sistematicamente o hospedeiro, 

podendo habitar o apoplasto, vasos condutores e ocasionalmente o meio intracelular 

(ANDREOTE,  2007), podendo atuar em processos essenciais para o 

desenvolvimento vegetal, como por exemplo, auxílio na obtenção de nutrientes, 

promovendo o crescimento vegetal por meio de produção de fitormônios, como 

auxinas. Auxinas são substâncias que têm em comum a capacidade de atuar na 

expansão e no alongamento celular, ajudando também na divisão celular em 

culturas de tecidos, principalmente no enraizamento (KRIKORIAN, 1991). 

O uso de biorreatores de imersão temporária (BIT), sobretudo na fase de 

alongamento e enraizamento de cana-de-açúcar, permite a obtenção de mudas de 

alta qualidade sanitária, em meio de cultura líquido, e apresenta inúmeras vantagens 

em comparação ao processo convencional, como a redução significativa dos custos 

com mão-de-obra, além de acelerar o ciclo de produção e aumentar a produtividade 

(TEIXEIRA, 2006).  

Pesquisas já têm demonstrado resultados positivos na associação de 

bactérias diazotróficas a mudas micropropagadas de cana-de-açúcar, contudo, 

ainda existem muitas respostas a serem respondidas. Diante disto, o trabalho teve 

como objetivos: (i) avaliar o desempenho de quatro variedades de cana-de-açúcar 

quanto à taxa de multiplicação e crescimento in vitro; (ii) avaliar os efeitos da 

inoculação de bactérias diazotróficas na fase de enraizamento e aclimatação de 

mudas micropropagadas de cana-de-açúcar; e (iii) avaliar a influência dos substratos 

na sobrevivência de mudas durante a aclimatação. 
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5.2.  Material e métodos 

 

4.2.1. Local de realização, material de origem, assepsia e indução da brotação 

 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa 

Clima Temperado (sede), localizado em Pelotas, no Rio Grande do Sul. Foram 

utilizadas quatro variedades de cana-de-açúcar, sendo elas: RB867515, RB92579, 

RB966928 e RB975932.  

Para o cultivo in vitro, colmos inteiros foram coletados no campo e destes 

foram retirados os palmitos com aproximadamente cinco centímetros de 

comprimento. Esses foram submetidos à desinfestação visando eliminar fungos e 

bactérias, com imersão em álcool 70% por 2 minutos, em hipoclorito de sódio (2%) 

por 15 minutos, e realizada tríplice lavagem com água deionizada autoclavada, 

seguindo a metodologia descrita por Dutra et al. (2011).  

Posteriormente, em ambiente asséptico, foram extraídos os meristemas com 

pinças e bisturi enquanto imersos em água autolavada. Em seguida eles foram 

inoculados em tubos de ensaio contendo sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 

1962) adicionado de hormônios para a multiplicação do material sugeridos por Lee 

(1987) e 6,0 g L-1 de ágar. Ao extrair os meristemas, tomou-se o cuidado de deixá-

los ainda envoltos em alguns discos foliares e de inocula-los com o ápice virado para 

baixo, imersos no meio de cultura, para diminuir os riscos de oxidação fenólica. Após 

cerca de 10 dias os explantes foram trocados de meio, virados e retiraram-se as 

folhas que se formaram em volta deles. Foram estabelecidos 10 meristemas de cada 

variedade, que nos novos tubos de ensaio permaneceram por mais 15 dias.  

  

Figura 12 - Meristemas apicais inoculados em meio de cultura. (Foto: Ester Schiavon Matoso) 

 



81 
 

4.2.2. Multiplicação das brotações 
 

Para a multiplicação das brotações utilizou-se o meio de cultura MS, 

semissólido, suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 0,1 mL L-1 de cinetina, 0,2 mL 

L-1 de BAP (6-benzilaminopurina) e 7,5 g L-1 de ágar. O pH do meio de cultura foi 

ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Utilizou-se 30 mL de meio em frascos de 

200 mL de volume, onde foram inoculados três explantes. Esses permaneceram em 

câmara de crescimento sob 25 ± 2 °C, fotoperíodo de 16 horas e densidade de fluxo 

de fótons de 27 mmol m-2 s-1 até o momento em que foi feita a próxima repicagem. 

