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RESUMO

A cana-de-agucar € uma cultura de extrema importancia como fonte de energia renovavel,
apresentando grande impacto no contexto social e econdmico no Brasil. E uma graminea
que apresenta um alto potencial de interagdo com bactérias diazotréficas, podendo se
beneficiar da fixacao biolégica de nitrogénio (FBN). O objetivo deste trabalho foi estimar
a FBN em cana-de-acucar, cultivada em diferentes condi¢bes edafocliméticas do
Nordeste brasileiro, e o efeito de doses crescentes de fertilizante nitrogenado sobre a FBN
na cultura. Os estudos foram realizados em quatro regides produtoras de cana-de-acucar,
nos estados de Pernambuco, Alagoas e Bahia. Em Pernambuco, foram realizadas
amostragens em plantios localizados na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar do
Carpina, EECAC (municipio de Carpina, Zona da Mata Setentrional) e na Usina Trapiche
(municipio de Sirinhaém, Zona da Mata Meridional). Em Alagoas, foram amostrados
plantios na Usina Serra Grande (municipio de Sao José da Laje, regido de transi¢cdo Zona
da Mata/Agreste). Na Bahia, foram amostrados plantios de cana-de-agUcar pertencentes
a Agroindustria do Vale do S&o Francisco (Usina Agrovale), localizados no municipio de
Juazeiro (no Vale S&o-Franciscano, Sertdo). Em cada local, foram coletadas folhas
diagnostico (+3) de diferentes individuos de diferentes variedades de cana-de-agUcar,
além de folhas de plantas de nao fixadoras de N de ocorréncia natural nos canaviais ou
em areas adjacentes, para serem utilizadas como referéncia na estimativa da FBN pela
metodologia da abundancia natural do **N. Devido a dificuldade para encontrar uma
planta com caracteristicas de absorcdo de N do solo semelhantes as da cana-de-agUcar,
foi conduzido um experimento auxiliar para a determinagéo da variagdo do sinal do 3°N
do N do solo disponivel para as plantas, na camada de 0 a 60 cm de profundidade. Neste
experimento, foram cultivadas quatro espécies de plantas de referéncia ndo fixadoras de
N, em amostras de solo coletadas em cada local estudado nas profundidades de 0,0-0,20
m, 0,20-0,40 m e 0,40-0,60 m. Além disso, foi realizada uma amostragem de tecido foliar
de cana-de-agUcar (variedade VAT90-212) em um experimento na Usina Agrovale, para
avaliar o efeito de doses crescentes de fertilizante nitrogenado (na forma nitrato de
amonio) sobre a abundancia natural de *>N. A cana-de-aguicar foi considerada como capaz
de absorver N atmosférico, por meio do processo de FBN, quando se apresentou
significativamente empobrecida em °N em relagdo as médias das referéncias. Essa
situacdo foi observada no levantamento em campo em quatro variedades coletadas no
municipio de Carpina e em trés variedades coletadas no municipio de S&o Jose da Laje.
Em relagdo a variagdo do sinal do $*°N em profundidade foi constatado que ocorreu um
enriquecimento do sinal isotopico em funcgdo da profundidade do solo em todos os locais.
Quanto a estimativa da FBN em doses crescentes de fertilizante nitrogenado no
Semiarido, as mesmas ndo exerceram efeito de reducdo do 8°N nas diferentes doses
aplicadas.

Palavras-chave: Sacharum spp. Técnicas isotopicas. Micro-organismos endofiticos.

Abundancia natural



ABSTRACT

A sugarcane is a culture of extreme importance as a source of renewable energy,
presenting large impact on social and economic context in Brazil. It is a grass that has a
high potential for interaction with diazotrophic bacteria, can benefit from the biological
nitrogen fixation (BNF). The objective of this study was to estimate the BNF in
sugarcane, grow in different climatic conditions of the Brazilian Northeast, and the effect
of increasing doses of nitrogen fertilizer on a BNF in culture, by means of their isotopic
composition. The studies were carried out in four regions of sugarcane, in the states of
Pernambuco, Alagoas and Bahia. In Pernambuco, samplings were carried out in
plantations located at the Experimental Station of sugarcane in the Carpina, EECAC
(municipality of Carpina, Zona da Mata North) and in the Usina Trapiche (municipality
of Sirinhaém, Zona da Mata Meridional). In Alagoas, plantations were sampled in the
Usina Serra Grande (municipality of Sdo José da Laje, transition region of Zona da
Mata/Agreste). In Bahia, were sampled plantations of sugar cane belonging to
agribusiness do Vale do Sdo Francisco (Agrovale Plant), located in the municipality of
Juazeiro in the valley are Franciscan, Sertdo). In each location, leaves were collected
diagnosis (+3) of different individuals from different varieties of sugar cane, in addition
to leaves of plants not fixing N of natural occurrence in the cane fields or in adjacent
areas, to be used as a reference in the estimate of the BNF by methodology of natural
abundance of *>N. Due to the difficulty to find a plant with absorption characteristics of
N from the soil similar to sugar cane, an experiment was conducted to determine the
signal variation of §°N of N from the soil available to plants, on the layer 0 to 60 cm
depth. In this experiment, were grown in four species of plants of reference fixing N in
soil samples collected at each site studied at depths of 0.0-0.20 m and 0.20-0.40 m and
0,40-0,60 m. In addition, it was performed a sampling of leaf tissue of sugar cane (variety
VAT90-212) in an experiment in Usina Agrovale, to evaluate the effect of increasing
doses of nitrogen fertilizer (in the form of ammonium nitrate) on the natural abundance
of 1°N. Sugar cane was regarded as able to absorb atmospheric N, through the process of
BNF, when was significantly depleted in °N in relation to the averages of the references.
This situation was only observed in the field survey for only four varieties collected in
the municipality of Carpina. In relation to the signal variation of 8*°N in depth was
observed that there was an enrichment of isotopic signal in function of soil depth in all
locations. As the estimation of BNF in increasing doses of nitrogen fertilizer in the
semiarid, they do not have the effect of reducing the §!°N in different doses applied.

Key-words: Sacharum spp. Isotopic techniques. Endophytic micro-organisms. Natural
abundance
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1 INTRODUCAO

A cultura de cana-de-agucar (Saccharum spp., familia Poaceae) exerce um papel
de grande importancia na economia de diversos paises, sendo de maior destaque nas
economias da América Latina e do Caribe (COELHO et al., 2003). E uma das melhores
opcoes dentre as fontes de energia renovaveis atuais, com grande importancia no cenario
agricola brasileiro e um futuro promissor no cenario mundial (MAULE; MAZZA;
MARTHA JR., 2001), por possuir um elevado potencial para a producao de biomassa e
adaptabilidade a diversas condi¢6es edafoclimaticas (ZAMBROSI et al., 2015).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-aglcar e possui uma ampla
distribuicéo da producdo no seu territorio. Na 2016/2017, até o quarto levantamento da
feito pelo Companhia Nacional de Abastecimento CONAB (2017), até o més de abril do
referido ano foram processadas cerca de 657 milhGes de toneladas de cana-de-agUcar, 0
que permitiu uma estimativa de producédo de 38,7 milhdes de toneladas de acucar e 27,8
bilhdes de litros de etanol. Toda essa producdo foi prevista para uma area de plantio
estimada de 9,05 milhGes de hectares, alcangando produtividades médias de 76,2 ton ha’
!, Na Regido Nordeste foi estimada uma producao total de 47 milhdes de toneladas de
cana-de-agucar, numa area de 904,6 mil hectares.

Entre os nutrientes mais exigidos pela cana-de-agucar, o nitrogénio (N) e destaca-
se pela importancia na nutricdo e fisiologia da planta, pois, dentre outras funcdes, €
constituinte das proteinas e dos acidos nucleicos (Malavolta et al., 1989) e muitos outros
importantes constituintes celulares, incluindo membranas e horménios vegetais (SOUZA
& FERNANDES, 2006). Na agricultura moderna, o N é o principal fator limitante da
produtividade das culturas, e a utilizacdo de fertilizantes quimicos (sobretudo os
nitrogenados) vem aumentando nas ultimas décadas (GOVINDARAJAN et al., 2006).
Fertilizantes nitrogenados, dependentes de energia fossil para sua producéo, sao caros e
seu uso indiscriminado pode trazer prejuizos econdémicos e ambientais, o que levou a
busca de alternativas mais sustentaveis. Considerando o custo econémico e ambiental dos
adubos nitrogenados, sdo fundamentais a compreensdo do processo de fixacao biologica
de nitrogénio (FBN) e o desenvolvimento de manejos adequados da adubagéo
nitrogenada que visem ao melhor aproveitamento do N pela cultura da cana-de-agucar
(FRANCO et al., 2008).

