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Resumo

Com o objetivo de selecionar as familias de cana-de-aglicar mais responsivas a fixagdo bioldgica do nitrogénio
foram avaliadas 10 familias obtidas de cruzamentos biparentais inocu ladas com bactérias diazotréficas
endoflticas, Utilizou-se a metodologia REML/BLUP para obtencdo dos valores genotipicos e para identificar as
elhores familias, As caracteristicas diametro do colmo, ndmero de perfilhos e altura de plantas foram
determinadas como caracteristicas promissoras para selecdo de familias responsivas a fixagdo biolégica do
nitrogénio, Os cruzamentos RB 813804 x RB 72910; RB 961003 x RB 931011; RB 98710 x RB 72454; CO
62175 x RB 72454; RB 92579 x RB 86 3129, apresentaram valores genotipicos superiores a média experimental.
Conclui-se que para o conjunto de familias estudadas existem clones promissores e responsivos a fixagdo

biolégica do nitrogénio.

Abstract
Evaluated families of sugarcane when to efficiency of biological nitrogen fixation
The objective this study was selecting the families of sugarcane more responsive to biological nitrogen fixation.
Were evaluated ten families obtained from biparental crosses inoculated with endophytic diazotrophs.
Themethodology REML / BLUP was used to obtain the genotypic values and to identify the best families. The
stalk diameter, number of tillers and stalk height traits were evaluated for selection of families responsive to
biological nitrogen fixation. The crosses RB 813804 x RB 72910; RB 961003 x RB 9310 11; RB 98710 x RB
72454; CO 62175 X RB 72454; RB 92579 x RB 86 3129, presented the higher genotypic values than the
experimental average. Overall, the results suggest that there are promising and responsive clones to biological

nitrogen fixation.

INTRODUCAO
A fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) consiste na redugdo deste gas por bactérias que possuem a

enzima chamada nitrogenase. A utilizacdo de bactérias fixadoras de N1, que contribuem com a nutrigdo
nitrogenada das plantas apresenta vantagens econdmicas e ambientais. As vantagens da FBN estd no seu baixo
custo e contribuicdo para a melhoria da qualidade ambiental, ja& que a diminuicdo da utilizacdo de fertilizantes
industrializados, reduz a quantidade de nitrato escoada para aguas superficiais e subterrdneas, além do fato que
diversas fontes convencionais de nitrogénio sdo altamente demandantes de energia, proveniente do petréleo, na

sua fabricacdo. A substituicdo dessas fontes aumentaria o balanco energético da producdo de alcool com a cana,
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assim, a maximizacdo dos beneficios da FBN torna-se fundamental para o desenvolvimento de uma agricultura
sustentavel (Urquiaga et al., 1992).

No Brasil vem-se observando, ha muitos anos, que a resposta a aplicagdo de N-fertilizante vem
diminuindo (Malavolta et al.,1963; Urquiaga et al.,1992). Por esta razdo os proprios agricultores reduziram a
aplicacdo de N até 25 kg N/ha na cana plantada em muitas areas do Estado de Sao Paulo, sem afetar os
rendimentos. Contudo, no contexto nac~onal, a aplicacdo de N-fertilizante continua alta, em cana-planta chega ao
redor de 60 kg N/ha/ano. Além disto, a cana-de-aclicar €é uma graminea tropical de ciclo fotossintético C4 que é
capaz de incorporar muito mais carbono da atmosfera que o CO, liberado na queima do alcool derivado de seu
cultivo, atuando potencialmente na diminuicdo do "efeito estufa" provocado pelo aumento do teor de CO,
atmosférico (DObereiner e Baldani, 1998). Mas esta cultura também & capaz de se associar com uma diversidade
de bactérias diazotroficas e obter contribuicdes efetivas do processo de redugdo do nitrogénio atmosférico.