Visando multiplicar e quantificar a taxa de multiplicação das variedades de 

cana-de-açúcar, foi realizado cinco repicagens, em média a cada 20 dias. Durante 

as repicagens contou-se o número de brotações que cada explante inoculado emitiu, 

obtendo-se a taxa de multiplicação. Os resultados obtidos foram submetidos à 

análise de variância e compararam-se os efeitos das variedades pelo teste de Tukey 

(p≤0,05). 

 

Figura 13 – Multiplicação de cana-de-açúcar in vitro. (Fotos: Ester Schiavon Matoso) 

 

4.2.3. Multiplicação em biorreator de imersão temporária (BIT) 
 

Para a multiplicação e alongamento das plântulas de cana-de-açúcar em 

biorreator de imersão temporária, foi utilizado o equipamento FOTO-BIT da marca 

TECNAL com sistema de iluminação de LED integrado. 

Antecipando a inoculação dos explantes, os frascos de cultivo do biorreator 

passaram pelo processo de desinfestação por imersão completa durante 2 minutos 
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em álcool 70% e mais 2 minutos em hipoclorito de sódio (2,5%) e as mangueiras de 

condução de meio foram autoclavadas a 120ºC por 20 minutos. 

Em uma das garrafas com capacidade para 5 litros, devidamente 

desinfestada, foi adicionado 1L de meio de cultura MS líquido e na outra, foram 

inoculados 20 explantes de aproximadamente cinco centímetros de comprimento e 

contendo de 3 a 5 folhas. Em seguida os conjuntos de garrafas e mangueiras foram 

alocados no biorreator e submetidos a diodos emissores de luz (LED) em uma faixa 

de 70% vermelha e 30% azul (MALUTA et al., 2013). A imersão do meio de cultura 

foi feita a cada 6 horas, permanecendo por 5 minutos no frasco das plantas, a 

aeração foi a cada hora e o fotoperíodo foi de 16 horas. 

Cada um dos tratamentos contou com três repetições e os explantes eram 

provenientes da cultura de meristemas e estavam no sexto subcultivo. O material foi 

mantido por 21 dias no biorreator e ao final deste período avaliou-se o número de 

brotações e comprimento de plântulas (cm). 

Paralelamente ao BIT foi realizada a multiplicação em frascos de 200 mL 

contendo meio de cultura semissólido, sob as mesmas faixas de luz do biorreator, 

com o objetivo de avaliar a diferença entre o meio semissólido e o meio líquido na 

multiplicação de cana-de-açúcar. Foram utilizados três repetições para cada 

variedade e três explantes por repetição. Após 21 dias foi avaliado também o 

número de brotações e comprimento das plântulas. 

Os fatores foram arranjados no esquema bifatorial (4 variedades x 2 meios de 

cultura), os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância e 

compararam-se os efeitos das variedades pelo teste de Tukey (p≤0,05) e dos meios 

de cultura pelo teste t (p≤0,05). 

 

Figura 14 - Multiplicação de cana-de-açúcar em: a) biorreator de imersão temporária; b) frascos 

contendo meio semissólido. (Fotos: Ester Schiavon Matoso) 

a b 



83 
 

4.2.4. Contaminação bacteriana, fúngica e oxidação fenólica 

 

Apesar de todos os benefícios, a micropropagação apresenta desafios como 

a contaminação por fungos e bactérias nas fases iniciais de estabelecimento do 

material vegetal e na manutenção do cultivo in vitro, o que ocorre também com o uso 

de biorreatores (MÁXIMO, 2014). Outro grande problema deste cultivo é a oxidação, 

pois in vitro a cana-de-açúcar libera exsudatos derivados da oxidação de compostos 

fenólicos. Esses são oxidados pelas enzimas polifenases, produzindo substâncias 

tóxicas, inibindo o crescimento dos explantes, podendo levar a morte, além de 

escurecer o meio de cultura. 

Diante destes obstáculos, é importante apresentar as perdas de materiais 

causadas por eles durante os experimentos. Portanto, observou-se o número de 

explantes perdidos ao longo dos subcultivos e as diferenças entre as variedades de 

cana-de-açúcar. 