Um aspecto interessante do cultivo de cana no Brasil é que, em comparagdo com

os cultivos de outros paises que tém rendimentos semelhantes, a utilizacdo de fertilizantes
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nitrogenados ainda é baixa. De acordo com Urquiaga et al. (2012), em paises como a
india, EUA, Coldémbia e Australia, o fertilizante nitrogenado é adicionado entre 150 e 200
kg N haano™, enquanto que no Brasil as aplicagdes variam entre 60 e 80 kg ha™ano™ de
N. Em relacdo a resposta da cana-de-acUcar ao nitrogénio, alguns autores relatam que a
cana-planta ndo é responsiva, enquanto que nas socas a aplicacdo se faz necessaria e altera
muito o retorno do N de acordo com o tipo de manejo e de solo envolvidos (GAVA et al.,
2001). Basanta et al. (2003) e Franco et al. (2011) constataram que a quantidade de N
acumulada na biomassa aérea da cana estd muito acima das doses de fertilizante
nitrogenado aplicado, sugerindo que a entrada da FBN para o sistema é uma das provaveis
razfes que explicam porque o nitrogénio é utilizado em menor quantidade na cana-de-
acucar brasileira (CANTARELLA; ROSSETTO, 2014).

Os isolamentos pioneiros de bactérias fixadoras de N2 (ou diazotréficas)
associadas a cana-de-agucar geraram o conceito de que a planta poderia se beneficiar com
aportes de N por meio deste processo e um grande interesse por isolamentos de novos
micro-organismos. Entretanto, ainda ndo esta estabelecido se, e em que extensdo, as
gramineas se beneficiam do N fixado pelos diazotroficos endofiticos ou se os beneficios
sdo devidos a producéo de cido indol-3-acético (AlA) e outras substancias promotoras
de crescimento que, comprovadamente, provocam alteracfes morfoldgicas na raiz (como
0 aumento das raizes laterais e dos pelos radiculares), aumentando a absorcdo de
nutrientes (ALVES et al.,, 2015; BENEDUZI et al., 2013; STEENHOUDT,
VANDEREYDEN, 2000; VIDEIRA et al., 2012).

Para a cana-de-acucar sdo fortes as evidéncias de que diversas variedades
plantadas no pais sdo capazes de obter parte do N acumulado em sua biomassa
proveniente da atmosfera, embora em proporc¢des bastante variaveis (BAPTISTA et al.,
2014; POLIDORO et al., 2001; URQUIAGA et al., 2012), o que explicaria sua producédo
com quantidades de fertilizantes nitrogenados muito inferiores as aplicadas em outros
paises. Entretanto, as informacdes disponiveis ndo cobrem grande parte da diversidade de
genotipos utilizados e de condi¢cBes ambientais das diferentes regibes produtoras.
Resultados encontrados em outros paises sao contraditorios; por exemplo, resultados
demonstram que algumas variedades cultivadas no Uruguai (TAULE et al., 2012)
também podem obter quantidades consideraveis de N atmosférico, mas para a cana-de-
acucar cultivada na Australia (BIGGS et al., 2002) e na Africa do Sul (HOEFSLOOT et

al., 2005), ndo foram encontradas evidéncias de FBN.
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi determinar a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) em variedades comerciais de cana-de-agucar, cultivadas em diferentes
regides produtoras do Nordeste do Brasil, e o efeito de doses crescentes de fertilizante
nitrogenado sobre a abundancia natural de *®N em cana cultivada no Semiarido, como

subsidio para estimar a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) na cultura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cana-de-acucar

A cana-de-agUcar (familia Poaceae, género Saccharum) foi introduzida no Brasil
por volta de 1500, trazida pelos portugueses. E uma graminea perene, que perfilha de
maneira abundante, apresentando colmos de formato cilindrico, folhas alternadas e
opostas aderidas ao colmo, sistema radicular de arquitetura variavel de acordo com a
idade da planta, e com o ciclo (corte) e inflorescéncia, que é indesejavel para o cultivo
comercial, entretanto, importante para o melhoramento genético da cultura
(FIGUEIREDO, 2010). E uma espécie capaz de crescer em ampla faixa de habitats e
altitudes, adaptando-se a diferentes ambientes.

O Brasil é 0 maior produtor mundial de cana-de-accar, sequido pela india, China,
Tailandia, Paquistio e México (MARQUES, 2009; AHMED et al., 2014). Sua
produtividade é regulada por diversos fatores de producao, dentre os quais se destacam:
planta (variedade), solo (propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas), clima (umidade,
temperatura, insolacdo), préaticas culturais (controle da erosdo, plantio, erradicacdo de
plantas invasoras, descompactacdo do solo), controle de pragas e doencas, colheita
(maturacéo, corte, carregamento e transporte), etc. (ORLANDO FILHO et al. 1994).
Porém, de acordo com Trivelin et al. (2002) esta cultura sofre algumas limitac6es que ndo
estdo relacionadas a radiacdo solar, a temperatura ou mesmo a agua, mas sim a
disponibilidade de quantidades adequada de nutrientes no solo, com destaque para o
nitrogénio.

Os principais derivados da cana-de-acUcar sdo o acgucar, que se subdivide em
cristal, mascavo e demerara entre outros, e etanol, sendo este anidro (misturado a
gasolina) ou hidratado (utilizado como combustivel comercial). Além disso, de acordo
com Ferreira et al. (2016) a biomassa também pode ser aproveitada e o bagaco representa
uma importante fonte de energia, que pode ser utilizada para geracdo de eletricidade,
producdo de vapor para as caldeiras e como matéria-prima para a segunda geracdo de

etanol produzido por hidrolise enzimatica.
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2.2 Fixacéo bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio é um nutriente fundamental para todos os seres vivos e pode ser tao
limitante quanto a &gua para o crescimento e a produtividade das plantas. Na natureza, o
principal repositério de nitrogénio é a atmosfera. Embora a maior parte (78%) da
composicdo da atmosfera terrestre seja representada pelo nitrogénio, existente na forma
do gas N2), esse imenso compartimento ndo esta disponivel para a maioria dos vegetais,
que dependem do N da matéria organica do solo ou da adicéo de fertilizantes nitrogenados
(SANTOS et al., 2008).

De acordo com Reis et al. (2006), a estabilidade do gas N2 é devida a presenca de
uma forte ligacdo triplice, que a maioria dos organismos animais e vegetais ndo
conseguem quebrar. Para que o N possa ser absorvido pelas plantas, é necessario que
esteja na forma idnica (NH4* ou NO3"). A fixagdo espontanea da-se através da acéo de
raios. A fixacdo industrial, na qual ocorre a queima de combustiveis fdsseis a
temperaturas muito elevadas (em torno de 300 a 400°C), que fornece a energia necessaria
para a reacao do hidrogénio com o nitrogénio atmosférico para formar aménia (processo
de Haber-Bosh), é utilizada diretamente na producdo de fertilizante nitrogenado
(KERBAUY, 2004). Na fixagdo bioldgica, a reacdo de reducdo do N2 a NH3 é realizada
por alguns organismos procariontes que possuem a enzima nitrogenase e sdo conhecidos
como fixadores de N2 ou diazotroficos. Eles podem ser de vida livre, estar associados a
espécies vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com as plantas (MOREIRA et al., 2010).

A FBN é muito estudada e difundida, sobretudo nas plantas leguminosas. De
acordo com Santos et al. (2008), as plantas dessa familia podem conseguir uma parte ou
a totalidade de sua nutri¢do nitrogenada diretamente do ar, devido as suas associacdes de
simbiose com bactérias especificas (genericamente denominadas de rizobios). Essas
bactérias invadem os pelos radiculares formando nddulos, que sdo estruturas
especializadas para o processo biolégico, formadas nas raizes das leguminosas, onde o
nitrogénio livre do ar é convertido em nitrogénio para assimilacdo ou estocagem pela
planta. Apds a formagdo dos nodulos nas raizes, a bactéria passa a fixar o nitrogénio
atmosférico em compostos organicos que sdo utilizados pelas plantas o que
potencialmente pode suprir parte da demanda de N, minimizando e/ou diminuindo o uso
de fertilizantes nitrogenados industrializados (POLIDORO et al., 2001; HUNGRIA et al.
2007; MENDES et al., 2010).
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Uma pratica bastante utilizada para aumentar a eficiéncia da FBN em plantas é a
inoculacdo de bactérias diazotréficas para que sejam alcangadas maiores produtividades.
Dessa forma, diminui-se bastante a quantidade de fertilizante mineral aplicado e
consequentemente, o produtor economiza. De acordo com Mendes et al. (2010), a
inoculacdo € um processo no qual bactérias fixadoras de nitrogénio séo adicionadas a
semente antes da semeadura e é realizada com o inoculante que é um produto que contém
micro-organismo com acéo benéfica para o desenvolvimento das plantas.