A descoberta de microrganismos fixadores de nitrogénio em cana-de-aglcar foi um mérito dos
pesquisadores  brasileiros liderados por Johanna Dobereiner, ha mais de 40 anos. Porém, o mecanismo que
envolve a fixacdo de nitrogénio, a sua eficiéncia e os fatores que interferem, ndo foram ainda totalmente
desvendados. Contudo, sabe-se que ha vérias espécies de microrganismo fixadores de nitrogénio que vivem em
associacio com a cana-de-aglicar e que existem diferencas entre variedades de cana a resposta a essas
associacOes (Vitti et al., 2008). Pesquisadores isolaram e classificaram bactérias fixadoras encontradas na cana-
de-aclicar, como Gluconacetobacter  diazotrophicus que se encontra em qualquer ¢rgdo da planta, restos de
colheita e no solo (Boddey et al., 1995; Baldani et al., 1997; Reis et al., 2004). Recentemente, énfase tem sido
dada a diazotréficos que infectam o interior das plantas (chamadas endofiticas), as quais incluem bactérias do
género Herbaspirillum e Gluconacetobacter (Boddey et al., 2003). A G.diazolrophicus produz horménio de
crescimento, como o acido indolacético (AIA) e possui atividade antagonista a alguns patégenos do solo,
segundo varios autores citados por Perin et al. (2004).

Ainda sdo incipientes os trabalhos que relatem aumento da produtividade na associacdo com bactérias
fixadoras de nitrogénio em cana-de-aglcar, ou mesmo, que inoculages com as bactérias possam aumentar a
eficiéncia da planta em fixar nitrogénio Boddey et al, (2003). A perspectiva de uso da formulacdo com bactérias
diazotréficas para fixacdo de nitrogénio em cana-de-aglcar representa economia no custo de producdo além de
atender a sociedade mundial para garantir a diminuicdo de insumos quimicos, altamente téxicos ao meio
ambiente, sem causar diminuigdes drasticas nos indices de produtividade econémica. Como sdo microrganismos
benéficos para as plantas, ndo se espera nenhum tipo de interagdo negativa pela adogdo do produto que pode
inclusive contribuir com estimulo de outras caracteristicas vegetais atuando como microrganismos promotores
de crescimento tais como: aumento da area de superficie radicular, foliar, acimulo de massa seca e até mesmo na
resisténcia e controle de pragas. Neste sentido, existe necessidade de maiores estudos com genotipos responsivos
ao uso de formulagdo com bactérias diazotréficas. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de

diferentes familias de cana-de-aglcar a inoculagdo com bactérias diazotroficas endofiticas.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo da Unidade de Execugdo em Pesquisa da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, em Rio Largo-AL no ano agricola 2009/20 10 lotada no Centro Experimental de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, no municipio de Rio Largo-Al,

Foram utilizadas dez diferentes familias de cana-de-aglcar provenientes de cruzamentos biparentais do
Banco de Germoplasma da RIDESA fornecidos pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-agucar
(Quadro ). O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes em esquema fatorial 10
X 2, constituido de 20 tratamentos, em que a cada repeticdo foi composta por oito individuos. Os tratamentos
foram compostos de combinagdes dez familias com e sem a presenca de inoculante. As sementes, oriundas dos
cruzamentos, foram semeadas em bandejas de células de polietileno e ap6s um més foram transplantadas para
sacos de polietileno 10cm x 2Scm, em substrato livre de nitrogénio. O mix de bactérias diazotréficas (inoculante)
foi fornecido pela Embrapa Agrobiologia, sendo recomendado a dosagem de 400g/ha. Ap6s quatro meses de
transplantio dos seedlings foram realizadas as avaliagBes para diametro médio de colmos (em); nimero médio de
perfi lhos (contagem); altura média de colmos (em) e teor de clorofila.determinado  por método indireto com uso
do aparelho Clorofildmetro; numero de folhas vivas (contagem) e nimero de folhas mortas (contagem).

Posterior a coleta dos dados foi realizada a andlise de variancia, e em seguida, obtido os componentes
de variancia e valores genotipicos pelo método REML (méxima verossimilhanga restrita) 1 BLUP (melhor

preditor ndo-viciado) utilizando o software SELEGEN.

Quadro |- Relagdo dos cruzamentos biparentais realizados para obtencdo das familias.
Cruzamento Jd ¥

1 RB 813804 X RB 72910
2 RB 961003 X RB 931011
3 RB 93509 X RB 9629

4 RB 98710 X RB 72 454
5 CO 62175 X RB 72 454
6 RB 92 579 X RB 863129
7 RB 99395 X SP 77-5181
8 RB 867515 X RB 91514
9 1AC 87-3396 X SP 81-3250
10 RB 92606 X RB 977619