 

4.2.5. Inoculação de bactérias diazotróficas na fase de enraizamento das 

plântulas 

 

As bactérias das espécies Herbaspirillum rubrisubalbicans, H. seropedicae, 

Paraburkholderia tropica, Gluconacetobacter diazotrophicus e Nitrospirillum 

amazonense, foram enviadas da Coleção de Culturas de Bactérias Diazotróficas da 

Embrapa Agrobiologia. O material estava liofilizado e foi repicado em meio de cultura 

Dyg’s (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA; VICTOR, 1986) de forma individualizada, 

no laboratório de Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado. 

  

Figura 15 - a) âmpolas contendo as estirpes de bactérias diazotróficas liolifizadas; b) colônias das 

bactérias em placas de Petri após o crescimento em B.O.D. (Fotos: Ester Schiavon 

Matoso) 

a b 
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Após a repicagem, as placas de Petri foram mantidas em câmara incubadora 

do tipo B.O.D., à 28ºC. Após as bactérias atingiram D.O. 1 a 550 nm foi feita a 

suspensão do inóculo em meio de cultura MS enfraquecido (REIS et al., 1999) e 

sem adição de hormônios. Para o enraizamento foram utilizados explantes que 

estavam no sexto subcultivo e o processo se deu em biorreator de imersão 

temporária, onde cada frasco recebeu 1L de meio de cultura e 2 mL de inoculante 

(CANUTO, 2003).  

O experimento foi desenvolvido no delineamento inteiramente casualizado, 

com três repetições, sendo a unidade experimental representada por um frasco 

contendo 20 explantes. O objetivo do experimento foi testar o efeito da inoculação 

de bactérias diazotróficas no enraizamento de plântulas de cana-de-açúcar, quando 

comparado aos tratamentos sem inoculação.  

Após 20 dias em biorreator os tratamentos foram avaliados quanto à 

percentagem de mudas enraizadas e desenvolvimento de parte aérea. Os 

resultados obtidos foram submetidos à análise de variância e compararam-se os 

efeitos das variedades pelo teste de Tukey (p≤0,05) e da inoculação pelo teste t 

(p≤0,05). 

 

4.2.6. Aclimatação das plântulas 

 

Após o enraizamento as plantas foram retiradas dos recipientes e foram 

plantadas em copos plásticos de 150 mL, contendo substrato. Os substratos 

utilizados foram três combinações de casca de arroz carbonizada com composto 

orgânico (25, 50 e 75%) e o substrato Turfa Fértil®. Os copos com as plantas foram 

colocados em bandejas plásticas contendo uma lâmina de água no fundo e cobertos 

com plástico para manutenção da umidade nos primeiros sete dias após a retirada 

do ambiente in vitro. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com três 

repetições de cada tratamento e cinco mudas por repetição. Os fatores foram 

arranjados no esquema trifatorial (4 variedades de cana-de-açúcar x 4 substratos x 

com e sem inoculação de bactérias diazotróficas). Foi avaliada a sobrevivência das 

plantas nos diferentes tipos de substratos, aos 7, 14 e 21 dias após o plantio. Os 

dados foram submetidos à análise de variância (p≤0,05) e em caso de significância 

estatística, compararam-se os efeitos das variedades pelo teste de Tukey, da 
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inoculação pelo teste t e dos substratos pelos testes de Tukey e de Dunnett, 

comparando com a testemunha (substrato comercial). 

 

Figura 16 - Substratos utilizados na aclimatação das mudas. (Foto: Luize Mascarenhas) 

 

5.3.  Resultados e discussão 

 

5.3.1. Taxa de multiplicação das brotações 

 
Ao comparar as taxas de multiplação das variedades de cana-de-açúcar ao 

longo de cinco subcultivos, através da contagem do número de brotos emitidos por 

cada explante (Tabela 20), puderam-se observar diferenças entre os materiais em 

todas as avaliações. Os melhores resultados foram apresentados pela RB975932, 

com excessão do 4º subcultivo, em que a RB867515 superou as demais. Ao mesmo 

tempo em que a RB92579 apresentou as menores taxas de multiplicação em todas 

as avaliações, assim como a RB966928 nos subcultivos 1 e 5.  