Ainda que as maiores contribuicGes da FBN tenham sido detectadas em oceanos
e plantas leguminosas, algumas plantas da familia Poaceae (antiga familia Gramineae)
tém mostrado potenciais bastante significativos de FBN. No caso especifico da cultura da
cana-de-acucar no Brasil, esses ganhos sdo bastante expressivos, podendo gerar uma
economia potencial de cerca de 200 milhdes de reais por ano, se for considerado que o
processo de FBN pode contribuir com cerca de 65% do N acumulado pela cultura (REIS
et al., 2006).

2.3 Adubacdo nitrogenada e fixacgdo bioldgica de nitrogénio na cana-de-agUcar

Devido a importancia econdémica da agroindustria sucroalcooleira e a extensao da
area plantada com cana-de-agUcar no pais, tem havido interesse pela investigacdo de
fatores que permitam alcancar a méxima eficiéncia de utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados pela cultura em diferentes condicdes, aliando-se produtividade a reducao
nas perdas de nitrogénio do solo por volatilizacdo de amdnia, lixiviacdo de nitrato ou
desnitrificacdo (BENDASSOLLI; TRIVELIN; IGNOTO, 2002)

O nitrogénio é importante na nutri¢do e fisiologia da cana-de-agUcar, pois, dentre
outras funcdes, é constituinte das proteinas e dos acidos nucleicos (MALAVOLTA etal.,
1989).

Os fertilizantes nitrogenados aplicados ao solo sofrem uma série de
transformacdes quimicas e microbianas, que podem resultar em perdas para os vegetais.
Nesse contexto, considerando o custo dos adubos nitrogenados, € fundamental o
desenvolvimento de manejos adequados da adubagdo nitrogenada que visem ao melhor
aproveitamento do N pela cultura (FRANCO et al., 2008).

Quanto a resposta da cana ao nitrogénio, muitos trabalhos concluem que a cana-
planta ndo responde a este nutriente. Em cana-planta tém sido verificadas baixas respostas

a adubagdo nitrogenada, diferente do que acontece em cana-soca, na qual as respostas a
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adubacdo nitrogenada sdo mais frequentes com percentual acima de 90% (OLIVEIRA et
al. 2007). Alguns fatores tém sido listados para explicar as baixas respostas da cultura ao
nitrogénio aplicado no plantio, entre os quais a mineralizacdo da matéria organica do solo
e dos restos culturais da prépria cana e as perdas de nitrogénio do adubo por lixiviagdo
(CANTARELLA et al., 2007). A baixa resposta também tém sido atribuida as perdas de
N no plantio, & alta imobilizagdo do N no solo e ao maior vigor do sistema radicular
comparado com os das socarias (COURTAILLAC et al., 1998, TRIVELIN et al., 2000).

Franco et al. (2011) ndo observaram respostas a adubagdo nitrogenada na
producdo de biomassa da variedade SP81-3250 (cana-planta) em Pirassununga, SP com
doses que variaram de 40 até 120 t ha* de N. Porém, com a mesma variedade no ciclo de
cana-soca, em Jaboticabal, SP, foi observado aumento de biomassa até a dose de 80 kg
ha! de N.

Alguns estudos de adubacéo nitrogenada em cana-de-agucar demonstram que essa
cultura responde com maior produgdo de colmos e rendimento de aglcar e que essa
adubacdo, associada a incorporacdo de residuos culturais ao solo, faz com que a planta
utilize maior quantidade total de N (TRIVELIN et al., 2002), principalmente a partir da
segunda soca, quando a fertilizacdo propicia, possivelmente, a recomposicao do vigor da
soqueira (VITTI et al., 2007).

Apos a revolucdo verde, grandes aumentos na producao agricola foram permitidos
pelo desenvolvimento de gendtipos de plantas altamente responsivos aos adubos
quimicos. O nitrogénio é o principal fator limitante da produtividade das culturas e, com
os precos de fertilizantes quimicos mais acessiveis, quantidades cada vez maiores de
fertilizantes tém sido utilizados nas Gltimas décadas. Mas fertilizantes nitrogenados séo
caros e ecologicamente inseguros, o que levou a busca de alternativas. Entre elas, 0 uso
da fixacdo bioldgica de nitrogénio (GOVINDARAJAN et al., 2006).

As pesquisas sobre FBN em gramineas no Brasil foram iniciadas por Johanna
Ddobereiner, quando ela ingressou durante a década de 1950 na equipe de pesquisa do
Centro Nacional de Ensino e Pesquisa Agricola do Ministério da Agricultura (BALDANI;
BALDANI, 2005). Os primeiros estudos foram sobre a ocorréncia de Azotobacter em
solos 4cidos na “Baixada Fluminense” e estes trabalhos ganharam mais visibilidade com
a descoberta de novas bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a rizosfera de algumas
gramineas: Beijerinckia fluminensis, em cana-de-agUcar, e Azotobacter Paspali, em
Paspalum notatum cv. Batatais. Apesar disso, a pesquisa sobre fixadores de N2

(diazotréficos) associativos no Brasil s6 foi intensificada a partir da descoberta de novas



21

especies de Azospirillum (Débereiner, 1978), que coincidiu com a chamada “crise do
petroleo”, despertando o interesse por alternativas bioldgicas aos fertilizantes utilizados
na agricultura.

A FBN na cana-de-acUcar ja foi comprovada por estudos envolvendo diferentes
técnicas utilizando o isdtopo *°N e revela um quadro promissor (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Reis et al. (2006) afirmaram estudos baseados no balanco do N comprovaram a
contribuicéo de diferentes espécies de bactérias diazotréficas (destacando-se Azospirillum
spp., Herbaspirillum spp., Gluconacetobacter diazotrophicus e Burkholderia spp.) em
culturas como arroz, milho, sorgo, trigo e cana-de-agucar, entre outras (BALDANI;
BALDANI, 2005; BALDANI et al., 2009; MONTANEZ et al., 2012). Estes micro-
organismos proporcionam potencial favoravel na associagdo com as gramineas,
utilizando-se em ensaios de laboratorio (inoculagéo, testes in vitro), casa de vegetagdo e
em campo com diferentes espécies de plantas para avaliacdo da atuacdo da interacdo
planta-bactéria (FARIAS et al., 2012). Entretanto, a forma como ocorre a transferéncia
do N fixado para as gramineas ainda ndo foi determinada. Soma-se a isso a inexisténcia
de uma estrutura especializada semelhante aos ndédulos, dificultando o estudo dessas
associacOes e a determinacdo da real contribui¢cdo de cada mecanismo na melhoria da
nutri¢do das plantas.

Alguns trabalhos tém demonstrado a eficiéncia da FBN na cultura da cana-de-
acucar. Um exemplo disso foi o trabalho de Oliveira et al. (2003) com duas variedades de
cana s (SP70-1143 e SP81-3250) inoculada, nas quais foi observado que, apos 17 meses
de crescimento no campo, a produtividade e a contribui¢cdo da FBN foram influenciadas
pelo gendtipo da planta e tipo de solo e a maior contribuicdo da FBN foi observada em
solos pobres, para ambas as variedades. Uma possivel explicacdo para as diferencas
varietais, segundo Reis Junior et al. (2000), seria o fato de que as variedades
apresentariam caracteristicas distintas em relacdo a populacdo de bactéerias endofiticas.
Schultz et al. (2014), estudando a resposta de duas variedades de cana-de-agucar
(RB72454 e RB867515) a inoculagdo com cinco bactérias diazotréficas promotoras de
crescimento, nos ciclos de cana-planta e soca, verificaram que a variedade RB86-7515
foi responsiva tanto & adubagdo nitrogenada quanto a inoculacéo das estirpes bacterianas
na segunda soqueira, ao passo que a variedade RB72454 n&o foi influenciada pela
inoculacéo.