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que houve diferencas significativas (p<O,Ol) entre as familias para as caracteristicas
avaliadas Didmetro do Colmo (OIAM), Altura de Plantas (AL T), Numero de Perfilhos (NPERF), Teor de
Clorofila (CLORF), Numero de Folhas Mortas (NFM) e Numero de Folhas Vivas (NFV). A anélise mostra
diferenca significativa (p<O,0S)entre os fatores inoculado e ndo-inoculado para as caracteristicas DrAM, ALTe
NPERF (Tabela 1). Essas familias se mostram promissoras para a sele¢cdo de clones responsivos a fixacdo
biolégica do nitrogénio para essas caracteristicas. DIAM, NPERF e ALT sdo caracteristicas ligadas ao
crescimento e desenvolvimento das plantas que esta diretamente relacionado & estimulos proporcionado por
hormdnios vegetais. Diversas bactérias diazotroficas sdo capazes de produzir fitormonios, responsaveis pelo

efeito estimulatério observado no crescimento das plantas. Bastian et al. (1998) detectaram a presenca de &cido
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indol-acético (AIA) e giberelinas Al e A3, em culturas de Herbaspirillum seropedicae. Resultados semelhantes
foram encontrados por Fuentes-Ramirez et al. (1993) avaliando a produgdo de AIA por estirpes de
Gluconacetobacter  diazotrophicus

Na Tabela 2 sdo observadas as médias gerais das dez familias para as caracteristicas avaliadas
submetidas a com e sem inoculagdo. Verificou-se que as familias obtidas dos cruzamentos biparentais C062175
X RB72454, RB813804 x RB72910, RB961003 x RB931011, RB93509 x RB9629 RB93509 x RB9629 e
RB92579 x RB863 129 apresentaram maiores valores em magnitude para o fator inoculagdo. Sabe-se que as
associacOes planta x bactéria ocorrem em diferentes graus de interagdo, promovendo variagdo no comportamento
de genotipos em diferentes condiges ambientais em estudo e em muitos casos estdo relacionadas a
especificidade de interagdo entre as caracteristicas genéticas microbianas e caracteristicas genéticas da planta
hospedeira (Olivares et al., 1997).

Os valores genotipicos das familias avaliadas no presente trabalho encontram-se na Tabela 4. Verificou-
se que das 10 familias avaliadas, cinco apresentaram valores genotipicos superiores a média experimental para
algumas caracteristicas (1- RB 813804 x RB 72910; 2-RB 961003 x RB 9310 11; 4-RB 98710 x RB 72454; 5-
CO 62175 x RB 72454; 6- RB 92579 x RB 86 3129). Conseqlientemente existam genotipos promissores
responsivos a fixacdo bioldgica do nitrogénio dentro destas melhores familias. Segundo Oliveira et al. (2009)
uma forma de explorar o potencial dessas familias seria realizar o plantio de plantulas em maior ndmero para
estas familias, sendo posteriormente realizada a selegcdo individual com base em caracteristicas promissoras. As
melhores familias para NPERF apresentaram valor genotipico (Vdf) de 0,5623 e 0,8559, sendo proveniente do
cruzamento entre 0s genitores C062175 x RB72454. Para DIAM o0s maiores valores genotipicos sédo
apresentados para os cruzamentos RB813804 x RB729 10 (10,5557); RB961003 x RB9310Il (10,4342) e
RB93509 x RB9629 (10,1636). Para altura de planta os cruzamentos RB93509 x RB9629 (53, 1320) e RB92579
x RB863129 (40,8544), respectivamente apresentaram 0s maiores valores genotipicos. Segundo Oliveira et ai
(2009) a exploragdo de cruzamentos com valores genotipicos superiores seriam importante, pois visaria a
identificacdo de clones potenciais e com maior probabilidade de serem promissores, no caso deste trabalho,
responsivos a fixacdo biolégica do nitrogénio. A exploracdo das familias superiores pode possibilitar que maior
nimero de clones potenciais avance para etapas seguintes do melhoramento genético da cana-de-aglcar (Barbosa
et ai, 2005; Resende e Barbosa, 2006). Neste sentido Resende e Barbosa (2006), relataram que a selecdo de
individuos dentro das familias deve-se levar em conta o valor genotipico das familias, sendo que as melhores
familias seriam selecionadas um maior ndmero de clones potenciais. Diferengas entre variedades de cana-de-
aclcar e o potencial de fixagdo de nitrogénio foram estudadas por Coelho et al. (2003), que verificaram que a
FBN ocorreu em todos o0s genotipos comerciais de cana-de-aglcar avaliados: RB739735, SP79-23 13, RB72454,
RB758540, RB835089, RB825336 e SP79-2312, e também nos acessos silvestres: Krakatau (5. spontaneum) e
Chunnee (5. barberi). As maiores contribuicdes da FBN foram observadas nas variedades RB739735,
RB758540, RB835089 e SP79-23 12, podendo ser resultado do sucesso dos programas de melhoramento genético
realizados em solos de baixa fertilidade natural. Observa-se que algumas dessas variedades sdo genitoras dos
seedlings avaliados no presente estudo. Boddey et al. (2003) afirmam que a capacidade de fixagdo de N2 parece
ter grande dependéncia da variedade de cana. No estudo de Polidoro et al. (200 I), as variedades comerciais de