Tabela 20 - Número de brotações de plântulas de cana-de-açúcar cultivadas in vitro, de quatro 
variedades e número de explantes obtidos ao final de cinco subcultivos1/. 

Variedade 
Número de 
meristemas 

Subcultivo Explantes 
obtidos 1º 2º 3º 4º 5º 

RB867515 1 3,5 b 5,0 c 7,0 c 10,0 a 8,5 b 10.412* 

RB92579 1 3,0 c 3,0 d 4,0 d 6,0 d 7,0 c 1.512* 

RB966928 1 3,0 c 6,0 b 8,0 b 9,0 b 7,0 c 9.072* 

RB975932 1 4,5 a 7,5 a 10,0 a 8,0 c 10,0 a 27.000* 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna não diferem entre si, pelo teste de Tukey (p≤0,05) 
comparando as variedades em cada um dos subcultivos. 
*Valores estimados 
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 A constituição base do meio de cultura, o tipo e a concentração dos 

reguladores de crescimento são fatores determinantes para a obtenção de altas 

taxas de multiplicação, mas o genótipo também tem grande influência. A variedade 

RB975932 é conhecida pelo seu excelente perfilhamento (CHAPOLA, 2013), o que 

justifica seu desempenho na brotação dos explantes. A RB92579 também possui 

bom perfilhamento (FRANZÉ et al., 2014), no entanto, quando cultivada in vitro 

apresenta plântulas alongadas e com pouco desenvolvimento lateral. 

 Observou-se também que na primeira repicagem todas as variedades 

apresentaram poucas brotações, o que aumentou nas próximas repicagens. O 

aumento no número de subcultivos in vitro resulta em maior produção de brotações 

e também em melhor qualidade do material (GOMIDE, 2004).  

 O número de explantes que foram obtidos ao final dos subcultivos, ou seja, 

após as cinco repicagens de um único meristema, é um resultado bastante 

promissor. Tendo em vista que, há a possibilidade de formar um hectare de cana-de-

açúcar utilizando menos de 10 mil mudas (AFERRI; XAVIER; PEREIRA, 2016). 

 

Figura 17 - Repicagem de explantes da variedade RB975932. (Fotos: Ester Schiavon Matoso) 

 

5.3.2. Multiplicação e comprimento de plântulas em BIT x meio semissólido 

 

Durante o sexto subcultivo, as plântulas de cana-de-açúcar foram 

multiplicadas em biorreator de imersão temporária e também em frascos contendo 

meio de cultura semissólido, ambos em condições de luminosidade ideais para a 

multiplicação. Maluta et al. (2013) afirmam que 70% de luz vermelha e 30% de azul 

evitam a formação de plântulas estioladas, induzindo dessa forma, a brotação lateral 

das mesmas. 
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Foi realizada uma única avaliação das plântulas e para ambos os parâmetros 

ocorreu interação bifatorial entre os fatores (variedade x meio de cultura), com isso 

os efeitos isolados foram desconsiderados e analisaram-se detalhadamente as 

interações (Tabela 21).  

Em relação ao número de brotações, no biorreator de imersão temporária 

com meio líquido, a variedade RB975932 apresentou melhor desenvolvimento, 

enquanto que a RB966928 emitiu o menor número de brotos. No entanto, quando 

cultivadas de forma convencional em meio semissólido, essas variedades não 

diferenciaram entre si, apresentando as melhores taxas de multiplicação. A 

RB966928 se desenvolveu melhor em meio semissólido e as demais no biorreator. 

Quanto ao comprimento, todas as variedades apresentaram plântulas mais 

longas no meio semissólido. Nesse tipo de meio a RB92579 e a RB966928 

apresentaram os maiores comprimentos e no líquido apenas a última. 

 

Tabela 21 - Número de brotações e comprimento (cm) de plântulas de cana-de-açúcar cultivadas in 
vitro no sexto subcultivo, em função das variedades e dos tipos de meio de cultura1/. 