Além da fixacdo de N, a cana-de-agUcar pode obter outros beneficios com a

interacdo com bactérias diazotroficas como o crescimento radicular, melhorando a
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absorcéo da dgua e nutrientes do solo. A interacdo cana-de-agucar/bactéria diazotrofica é
importante porque permite a cana absorver o nitrogénio da atmosfera (FBN). Esta fixacéo
resulta em economia significativa na utilizacdo do fertilizante nitrogenado, representando
ganhos financeiros e ambientais com a diminuicdo dos impactos da producdo de

fertilizante nitrogenado, um processo que demanda alto consumo de combustiveis fosseis.

2.4 Quantificacdo da FBN em cana-de-agUcar

Algumas técnicas sao utilizadas para quantificar a FBN na cana-de-agUcar, dentre
as quais as mais empregadas sdo o balango de N, a reducdo do acetileno e as técnicas

isotdpicas empregando °N (diluicéo isotdpica e abundancia natural de °N).

2.4.1 Balango de N
A técnica do balango de N total no sistema solo-planta consiste em quantificar o

N-total contido no perfil do solo, até a profundidade de influéncia das raizes das plantas
no inicio e no final do experimento, contabilizando-se também o N-total acumulado e
exportado do campo pelas plantas na colheita a cada ano (URQUIAGA et al., 2003). Para
isso, é necessario estimar o N total no solo, semente e outros insumos, como adubos,
desde o inicio do crescimento até a colheita e novamente, ao final, quantificar o N total
na planta e no solo (REIS et al., 2006). Diminuindo-se o valor inicial do final, tem-se o
balanco de N. Entretanto, além da baixa sensibilidade (REIS et al., 2006), as medidas da
fixacdo do N2 podem ser subestimadas devido as perdas de N do sistema através da
volatilizacdo de amonia, desnitrificacdo, lixiviacdo, ou confundidos por outros insumos
externos de N gue ndo sejam relacionados a fixacdo do N (por exemplo, N dissolvido em
precipitacdo, em poeira, ou gases) (PEOPLES et al., 1989; BODDEY et al., 1995;
HERRIDGE et al.; 2008). Tal fato faz com que as estimativas de perdas por estes
processos ndo sejam incluidas no balanco total de N2 (UNKOVICH et al., 2008).

Esta técnica tem sido aplicada em cana-de-agUcar para quantificar a FBN por
longos periodos. Xavier (2006) estudou a FBN em 10 variedades de cana-de-agucar por
15 anos utilizando o balango de nitrogénio no solo em profundidade e verificou que das
10, quatro variedades (SP 70-1143, SP 79-2312, SP 71-6163 e Krakatau) obtiveram
contribuicdo da FBN de 424,5 kg de N hal, em média.

De acordo com Unkovich et al. (2008), esta técnica tem a vantagem de ser de
simples aplicacgdo e de baixo custo e o fato de permitir a mensuragéo de cultivos de cana

onde ndo existe nenhum dado de contribui¢do da FBN. Entretanto, o balango de N é uma



23

técnica por vezes dispendiosa, pelo fato de que necessita de longos periodos de avaliacéo

para que sejam obtida estimativas da fixacdo de No.

2.4.2 Atividade de reducéo do acetileno (ARA)

Os primeiros esforcos para medir a contribuicdo da FBN utilizaram um inibidor
competitivo da enzima nitrogenase, que uma vez na atmosfera, era reduzido
preferencialmente: o acetileno (REIS et al., 2006). Nesse método, substitui-se parte da
atmosfera por acetileno, que é reduzido a etileno e medido em um cromatografo a gas. O
principio dessa metodologia € quantificar o etileno formado durante a incubacdo de
amostras de solo ou de raizes noduladas ou ndo, com acetileno dentro de recipientes
hermeticamente fechados a temperaturas entre 20 e 30°C (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006). De acordo com Boddey et al. (2007), esta técnica possui vantagens como uso de
materiais simples e ndo muito dispendiosos, a analise rapida, o que permite muitas
determinaces por dia e alta sensibilidade para a analise da nitrogenase. Porém, de acordo
com Unkovich et al. (2008), possui a limitacdo de mensurar a atividade da nitrogenase

apenas até o ensaio.

2.4.3 Técnicas isotopicas para mensuracao da FBN na cana-de-agUcar

Embora todos os métodos tenham suas limitagcdes e fontes de erro, as técnicas
isotopicas comprovadamente representam as melhores metodologias disponiveis
atualmente para estimar a FBN, por apresentarem maior confiabilidade nos resultados.
Duas técnicas bastante utilizadas séo a de diluicdo isotdpica e a da abundancia natural do
15N.

As técnicas isotdpicas partem do principio de que qualquer material existente na
natureza que possua nitrogénio em sua constituicdo apresenta uma proporc¢édo de 0,366%
de atomos de °N em relagdo ao total de N, que em sua maioria (99,6337%) é composto
do is6topo N (ALVES et al., 2005). Assim, se uma planta cresce utilizando N de duas
fontes (exemplo: solo e fertilizante), e uma delas for artificialmente enriquecida com N,
é possivel determinar a contribuicdo de cada uma para a nutricdo da planta. De acordo
com Boddey et al. (1995), as técnicas isotopicas apresentam capacidade de discriminar e
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quantificar diretamente a fonte de N utilizada pela planta além de serem as que melhor se
aplicam para a estimativa da FBN em culturas ndo leguminosas.

Ambas as metodologias necessitam de plantas de referéncia que, de acordo com
Xavier (2006), sdo plantas de crescimento e comportamento geral semelhante a espécie
objeto do estudo, se possivel de mesma familia e ndo fixadora, que possibilite uma
amostragem do enriquecimento do °N disponivel no solo. Na escolha dessa planta de
referéncia algumas consideracOes devem ser levadas em conta: possuir um crescimento
semelhante ao da planta-teste e ter um sistema radicular que explore as mesmas camadas
de solo (REIS et al., 2006).

A selecdo da planta de referéncia é um passo importante na exatiddo das
mensuracOes da FBN em cana-de-agUcar, devido ao fato de que existem muitas variagdes
da espécie escolhida para pesquisas e a possibilidade de os resultados serem
subestimados, ocasionado pela dificuldade de identificar espécie com o mesmo
comportamento da cana-de-agUcar sem que sejam potenciais fixadoras. De acordo com
Alves & Zotarelli (2005), uma planta de referéncia ideal seria aquela em que a Unica
diferenca da planta teste fosse a incapacidade de obter contribuicdes da FBN.

Uma ocorréncia que tém limitado a utilizacdo das técnicas isotdpicas € o fato de
que tém um alto custo, pois necessitam de um espectrdbmetro de massa, que é um
equipamento caro e pouco disponivel nas instituicdes de pesquisa em paises em
desenvolvimento como o Brasil. A utilizacdo deste equipamento oferece alta precisdo e a

capacidade de medicio de diferencas muito pequenas na concentragéo de °N.

2.4.4 Diluic&o Isotdpica

A técnica da diluicdo isotOpica € vista como uma das mais confidveis, uma vez
que, se cuidadosamente utilizada, permite estimar a propor¢édo do N da planta que foi
obtido via FBN durante todo o ciclo da cultura (VIERA-VARGAS et al., 1995). E baseada
na alteracdo da proporcdo natural entre os isétopos °N e 4N, acrescentando-se ao
substrato das plantas a serem testadas adubos nitrogenados artificialmente enriquecidos
(porporcéo de atomos de N > 0,3663 %) em proporgdo conhecida, ou seja, adubos
marcados (XAVIER, 2006)

Para aplicar esta técnica no campo considera-se como condicao bésica que tanto
a planta alvo quanto a planta de referéncia sejam cultivadas no mesmo solo marcado com

5N e sob condicdes de manejo similares, pois a técnica pressupde que o enriquecimento
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de N do N disponivel no solo para a planta testemunha é igual ao N extraido do solo
pela planta alvo desde o inicio do crescimento (URQUIAGA et al. 1992), ou seja: as
plantas alvo e as de referéncia necessitam apresentar condi¢des semelhantes de
crescimento e ter um sistema radicular que explore as mesmas camadas de solo. Se as
plantas alvo apresentarem absorcdo diferencial do N ao longo do tempo e espago
explorado pelas raizes, terdo marcagdo diferente, introduzindo assim um erro na
estimativa da contribuicdo da FBN (REIS et al., 2006).