cana-de-aglicar RB72454 e SP80-1842 apresentaram alto potencial para FBN. Assim, a contabilizagdo do N
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proveniente da fixacdo biologica do nitrogénio e a resposta diferenciada em cada gendtipo especifico em
programas de melhoramento  genético vegetal, ainda é uma questdo que deve ser muito estudada,
especificamente no que diz respeito a cultura da cana-de-agUcar.

Considerando  os impactos ambientais decorrentes das praticas da cultura canavieira, a FBN faz
diferenca: baixa utilizagdo da adubacdo quimica nitrogenada tende a proporcionar uma melhoria na qualidade do
solo, dos mananciais e de outros componentes ambientais. Do ponto de vista energético, a FBN associada a
cana-de-acUcar contribui, significativamente, para o ganho energético na producdo de etanol, pois emprega-se na
producéo de fertilizantes altos niveis de energia fdssil além da emissdo de altos niveis de COy

A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) pode substituir entre 10 a 30% do fertilizante nitrogenado
aplicado na cultura da cana-de-agicar (Urquiaga et al., 1992). Este valor pode ser aumentado se considerarmos a
selecdo de gendtipos de cana-de-aglicar com maior potencial de fixagdo biologica de nitrogénio. Mas para que
isso acontega faz-se necessario estratégias que permitam maximizar a escolha desses materiais como a selecdo de

familias responsivas a fixagdo biologica do nitrogénio.

CONCLUSOES

I) Diametro médio do colmo, Numero de Perfilhos e Altura de plantas sdo caracteristicas promissoras na
selecdo de familias responsivas a fixacdo bioldgica do nitrogénio com bactérias diazotréficas
endofiticas.

2) Os cruzamentos RB 813804 x RB 72910; RB 961003 x RB 93101 I; RB 98710 x RB 72454; CO 62175
x RB 72454; RB 92579 x RB 86 3129, apresentaram valores genotipicos superiores a média
experimental.

3) Para o grupo de familias estudadas existem clones de cana-de-aglicar promissores responsivos a fixagéo

biolégica do nitrogénio

Tabela I. Anélise de variincia, para avaliagdo de dez familias de cana-de-aglicar submetidas a inoculagdo ou

ndo com bactérias diazotroficas endoflticas, Rio Largo-Al., 2009.

FV Gl DIAM" ALT NPERF CLF NFM NFV
Familia (F) 9 4,58** 559.18** 0,65** 46,82** 0,63** 0,75**
Inoculagdo (1) 1 LI7* la 1,81* 0.52* 0.16 0.07 0.11
FxI 9 0.27 11,57 0.11 2.83 1,90 0.06
Erro Médio 40 0,28 24.47 0.08 3.20 0.11 0.08
CV(%) 5.63 14.20 13.11 7.26 13.30 8.79

IIDIAM:  diametro do colmo (rnm); ALT: altura das plantas (em): NPERF: nimero de perfilhas: CLORF: teor de clorofila: NFM: nimero de

folhas mortas: NFV: ndmero de folhas vivas.



i IO 8 13 00 AGOSTO O 2010

= mal o Centro de Eventos Sistema FIEP
Sblinhl FELCAMRITIBA, - PARANA - BRASIL

= FHERGIA

Tabela 2. Média geral das dez familias de cana-de-aglicar para as caracteristicas” diametro do colmo, ndmero de
perfilhas, nimero de folhas mortas, nimero de folhas vivas, altura da planta e teor de clorofila. Rio

Largo-AL,2009.