Variedade 
Número de brotações Comprimento de plântula (cm) 

Líquido Semissólido Líquido Semissólido 

RB867515 10,5 bA 4,5 bB 4,4 bB 7,3 bA 

RB92579 8,0 cA 4,0 bB 4,2 bB 10,3  aA 

RB966928 4,0 dB 6,6 aA 7,0 aB 9,7 aA 

RB975932 14,0 aA 7,5 aB 5,0 bB 7,5 bA 

CV (%) 9,9 7,3 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si, 
respectivamente, pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando as variedades dentro de cada tipo de meio de cultura 
e pelo teste t (p≤0,05) quando comparado o tipo de meio dentro de cada variedade.                                                                                                                                                                          

 

Estes resultados confirmam a importância da utilização do meio de cutivo 

adequado para a cultura de interesse. Para a cana-de-açúcar indicam-se meios 

semissólidos para o estabeliecimento e meios líquidos para a etapa de multiplicação 

(FRANCA, 2016). O biorreator possibilita a renovação do ar durante o cultivo e o 

monitoramento de oxigênio dissolvido, pH, concentração de íons e temperatura 

(TEIXEIRA, 2002), além da agitação da cultura e maior contato dessa com o meio 

de cultivo, o que resulta na perda de dominância apical e proporciona o 

desenvolvimento de maior número de brotações nos explantes (DUTRA; 

WENDLING; BRONDANI, 2009; OLIVEIRA et al., 2011).     
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5.3.3. Contaminação e oxidação dos explantes 

 

A oxidação fenólica, como pode-se observar na Figura 19, ocorreu em todas 

as fases do cultivo in vitro, porém seus danos causaram perdas apenas na fase de 

estabelecimento dos meristemas. Durante a multiplicação em frascos e em BIT, 

sempre que o meio se tornou oxidado, as plântulas foram transferidas para 

recepientes contendo novo meio de cultura. O estabelecimento inicial é prejudicado 

pela oxidação, pois algumas enzimas ao oxidar os fenóis formam quinonas, as quais 

são responsáveis pela coloração marrom das culturas, além de causarem a inibição 

do crescimento e a morte dos explantes (MONACO et al., 1977). 

 

Figura 68 - Oxidação fenólica dos explantes durante as fases de estabelecimento e multiplicação     

in vitro. (Fotos: Ester Schiavon Matoso e Gustavo Fehrenbach) 

 

Dentre as variedades utilizadas no estudo, a RB867515 e a RB966928 foram 

as que mais tiveram perdas, portanto, houve a necessidade de efetuar a inoculação 

de um maior número de meristemas destes dois materiais. A oxidação fenólica é 

altamente dependente do genótipo e também do tipo de explante utilizado. 

Explantes jovens em geral oxidam menos que os mais velhos (TEIXEIRA, 2005).  

A oxidação pode ser minimizada pela redução de danos mecânicos e 

químicos no explantes, pela modificação do ambiente e pelo uso de antioxidantes. 

(MONACO et al., 1977). A redução da luminosidade na câmara de fluxo laminar 

durante a excisão dos explantes e a manutenção da cultura no escuro no início do 

cultivo também são consideradas benéficas, pois a luz induz à produção de fenóis 

na planta (MARKS; SIMPSON, 1990). 
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A contaminação por sua vez, causou as maiores perdas durante a 

multiplicação em biorreator (Figura 20), pois em cada recepiente contaminado, foram 

perdidos 20 explantes, que ao se multiplicar, iriam formar um número maior ainda de 

mudas. Entretanto, ela ocorreu em todas as fases do cultivo in vitro, houve 

infestações de fungos e de bactérias também no estabelecimento e na multiplicação 

em frascos, mas as perdas não foram consideráveis. 

 

 

Figura 19 - Contaminação fúngica e bacteriana durante a fase de multiplicação em biorreator de 

imersão temporária. (Fotos: Ester Schiavon Matoso e Gustavo Fehrenbach) 

  

As fontes de contaminação basicamente estão ligadas à origem do explante, 

ao meio nutritivo, ao ambiente e à habilidade do operador. Outros fatores 

relacionados à contaminação na propagação in vitro de cana-de-açúcar são a 

variedade e a idade do material, meristemas mais jovens tendem a ser isentos de 

patógenos. A variedade RB966928 foi a que apresentou um maior número de 

explantes contaminados por bactérias endofíticas no estabelecimento dos 

meristemas e no biorreator de imersão temporária. Na multiplicação em frascos 

nenhuma variedade sofreu perdas significativas por contaminação bacteriana, 

tampouco fúngica.  