A uniformidade da marcacgdo de *°N do N disponivel do solo para as plantas ¢ um
dos pressupostos para a utilizagdo da técnica de diluicdo isotopica de N para
quantificacdo da FBN, desde que as plantas testemunhas tenham enraizamento e marcha
de absorgéo de N no solo similares aos da planta em avaliagdo (UNKOVICH et al., 2008).
Sugestdes apresentadas por Baldani et al. (2009) para contornar o problema de variagédo
do enriquecimento do ®N do N disponivel do solo ao longo do tempo com diferentes
estratégias de marcacao do solo entre elas a aplicacdo fracionada do fertilizante e uso de
vasos ou tanques de concreto preenchidos com solo marcado, com dimensdes que
representam bem o crescimento normal das plantas em campo. Esta estratégia tem um
alto custo, porém permite que as quantificacbes de FBN sejam mais exatas. No Brasil,
Urquiaga et al. (1992) quantificaram a contribuicdo da FBN em diferentes variedades de
cana utilizando esta técnica em plantas cultivadas em vasos de concreto preenchidos com
solo uniformemente marcado com N e verificaram que as variedades de cana obtiveram
menor enriquecimento de °N, porém com maior quantidade de N acumulado.

Esta técnica tem demonstrado contribui¢es significativas da FBN em plantas ndo
leguminosas, como milho no Uruguai, evidenciando contribuigdes significativas de FBN
nesta cultura (MONTANEZ et al., 2009). Taulé et al. (2011) estudando a contribuicio da
FBN em cana-de-acucar pela técnica da diluicdo isotépica, também no Uruguai,
observaram que algumas variedades apresentaram entradas significantes de N por meio
da FBN (34,8 a 58,8% de nitrogénio derivado da fixacdo atmosférica - Ndfa).

Esta técnica demanda um investimento consideravelmente elevado com o
fertilizante marcado e necessita da condicdo de uniformidade, ou seja que as condic¢des
de enriquecimento do °N sejam semelhantes até a profundidade onde as raizes extraem

0 N para sua nutricao.
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2.4.5 Abundancia Natural do *°N

Esta técnica é baseada na diferenca da abundancia natural de °N entre as plantas
fixadoras e as plantas que obtém N somente do solo, consideradas como plantas de
referéncia (ndo-fixadoras) (VALLES-DE LA MORA et al. 2003) . A diferenca entre a
diluicdo isotopica e a abundancia natural do *°N é que na abundéncia natural a marcagio
do solo acontece naturalmente, diferente da dilui¢do isotdpica em que € necessario que se
utilize solo com o nitrogénio marcado, ou seja ndo é baseada no enriquecimento, mas sim
no valor natural do **N na planta e no solo (VALLES-DE LA MORA et al. 2003).

Esta técnica apresenta algumas vantagens: ndo ha necessidade de adicdo de N
marcado, evitando os problemas de inibicdo da fixacdo de N e de estabilidade da
marcacdo ao longo do tempo (SHEARER & KOHL et al., 1986), ndo necessita de
perturbacdes no ambiente, ou seja: nada precisa ser acrescentado ou destruido, é utilizado
o ambiente natural (HOGBERG, 1997).

No entanto, um problema relacionado aos estudos com a técnica de abundéncia
natural de N para a cana-de-agticar tem sido a falta de uma variedade de cana adequada
ou uma planta nao fixadora a ser considerada como testemunha de porte equivalente (por
exemplo, capim-elefante, Pennisetum purpureum), para servir como uma nao fixadora de
15N ou planta de referéncia (BAPTISTA et al., 2014). E importante selecionar uma planta
controle que explore um volume de solo e absorva nutrientes num padrdo de tempo
semelhante ao da planta alvo (espécie fixadora), ou seja, € importante que as plantas
controle e alvo tenham fenologias e habitos de crescimento semelhantes (FREITAS et al.
2010)

Em um levantamento da FBN em cana-de-acUcar realizado em areas do nordeste
e sudeste brasileiro, Polidoro et al., (2001) observaram que o uso da técnica de abundancia
natural de N (8°N) foi sensivel e mostrou-se adequada para a quantificacdo da
contribuicdo da FBN, e possivelmente em outros cultivos agricolas cuja lavoura nédo
receba aplicagdo de elevadas doses de fertilizante nitrogenado. As proporgdes de N
fixadas variaram entre 0 e 60%, com média de 32%. Um destaque relevante nesse trabalho
foi que os autores encontraram fixacdo de N ndo apenas em cana-planta mas também nas
socarias sendo as variedades RB 72454 e SP 801842 as que apresentaram maior potencial
para FBN nos cultivos amostrados.

Yoneyama et al. (1997) estudaram a contribuicdo da FBN para a cana-de-agucar

utilizando a técnica da abundancia natural no Brasil, Filipinas e Japdo com amostras
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foliares comparadas as plantas-referéncia adjacentes a cana. Eles constataram que em
muitos locais, especialmente no Brasil, as plantas de referéncia mostraram niveis de
abundancia de N mais elevados que as folhas de cana, sugerindo que ocorreram
contribuicdes da FBN. Nas Filipinas e no Japdo, embora tenham sido aplicados
fertilizantes quimicos incluindo N, ocorreram significativas contribuicBes de fixacdo de
No.

Urquiaga et al. (2012) verificaram a contribuicdo da FBN para nove variedades de
cana-de-agucar utilizando o balango de N e a técnica de abundéncia natural de *°N em
experimentos de campo em Seropédica, RJ. Mostraram um balanco positivo de N (acima
de 60 kg N ha ano?), observaram que os valores de °N das amostras de folha de cana-
de-acucar foram menores do que o das plantas de referéncias, e que houve uma
contribuicdo de N derivado da FBN variando de 29 a 68% nas variedades comerciais.

Em contrapartida, Biggs et al. (2002), estudando a abundancia natural do °N em
12 locais de plantios comerciais e um ensaio de campo na Australia, observaram que nos
canaviais comerciais australianos a fixagdo de N2 ndo é uma fonte importante de N. No
ensaio de campo, no qual a cana foi comparada com plantas-referéncia (gramineas e
leguminosas) o 8*°N foi positivo, semelhante ou maior que as gramineas e leguminosas
(ou seja: o valor do ®N nas plantas referéncia foi menor, o que indica que ndo ocorreu a
contribuicdo da FBN na cana australiana). Na Africa do Sul, Hoefsloot et al. (2005)
verificando a FBN em plantas de cana inoculadas com bactérias endofiticas também néo
encontraram nenhuma evidéncia de contribuicbes da FBN das variedades de cana
estudadas.

Coelho et al. (2003) realizaram um estudo para identificar genétipos de cana-de-
acucar (comerciais e silvestres) com potencial de receber contribui¢do da FBN através da
técnica de abundancia natural do °N e concluiram que o processo de FBN contribuiu de
forma significativa para a nutri¢do nitrogenada das plantas de cana-de-agucar, permitindo
produtividades elevadas de forma sustentavel, mesmo quando a lavoura foi cultivada em
solos de baixa disponibilidade de N para as plantas.

De acordo com Xavier (2006), estudos auxiliares em profundidade sdo necessarios
para se ter maior seguranca nas estimativas de FBN pelo fato de que por essa técnica
isotdpica, diferencas na abundancia natural do N em profundidade podem refletir em
diferengas entre as plantas de cana-de-agUcar e referéncias, sem que a FBN esteja, de fato,

contribuindo para o sistema, bastando para isso que as plantas de referéncia empregadas
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no estudo utilizem N das camadas do solo em proporcées diferentes daquelas para cana-

de-agUcar.

A abundancia natural do *°N é uma técnica promissora em relacéo a quantificagio
da FBN em gramineas pelo fato de a coleta ser relativamente facil, ndo necessitar de
grande esfor¢o e méo-de-obra e também por ndo se fazer uso de fertilizante marcado, o
que diminui o trabalho e o custo. Porém, a auséncia de equipamentos de espectrometro
de massa disponiveis para determinar a abundancia natural de N das amostras para

analise traz uma certa dificuldade de se realizar trabalhos utilizando esta técnica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descrigéo das areas de estudo

Os estudos foram realizados em Pernambuco, Alagoas e Bahia (Figura 1), em
quatro regides produtoras de cana-de-agUcar, com caracteristicas edafocliméticas
distintas (Tabela 1). Em Pernambuco, foram realizadas amostragens em plantios
localizados na Estacdo Experimental de Cana-de-Acgucar do Carpina, EECAC (municipio
de Carpina, Zona da Mata Setentrional) e na Usina Trapiche (municipio de Sirinhaém,
Zona da Mata Meridional). Em Alagoas, foram amostrados plantios na Usina Serra
Grande (municipio de Sdo José da Laje, regido de transicdo Zona da Mata/Agreste). Na
Bahia, foram amostrados plantios de cana-de-agUcar pertencentes a Agroindustria do
Vale do Sédo Francisco (Usina Agrovale), localizados no municipio de Juazeiro (no Vale
Sao-Franciscano, Sertdo). Na Usina Agrovale também foi realizado um experimento com
0 objetivo de avaliar a fixacdo bioldgica de nitrogénio em plantios de cana-de-aclcar

submetidos a doses crescentes de nitrogénio tendo como fonte nitrato de amonio.