Familias DIAM" NPERF NFM NFV ALT CLORF
N-Inoc Inoc N-Inoc Inoc N-Inoc Inoc N-Inoc Inoc N-Inoc Inoc N-Inoc Inoc
1 10.11 10,62 0,04 0,11 2.08 2.42 351 333 3833 38.03 26.92 25.66
2 11,17 9,86 0,13 0,08 271 2.87 3.62 341 38.43 35.54 22.74 22.49
J 10,17 10,27 0,16 0,01 258 275 391 362 53.41 5471 22.47 2343
4 9,58 9,377 0,33 0,83 212 1.95 3.37 3.16 41.71 3445 21.85 20.28
5 9,26 9,48 0.70 1,16 3.08 295 271 241 4179 35.66 2540 26.99
6 9,81 9,64 0.12 0,46 2.83 3.08 333 3.12 42.58 39.73 26.85 26.05
7 7,88 7,80 0,45 029 279 3.01 3.37 333 23 50 2195 2928 3125
8 95/ 8.96 0.17 (Us 3.29 245 345 175 24.66 2429 2321 22.17
9 8.10 8,25 0.62 0.79 2.58 2.28 2.87 307 2521 2426 22.50 22.02
10 9,45 9,20 0.87 1.00 3.01 258 2.95 3.01 3173 26.66 2469 26.62

I/DIAM: didmetro do colmo (rnm): ALT: altura das plantas (em); NPERF: numero de perfilhas: CLORF: teor de clorofila; NFM: nimero de

folhas mortas; NFV: nimero de folhas vivas.

Tabela 3. Média geral das caracteristicasv diametro do colmo, nimero de perfilhas, nimero de folhas mortas,

nimero de folhas vivas, altura da planta e teor de clorofila. Rio Largo-AL, 2009.

Familia D1AM NPERF NFM NFV ALT CLORF
1 106667 0.0831 2.2556 3.4157 38.1793 26.2935
2 10.5190 0.1092 2.7917 3.5208 36.9896 22.6224
3 10.2242 0.0883 2.6667 37708 54.0625 22.9564
4 9.4804 0.5833 2.0417 3.2708 380833 210690
5 9.3758 0.9375 30208 25625 38.7292 26.1977
6 97263 0.2950 2.9583 3.2292 41.1604 26.4578
7 7.8410 03750 2.8958 3.3542 227292 30.2678
8 9.2540 0.4600 2.8750 3..6042 24.4792 22.6971
9 8.4772 0.7120 24316 2.9751 247378 22.2686
10 9.3271 09375 27917 2.9752 29.1979 25.6609

I/OIAM: didmetro do colmo (rnm); ALT: altura das plantas (em); NPERF: ndmero de perfilhas: CLORF: teor de clorofila; NFM: ndmero de
folhas mortas; NFV: nimero de folhas vivas.

Tabela 4. Valores genotipicos obtidos na andlise REML/BLUP para as caracteristicas 1 didmetro do colmo,

nimero de perfilhas, nimero de folhas mortas, nimero de folhas vivas, altura da planta e teor de

clorofila,

Cruzamentos OIAM NPERF NFM NFV ALT CLORF
RB 813804 x RB 72910 10.5557 0.1478 2.3932 3.4015 38.1800 26.294
RB 961003 x RB 9310l 1 10.4342 0.1651 2.7496 3.4957 36.8854 22,622
RB93509 x RB 9629 101636 0.1478 2.6674 3.7218 53.1320 22.956
RB 98710 x RB 72454 9.4807 0.5623 2.2561 3.2696 37.9262 21069
CO 62175 x RB 72454 9.3846 08559 2.9004 2.6291 38.5408 26.198
RB 92579 x RB 86 3129 9.7064 0.3205 2.8593 3.2320 40.8544 26.458
RB 99395 X SP 77-5181 7.9754 0.3896 2.8182 3.3450 23.3151 30.268
RB867515xRB9514 9.2727 04587 2.8045 35711 249804 22697
IAC 87-3396 x SP 81-3250 8.5200 0.7005 2.4892 2.9117 250796 22.269
RB 92606 x RB 97 7619 9.3399 08559 2.7496 3.0059 29.4708 25.661

IIDIAM:  didmetro do colmo (rnrn); ALT: altura das plantas (em): NPERF: ndmero de perfilhas: CLORF: teor de clorofila; NFM: ndmero de

olhas mortas; NFV: nimero de folhas vivas.
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