O sucesso da micropropagação depende da sequência de fases ou etapas, 

em que o êxito de cada uma é necessário para o êxito da próxima e a introdução do 

explante no meio de cultivo, depende de uma eficiente assepsia dos explantes a 

serem estabelecidos (GEORGE, 1993). Para minimizar a contaminação microbiana, 

inúmeros protocolos de esterilização são apresentados por diversos autores. Estes 

relatam o uso de substâncias, como hipoclorito de sódio (PEREIRA et al, 2009). 
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A devida desinfestação dos explantes e dos materiais utilizados no manuseio, 

pode eliminar a presença de fungos e bactérias exógenas, mas geralmente nos 

casos de contaminação bacteriana, essa é proveniente de bactérias endofíticas já 

presentes nos materiais. A utilização de antibióticos para o controle e erradicação 

destes microrganismos contaminantes é frequente, no entanto, o uso destes pode 

apresentar níveis consideráveis de toxicidez ao tecido vegetal. Sem contar que na 

cana-de-açúcar, pode eliminar também as bactérias promotoras de crescimento e 

fixadoras de nitrogênio que são associadas à cultura e importantes pelo seu caráter 

endofítico obrigatório (BALDANI et al., 1997). 

 

5.3.4. Enraizamento e desenvolvimento de parte aérea de plântulas inoculadas 

com bactérias diazotróficas 

 

Aos 30 dias a média de pântulas enraizadas foi de 90% nas variedades 

RB867515, RB92579 e RB966928 e 80% na RB975932 sem inoculação de bactérias 

diazotróficas (Figura 21). Nos tratamentos em que houve a inoculação apenas a 

RB966928 apresentou mudas enraizadas, em uma média de 20%. Nestes mesmos 

tratamentos, o crescimento das plântulas foi bastante inferior aos controles sem 

inoculação. Não houve multiplicação das brotações e as plântulas apresentaram 

estiolamento (Figura 22). 

Estes resultados apontam que durante o enraizamento em biorreator de 

imersão temporária não é um bom momento para a inoculação. Até mesmo porque, 

o interesse dessa prática na fase de enraizamento, é proporcionar um aumento na 

emissão de raízes, o que ocorreu nas plântulas que não foram inoculadas.

 

Figura 20 - Aparência das raízes de plântulas de cana-de-açúcar das variedades RB867515 e 

RB966928 aos 30 dias de cultivo. (Fotos: Luize Mascarenhas) 
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Figura 21 - Aparência das plântulas de cana-de-açúcar em frascos do BIT e após a retirada, com e 

sem inoculação de bactérias diazotróficas. (Fotos: Luize Mascarenhas) 

 

No entanto, a reintrodução de bactérias diazotróficas endofíticas em plantas 

micropropagadas de cana-de-açúcar tem auxiliado os estudos da associação entre 

as plantas e as bactérias diazotróficas, e tem permitido avaliar o potencial de FBN e 

de promoção de crescimento devidos à inoculação destas bactérias (REIS et al, 

1999; OLIVEIRA et al., 2002; CANUTO et al.; 2003; SCHULTZ et al., 2012). Os 

autores Muñoz-Rojas; Caballero-Mellado (2003), em um experimento de curta 

duração, constataram que a inoculação de estirpes bacterianas proporcionou 

maiores ganhos na parte aérea e sistema radicular de mudas micropropagadas, 

porém, em frascos contendo meio semissólido.  

Diante destes resultados e das vantagens do uso de biorreator para 

multiplicação, alongamento e enraizamento de mudas de cana-de-açúcar, se fazem 

necessários, novos estudos sobre a inoculação de bactérias diazotróficas em 

biorreator de imersão temporária. 

 

5.3.5. Sobrevivência das mudas na fase de aclimatação 

 

Durante a aclimatação das mudas de cana-de-açúcar retiradas do biorreator 

de imersão temporária, foi monitorada a sobrevivência destas nos diferentes 

substratos, durante três semanas. Ocorreu a interação trifatorial entre os fatores, por 

isso analisou-se as interações, como se pode observar na tabela 22. 
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Tabela 22 – Sobrevivência de mudas (%) de cana-de-açúcar na fase de aclimatação, em função de quatro variedades, quatro substratos, com e sem 

inoculação de bactérias diazotróficas1/. 