Figura 1- Localizacdo das unidades canavieiras onde foram realizadas as coletas
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Tabela 1- Caracteristicas edafoclimaticas dos locais onde foram realizados os estudos

Localizacdo Solo e relevo Clima (Kdppen) Precipitacdo
média anual (mm)
EECAC/Carpina-PE Argissolo. Ams, tropical 1.082
7°51° 13 S Relevo suave  chuvoso de mongao,
35014 10" W ondulado com verao seco.
180 m de altitude Temperatura média
anual 24 °C
Usina Trapiche/Sirinhaém-PE Argissolo e As Tropical 2.445
8°35°27 S, Latossolo chuvoso com verao
35°06° 58 W Relevo forte seco Temperatura
48 m de altitude ondulado média anual 26 °C
Usina Serra Grande/Séo José  Argissolo As, tropical com 1.305
da Laje-AL vermelho- chuvas de outono-
9°00°36” S amarelo e inverno. Estacdo
36°03°28 W Latossolo seca bem definida
256 m de altitude vermelho Temperatura média
distofico; anual 26 °C
Relevo  suave
ondulado.
Agrovale/Juazeiro-BA Vertissolo BSh’, Semiarido 399
9°28’07”S Relevo plano quente, com (irrigado)
40°22° 43" W escassez de chuvas;
395 m de altitude e temperaturas

médias de 24 °C

3.2 Amostragem em plantios comerciais de cana-de-acucar
Em cada local, foram coletadas diferentes variedades de cana-de-agucar
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prioritariamente as mais utilizadas nos plantios comerciais, incluindo cana planta e socas,
em diferentes talhdes nos plantios comerciais das unidades canavieiras estudadas. Na
escolha de variedades em cada talhdo, foram coletadas, de maneira aleatdria, amostras
compostas de folhas indice (+3) de cinco plantas de cana-de-agucar. De acordo com cuja
a concentracdo de >N corresponde a da planta inteira (BODDEY et al. (2001). As plantas
foram coletadas com cerca de 10 meses quando atingem o maximo do perfilhamento e
competicdo, chegando ao estande final (RODRIGUES, 1995) sempre procurou-se coletar
variedades comuns entre as areas na propria unidade canavieira e entre aos demais locais
de coleta.

Em todos os sistemas estudados, também foram amostradas folhas de plantas

espontaneas, crescendo entre as linhas de cana ou em areas adjacentes aos canaviais, para
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estimar o sinal de N do N do solo disponivel para as plantas. Estas plantas foram
identificadas ao nivel de espécie pelo Herbario do IPA (Instituto Agrondmico de

Pernambuco).

3.3 Histdrico de cultivo, manejo e plantas amostradas nas areas de estudo

3.3.1 Estacao experimental de cana-de-agucar do Carpina
A Estacdo Experimental de cana-de-acucar do Carpina foi criada pelo governo

federal através do IAA (Instituto do Actcar e Alcool) na década de 60 e esta localizada
na Zona da Mata Setentrional de Pernambuco, distante 60 km do Recife. Com a extin¢ao
do Planalsucar (Plano Nacional de Melhoramento de Cana-de-Acgucar) em 1990, a
Estacdo passou a ser administrada pela Universidade Federal Rural de Pernambuco. O
plantio de cana-de-acUcar foi iniciado h4 mais de 50 anos na estagdo. As coletas foram
realizadas em cinco pontos que apresentam relevo plano. As variedades de cana-de-
acucar e as plantas referéncias coletadas na EECAC estéo listadas na tabela 2.

Tabela 2 - Variedades de cana-de-agUcar (no ciclo de primeira soca), plantas referéncia e

produtividade agricola durante a safra 2014/2015 na Estacdo Experimental de cana-de-agucar do
Carpina (EECAC), Carpina-PE

Variedade Plantas referéncia Produtividade
agricola (TCH)
ton ha'*
RB863129 60
RB 867515 Richardia grandiflora 60
RB 92579 Scolparia dulcis 80
RB 962962 Conyza sumatrensis 70
RB 931011* 50

**Cana-soca coletada aos 8 meses de idade

O plantio é prioritariamente de sequeiro (figura 2), porém, aplica-se irrigacao de
salvacdo com trés laminas de 21 mm. Apds o corte, 0 solo da area é umedecido (se estiver
muito seco), para facilitar a rebrota. A produtividade agricola média relacionada a safra

na qual foram realizadas as coletas esta na tabela 3.
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Figura 2 - Precipitagéo pluvial na EECAC durante a safra em que foram realizadas as coletas
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3.3.2 Usina Trapiche, Sirinhaém-Pernambuco

A Usina Trapiche esta localizada na Zona da Mata Meridional de Pernambuco,
no Municipio de Sirinhaém, a 75 km do Recife. Esta unidade canavieira foi fundada em
1887 no antigo Engenho Trapiche. A coleta foi realizada em duas areas pertencentes ao
Engenho Roséario, com relevo predominantemente forte-ondulado tendo o plantio da
cana-de-acucar nestes locais iniciado h4 mais de 50 anos. As variedades e as plantas de
referéncia amostradas na Usina Trapiche estdo demonstradas na tabela 4. O regime
hidrico é de sequeiro sendo a precipitacao pluvial média em mm da safra esta apresentada
na figura 3. A produtividade agricola média nas areas coletadas na safra 2015/2016 foi de
59,3 toneladas de cana por ha (tabela 3).



Tabela 3 - Variedades de cana-de-agucar no ciclo de primeira soca, plantas referéncia e
produtividade agricola da Usina Trapiche

Variedade Plantas referéncia Produtividade
agricola (TCH)
ton hat
) SP81-3250 Gitirana (Ipomea glabra L.) 58,9
Area 1 RB867515 Tramoién 65,0
SP93-3094 Araca (Psidium cattleianum) 55,8
SP78-4764 Rabo de raposa (Coniza 64,9
sumatrensis)
SP81-3250 Mel&o de S. Caetano (Mormodica 58,2
charantia)
Area 2 RB867515 Alfazema de caboclo (Hyptis 429
recurvata)
SP93-3094 Rabo de raposa (Coniza 63,4
sumatrensis)
SP78-4764 Braquiaria (Braquiaria spp) 65,0

Cyanthillium cinereum

Figura 3 - Precipitacdo média durante o periodo de cultivo em que foram realizadas as
coletam em campo na Usina Trapiche. Fonte: APAC
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3.3.3 Usina Serra Grande, Sdo José da Laje-Alagoas

A Usina Serra Grande esta localizada na regido de transi¢éo entre a Zona da Mata
e 0 Agreste dos Estados de Pernambuco e Alagoas. E uma usina centenaria (uma das mais
antigas de Alagoas) situada no municipio de Sao José da Laje (a 108 km da capital,
Maceid). As variedades de cana e as espécies referéncia amostradas nesta usina, em areas

com historico de plantio de mais de 50 anos, estdo mostradas na tabela 4.

Tabela 4 - Amostragens de variedades de cana-de-agUcar e plantas referéncia na Usina Serra
Grande, S&o José da Laje, AL

Variedade Ciclo Produtividade
agricola A
(TCH) Plantas referéncia
ton hat
RB 962962 Planta 29,30
RB863129 Planta 62,50 Mentrasto (Ageratum conyzoides L.)
Areal SP78-4764 Planta 50,11 Mao de sapo (Dactyloctenium
aegyptium)
RB 962962 1% soca 53,89 Braquiaria (Brachiaria spp.)
RB863129 12 soca 96,60
SP78-4764 12 soca 68,80
RB 962962 Planta 34,43 Meldo de Sdo Caetano
RB863129 Planta 69,81 (Momordica charantia)
) SP78-4764 Planta 56,60 Caruru (Amarantus viridis L.)
Area 2 RB 962962 1% soca 50,00 Mentrasto (Ageratum conyzoides L.)
RB863129 12 soca 87,3 Mela bode (Herissantia tiubae)

SP78-4764 1% soca 55,15 Serralha (Sonchus oleraceus)
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Antes do plantio foi realizada uma analise de solo para verificar as necessidades
de correcéo de calcério. Para a cana-planta (as deste estudo foram as do plantio de verao,
ciclo de 12 meses) foram utilizados 500 kg ha da formula 12-20-18. Foi realizada uma
adubacdo fosfatada de fundacdo (super simples). Para controle de plantas invasoras foi
aplicado um herbicida de pré-emergéncia (de cinco a oito dias apds o plantio) sendo a
densidade de plantio de 10 gemas por metro linear de cana.