Substrato 
RB867515 RB966928 RB92579 RB975932 

Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com 

% de mudas vivas aos 7 dias 

Comercial 100  60  100  40  100  40  100  40  

75CAC25CO 100 aA *
 β

 40 aA
 α

 80 bB *
 α

 0 cC
 α

 100 aA *
 β

 20 aB
 α

 100 aA *
 β

 20 aB
 α

 

50CAC50CO 100 aA *
 β

 40 aA
 α

 80 bB *
 α

 40 bA
 β

 100 aA *
 β

 0 bB
 α

 100 aA *
 β

 0 bB
 α

 

25CAC75CO 100 aA *
 β

 20 bB
 α

 100 aA
 ns β

 100 aA
 α

  100 aA *
 β

 0 bC
 α

 100 aA *
 β

 0 bC
 α

 

CV (%) 6,0 

 % de mudas vivas aos 14 dias 

Comercial 80  0  20  20  20  0  20  0  

75CAC25CO 100 aA *
 α

 0 aB
 β

 0 bC
 ns α

 0 bB
 α

 0 cC *
 α

 20 aA
 α

 20 bB *
 β

 0 aB
 β

 

50CAC50CO 80 bA *
 β

 0 aB
 β

 0 bC *
 α

 20 aA
 β

 40 bB *
 β

 0 bB
 β

 60 cB * 
α
 0 aB

 β
 

25CAC75CO 100 cA *
 α

 0 aA
 β

 40 aB *
 α

 0 bA
 α

 40 aB *
 α

 0 bA
 β

 100 aA *
 α

 0 aA
 β

 

CV (%) 17,3 

 % de mudas vivas aos 21 dias 

Comercial 80  0  20  20  20  0  20  0  

75CAC25CO 100 aA *
 α

 0 aB
 β

 0 bC
 ns α

 0 bB
 α

 0 cC *
 α

 20 aA
 α

 20 bB *
 β

 0 aB
 β

 

50CAC50CO 80 bA *
 β

 0 aB
 β

 0 bC *
 α

 20 aA
 β

 40 bB *
 β

 0 bB
 β

 60 cB * 
α
 0 aB

 β
 

25CAC75CO 100 cA *
 α

 0 aA
 β

 40 aB *
 α

 0 bA
 α

 40 aB *
 α

 0 bA
 β

 100 aA *
 α

 0 aA
 β

 

CV (%) 17,3 
1/ 

Médias acompanhadas por mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05) comparando os substratos dentro de 
cada variedade e inoculação e as variedades dentro de cada substrato e inoculação, respectivamente. *

, ns 
Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste t 

(p≤0,05) comparando a inoculação dentro de cada substrato e variedade. 
α, β 

Significativo e não significativo, respectivamente, pelo teste de Dunnett (p≤0,05) comparando com 
a testemunha (substrato comercial).  

 

  



93 
 

Aos sete dias de aclimatação observou-se que 100% das mudas das quatro 

variedades sem inóculo permaneciam vivas em todos os substratos, com excessão 

da RB966928, que apresentava 80% de sobrevivência nos substratos 75CAC25CO 

e 50CAC50CO. No entanto, uma parte significante das que foram inoculadas 

morreram, já na primeira semana de aclimatação. A testemunha apresentou os 

melhores índices de sobrevivência dessas mudas e no substrato 75CAC25CO 

sobreviveram apenas 40% das mudas da RB867515 e 20% da RB92579 e 

RB975932. No 25CAC75CO, 20% da RB867515 e 100% da RB966928 e no 

50CAC50CO, 40% dessas últimas variedades. Isto provavelmente aconteceu porque 

as mudas que foram inoculadas no BIT, saíram das condições de laboratório já um 

tanto debilitadas. 