O relevo predominante dessas areas é suave-ondulado, com regime hidrico de
sequeiro (sendo a irrigacdo utilizada apenas no plantio para garantia de brotacdo das
gemas, com lamina de 30 mm). A precipitacdo média na Usina Serra Grande durante o
cultivo das variedades coletadas esté na figura 4.

Para a cana-soca (as coletadas no presente trabalho foram as do plantio de inverno,
14 meses) apds o corte foi realizada uma capina do terreno, seguida da aplicacdo de
herbicida de pré-emergéncia trinta dias ap0s a brotacdo das plantas, foi realizada a
adubacdo de cobertura na socaria, utilizando 450 kg ha* da formula 14-07-21. A
produtividade agricola média na safra 2015/2016 (referente ao periodo que foi realizada

a coleta) esta na tabela 7.

Figura 4 - Precipitacdo média durante o periodo de cultivo o qual foram realizadas as coletam
em campo na Serra Grande. Fonte: Usina Serra Grande
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3.3.4 Usina Agrovale, Juazeiro-Bahia

A Agroindistria do Vale do Sado Francisco (Agrovale) estd localizada no
municipio de Juazeiro, ao norte do Estado da Bahia, distante 502 km de Salvador, na
regido submeédia da bacia do rio Sao Francisco. Foi fundada em 1972, tendo a primeira
safra em 1980, sendo a pioneira na producgéo de alcool e aglicar no Semiarido nordestino.
O relevo predominante nas areas da usina € plano, o regime hidrico desta unidade é
irrigado por gravidade no sulco de irrigacdo. A época de safra inicia-se em meados de
abril/maio e termina em novembro. A produtividade média da usina na safra em que
foram realizadas as coletas foi de 101,55 t ha™l. Na tabela 5, estdo listadas as variedades
de cana e as plantas de referéncia coletadas no plantio comercial da referida unidade.

Tabela 5 - Amostragens de variedades de cana-de-agucar e plantas referéncia na Usina
Agrovale, Juazeiro-Bahia

Variedade Ciclo Plantas referéncia
VAT90-212 Planta
VAT90-212 12 soca

RB92-579 2% soca Chloris barbata
RB86-7515 2% soca Maéo de sapo (Dactilotenium. aegyptium)

(L.) Pers.

RB96-1003 Planta Azeitona (Syzygium cumini)
RB96-1003 1% soca

RB96-1003 1% soca

(vinhaca)

Clone RBUFAL-1 Planta
Clone RBUFAL-1 12 soca

Na tabela 6 estdo demonstradas resumidamente informagdes sobre as datas dos

plantios, fonte de adubacdo nitrogenada e datas das coletas.



Tabela 6 - Resumo Informagdes dos plantios comerciais das areas de estudo
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Unidade Classe de solo Variedade Ciclo Data do Plantio  Adubaco nitrogenada Fonte de N Data da Gltima Data da coleta
/altimo corte (kg N ha't) utilizada adubacdo antes
da coleta
EECAC RB86-3129
RB86-7515
Argissolo amarelo RB92-579 12 soca Dezembro 2013 70 kg hat Ureia Dezembro/2014 10/12/2014
RB96-2962
RB93-1011
Trapiche SP81-3250
Argissolo e RB86-7515 Fevereiro 2015 80 kg hat Sulfato de Marg¢o/2015 19/11/2015
Latossolo 12 soca
SP93-3094 amonio
SP78-4764
Serra Grande Argissolo e RB 96-2962 Planta
Latossolo RB86-3129 Planta Dezembro 2014 60 kg ha* Sulfato de Dezembro/2014
SP78-4764 Planta amonio 02/09/2015 e
RB 96-2962 12 soca 03/09/2015
RB86-3129 12 soca 63 kg hat Agosto/2014
SP78-4764 1% soca
VAT 90-212 Planta
VAT 90-212 1% soca
RB92-579 2%soca
Agrovale Vertissolo RB86-7515 2% soca Nitrato de 25/04/2016
RB96-1003 Planta Julho 2014 143 kg ha'* amdnio Né&o fornecido
RB96-1003 1% soca
RB96-1003 1% soca +
vinhaca
RB01-2046 Planta
RB01-2046 1% soca
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3.4 Preparacao e determinacgdes nas amostras vegetais

Ap0s a coleta no campo, as amostras de material vegetal foram secas em estufa
de circulacdo forcada a 65°C até obtencéo de peso constante, moidas em moinho do tipo
Willey e foram retiradas subamostras para a realizacdo das andlises isotopicas. As
aliquotas foram colocadas em recipientes e analisadas no espectrdmetro de massas
Thermo Quest Finnigan Delta Plus (Finningan-MAT; CA, USA) de interface com um
analisador elementar (CarloErba modelo 1110, Mildo, Italia). Estas analises foram
realizadas no Laboratorio de Ecologia de Isétopos do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de Sdo Paulo (CENA-USP) para a obtencéo dos teores de
nitrogénio-total e carbono-total. A abundancia natural do **N e 3C foram expressas

utilizando a notagéo delta (%o):

& = (Ramostra/ Rpadrao — 1)x1000

Em que Ramostra € Rpadrao $80 as razdes °N:1*N e de 2C:*C da amostra e do padrdo (N

atmosférico, para o N, e PeeDeeBelenmite para o C), respectivamente.

3.5 Amostragem de solo

Em todos os locais estudados foram realizadas amostragens de solo, nas mesmas
areas e época de amostragem das plantas de cana-de-aglcar e espontaneas (referéncia),
nos intervalos de 0,0-0,2, 0,2-0,4 € 0,4-0,6 m de profundidade. As amostras de solo foram
secas ao ar, destorroadas e passadas em peneira de 2,00 mm (10 mesh da ABNT) para a
obtengdo da terra fina seca ao ar (TFSA). Essas amostras foram utilizadas em um
experimento em casa-de-vegetagdo para estimar o sinal de *®N do N do solo disponivel
para as plantas. Subamostras foram coletadas para realizacdo das analises quimicas e
granulométrica, de acordo com o0 método da Embrapa (2009). As analises quimicas foram
realizadas no laboratorio de Fertilidade do Solo do IPA (unidade sede-Recife) e as
granulométricas no laboratorio de Fisica do Solo do Departamento de Agronomia da

UFRPE (Recife). Os resultados destas analises estdo demonstrados na tabela 7.



Tabela 7 - Analises quimicas e fisicas dos solos em profundidade das areas dos plantios comerciais de cana-de-agUcar em quatro unidades canavieiras nos municipios de
Carpina-PE, Sirinhaém-PE, Sdo José da Laje-AL e Juazeiro-BA

CTC Classe
Ca Mg Na K Al H S (T) \Y m  Argila Areia Silte  Textural
Prof. pH
Unidade  (cm) P (mgdm?®) (H20) ------mm--mmmmmmmmmmmooeeee cmolc dm-3-------- e —— % -
0-20 21,7 52 055 067 004 007 073 559 13 7,63 17 36,0 1893 69,97 11,09  Franco
EECAC 2040 267 54 075 067 008 006 0 542 36 723 22 19 12,05 81,01 693  Arenosa
40-60 117 53 063 062 006 004 1 59 14 803 17 350 1876 7211 9,13
0-20 20,3 60 32 12 01 03 004 41 47 89 550 08 403 527 6,9
_ 2040 97 59 16 08 00 02 02 41 27 69 400 58 413 478 109  Amilo
Trapiche
40-60 35 60 11 07 00 01 00 21 36 5,8 50,8 0,0 450 44,4 10,6  Arenosa
0-20
11,5 61 28 12 02 01 00 25 39 63 595 00 218 621 16,1 Franco
Serra 20-40 .
Crande 48 61 22 13 01 01 00 26 36 62 568 00 209 630 16,2 Argilo
40-60 3,2 56 20 12 01 00 03 32 51 83 618 18 475 444 8,1
Arenosa
Agrovale  0-20 43,7 81 388 198 127 097 0 008 4303 43,06 9994 0 1998 2238 5765  Franco
20-40 28,0 79 382 238 1,13 0,9 0 - 4261 4261 100 0 715 26,42 66,43  Siltosa

40
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3.6 Estimativa da FBN

A principal restricido ao uso da metodologia da abundéncia natural de °*N para
estimativa da FBN em cana-de-acucar € a dificuldade para encontrar uma planta
referéncia apropriada (no caso deste estudo uma planta que tenha as mesmas
caracteristicas da cana-de-agucar, mas que ndo seja fixadora). Esta planta é utilizada para
estimar o valor do '°N do N do solo disponivel para a cana-de-agticar. Foram adotadas
duas diferentes estratégias para estimar o sinal isotdpico do N do solo disponivel para
essa cultura, nas diversas situacdes estudadas.