Na avaliação feita aos 14 dias a perda de mudas foi bastante expressiva, 

sendo que entre as inoculadas, permaneram vivas apenas 20% da variedade 

RB966928 no substrato 50CAC50CO e na testemunha e a mesma porcentagem da 

RB92579, porém, no 75CAC25CO. Nas sem inoculação, a RB867515 foi a que 

apresentou maior sobrevivência de mudas, nos quatro substratos, seguida da 

RB975932 e da RB92579. A partir desta data todas as mudas permaneceram vivas, 

não tendo, portanto, diferenças na avaliação feita aos 21 dias de aclimatação. 

A sobrevivência de um maior número de mudas nos substratos 25CAC75CO 

e comercial pode estar relacionada com a capacidade de retenção de água desses 

materiais. Dentre os fatores que podem concorrer para o insucesso na aclimatação 

de mudas micropropagadas, Hoffmann (2002) cita a perda excessiva de água como 

um dos principais, devido a pequenas quantidades de cera epicuticular e ao lento 

mecanismo de abertura e fechamento dos estômatos, sendo o uso de um substrato 

que mantenha melhor a umidade, um fator favorável na aclimatação. 

Outro fato que prejudicou a sobrevivência foi a exposição das mudas a 100% 

de luz após uma semana, pois a aclimatação deve ser feita em casas de vegetação 

ou telado, sob baixa intensidade luminosa e alta umidade relativa do ar. Indica-se 

que as plântulas sejam mantidas em ambientes com 50 a 60% de sombreamento 

por no mínimo 3 semanas (SCARANARI; LEAL; PELLEGRINO, 2008). Alcantara et 

al. (2014) aclimataram plantas de cana-de-açúcar das cultivares RB855156 e 

RB722454 utilizando substrato comercial Plantmax® e cobertura de sacos de 

plástico e obtiveram 100% de sobrevivência. 
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5.4.  Conclusões 

 

i) As variedades RB867515 e RB975932 apresentam excelente desenvolvimento in 

vitro, tanto em meio de cultura semissólido, quanto em líquido, enquanto que a 

RB92579 se desenvolve melhor em semissólido e a RB966928 em líquido.  

 

ii) O biorreator de imersão temporária é um meio eficiente de micropropagação de 

mudas de cana-de-açúcar. 

 

iii) A inoculação de bactérias diazotróficas é ineficiente quando utilizada na fase de 

enraizamento de plântulas em biorreator.  

 

iv) O substrato 25CAC75CO é o mais indicado para a aclimatação de mudas 

micropropagadas de cana-de-açúcar. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A casca de arroz carbonizada e o composto orgânico podem ser usados na 

produção de mudas de cana-de-açúcar, sendo que a implantação de lavouras de 

cana-de-açúcar utilizando a produção de mudas proporciona a economia de material 

de propagação e garante um stand ideal de plantas e um bom desenvolvimento 

inicial no campo. 

A micropropagação de cana-de-açúcar também é de fato uma alternativa 

viável ao plantio convencional, porque apresenta taxas de multiplicação altas, 

chegando algumas variedades a produzir cerca de 30 mil mudas a partir de um 

meristema apical. Esse número de explantes aumenta ainda mais com a 

multiplicação em biorreator de imersão temporária. No entanto, a fase de 

aclimatação das plântulas é uma das mais delicadas no processo e se não for bem 

encaminhada pode-se perder todo o material conseguido in vitro. 

A inoculação de bactérias diazotróficas promove o crescimento das plantas, 

aumenta o tamanho e a qualidade das raízes, o que resulta em uma maior absorção 

de água e nutrientes, e ainda, desenvolvem a fixação biológica do nitrogênio 

atmosférico. Entretanto, algumas variedades respondem mais que outras a esta 

prática, e quando desenvolvida na fase de enraizamento em biorreator de imersão 

temporária, pode prejudicar a qualidade das plântulas. Necessitando desta forma, 

mais estudos envolvendo diferentes variedades de cana-de-açúcar e métodos de 

propagação. 

A associação de bactérias diazotróficas às mudas de cana-de-açúcar e ao 

uso de substratos alternativos, resulta em ganhos produtivos, dimunui os custos de 

produção, além de tornar o cultivo mais sustentável, dependendo do ambiente de 

cutivo. Salientando, portanto, a importância de se observar a interação entre a 

variedade, o substrato, a inoculação de bactérias e o ambiente, no cultivo de cana-

de-açúcar. 
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