A primeira estratégia foi a identificacdo e coleta, por ocasido da amostragem das
folhas de cana-de-aclcar, de diferentes espécies ndo leguminosas que ocorram
espontaneamente dentro ou nas proximidades das parcelas amostrais, como mencionado
anteriormente. Para cada espécie espontanea, amostras compostas de toda a parte aérea
foram coletadas. Essas amostras foram processadas e analisadas da mesma maneira
descrita para as amostras de cana-de-acUcar. A estimativa do %Ndda foi feita utilizando
as abundancias isotdpicas das diferentes espécies espontaneas coletadas nos canaviais. A
cana foi identificada como fixadora quando apresentou-se significativamente
empobrecida em °N em relagio as médias das referéncias (HOGBERG 1997). Quando
esta condicdo foi observada, a FBN foi estimada usando a formula recomendada por
Shearer & Kohl (1986):

%Ndda = [(515N(referéncia) - 615N(fixad0ra)) / 615N(referéncia) - B] x 100

Em que: 8°N(referéncia) é o valor médio de $'°N do N do solo disponivel para a cana-
de-aguicar (estimado de duas diferentes formas, descritas a seguir), 8*°N (fixadora) é o
valor médio de *°N de cada amostra de cana-de-aclcar para cada parcela e B é o valor
de 6N para plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N. Foi considerado B = 0%o

(MORAIS et al., 2012).

Uma segunda estratégia foi a investigacdo da variacdo, de acordo com a
profundidade do sinal de §*°N do N do solo disponivel para a cana-de-agtcar, adotando
0 procedimento descrito por Ledgard et al (1984). Para seguir este procedimento, foi

realizado um experimento, descrito no item 3.6. O %Ndda da cana-de-aglcar foi
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calculado, entdo utilizando esses valores estimados, correspondendo aos §*°N das plantas

ndo fixadoras utilizadas como referéncia na equagdo de Shearer & Kohl (1986).

3.7 Estimativa do sinal isotépico do N do solo disponivel para as plantas de acordo
com a profundidade do solo

Foi realizado um experimento em casa-de-vegetacdo do Departamento de Energia
Nuclear da UFPE, utilizando 132 vasos contendo amostras de 0,5 kg de solo (Figura 5),
coletadas nas profundidades de 0,0-0,2, 0,2-0,4 e 0,4-0,6 m, nos quatro locais dos cultivos
comerciais de cana-de-agUcar, descritos anteriormente. Nestes vasos, foram cultivadas
quatro espeécies de plantas ndo fixadoras, como sugerido por Urquiaga et al. (2012). As
plantas utilizadas como referéncias foram: algodao (Gossypium hirsutum L.), girassol
(Helianthus annuus L.), mamona (Ricinus communis L.) e capim buffel (Cenchrus ciliaris
L.). O ensaio foi montado em um fatorial 4 x 3 x 4 (quatro espécies, trés profundidades e
quatro locais de coleta de solo), com delineamento em blocos casualizados e trés
repeticdes. Cada vaso foi semeado com 8 sementes, deixando-se duas plantas por vaso
apos desbaste. Os vasos foram irrigadas diariamente até atingirem a capacidade de pote.
As plantas foram cultivadas até os 86 dias (de maio a novembro de 2016), quando as
mostraram sinais severos de deficiéncia de nutrientes e pareciam ter parado de crescer

Figura 5 - Experimento em casa de vegetagdo, com vasos cultivados com plantas de referéncia
ndo fixadoras de N (girassol, algoddo, mamona e capim buffel), aos 45 dias apds o plantio
utilizando como substrato solos de quatro diferentes locais

S il A .
|
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As partes aéreas dessas plantas foram coletadas, secas em estufa (a 65° por 72
horas) pesadas, moidas e analisadas para N total e abundancia natural do °N, como
descrito anteriormente. Para estimar o sinal isotopico do N disponivel para uma planta
com sistema radicular explorando a camada de solo de 0,0 a 0,60 m de profundidade, foi
calculada a média ponderada do sinal de N das plantas referéncias, usando a seguinte
equacéo:

SN =X (8°Nrp * NTrp) / Z(NTrp)

Em que: 8*°Nrp e NTrp séo a abundancia de N e o N total acumulado,
respectivamente, nas espécies cultivadas nos vasos com os solos de cada intervalo de

profundidade.

3.7 Estimativa da FBN em cana-de-acUcar cultivada sob diferentes niveis de
adubacdo nitrogenada

Foi instalado um experimento em campo utilizando plantas de segunda socaria
(terceiro corte), em 27 de novembro de 2015, com area total de 0,39 ha no Campo Sao
Luiz da Usina Agrovale. A colheita foi realizada no dia 14 de setembro de 2016.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em arranjo fatorial (5 X
5), com cinco niveis de adubac&o nitrogenada e cinco repeticdes, totalizando 25 parcelas.
Os niveis de adubagc&o nitrogenada foram: 143 kg ha (padrdo da usina), 100, 150, 200,
250 kg hal de N na forma de nitrato de amonio (27% de N). As parcelas foram compostas
de cinco fileiras com 10 metros de comprimento e 1,5 m entre fileiras totalizando 75 m2,
utilizando-se as trés fileiras centrais como area Util correspondendo a 48m2. A variedade
utilizada foi a VAT 90-212, por ser a mais plantada na unidade canavieira. O plantio foi
irrigado por gravidade no sulco.

As plantas foram coletadas de forma semelhante a dos plantios comerciais, cinco
amostras compostas de folhas indice (+3) de cinco plantas de cana-de-agucar por parcela.
Apos a coleta no campo, as amostras foram secas em estufa de circulagdo forcada até
obtencdo de peso constante (65 °C) por 72 horas, moidas em moinho do tipo Willey e
enviadas para determinacdo do N total (%) e da abundancia natural do *°N, por
espectrometria de massa no laboratério do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA), no Campus Luiz de Queiroz da Universidade de S&o Paulo, em Piracicaba, Sdo
Paulo.
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Neste ensaio, também foram amostradas plantas referéncia (ndo fixadoras de N)
crescendo entre as linhas de cana ou em areas adjacentes aos canaviais, para estimar o
sinal de >N do N do solo disponivel para as plantas. Estas plantas foram identificadas ao
nivel de espécie pelo Herbario do IPA (Instituto Agronémico de Pernambuco), secas,
moidas e enviadas para 0 CENA para a determinaco da abundancia natural do **N da
mesma forma que as folhas de cana.

Ao final do periodo experimental, por ocasido da colheita, foram realizadas as
mensuracfes da produtividade da cana (TCH) e coletados colmos frescos para a
determinacdo das analises tecnoldgicas de produtividade de acucar por hectare (TPH)
estimada pela formula: TPH= [(TCH x PCC)/100] (em ton ha™) conforme Lima Neto et
al. (2013) em que TPH= tonelada de agucar por hectare; TCH= toneladas de colmos por

hectare e PCC= pol corrigida (sacarose aparente).

3.8 Andlises estatisticas

Para a estimativa do %Ndda nos plantios comerciais os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) considerando o delineamento inteiramente casualizado
com cinco repeticdes por cada unidade canavieira (individualmente). Para isso, o 6*°N
médio de cada variedade de cana, em cada local, foi comparado ao §°N médio de todas
as plantas de referéncia. A comparacdo das médias para 0 experimento em casa de
vegetacdo foi realizada para cada planta dentro da mesma profundidade em cada local.
Para os experimentos em casa de vegetacdo e em campo foi realizada a anélise de
variancia (ANOVA) considerado o delineamento em blocos casualizados. Em todos os
trabalhos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Foi utilizado o
programa estatistico Sisvar (versdo 5.6). Para as varidveis tecnolégicas foi realizado o
teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Abundéancia natural do **N nos plantios comerciais de cana-de-acucar

4.1.1 EECAC, Carpina — Pernambuco

Os valores médios de 5°N das plantas de referéncia na EECAC variaram de
3,90%0 a 7,34%o (tabela 8), considerados valores tipicos para plantas ndo fixadoras de
solos da Zona da Mata de Pernambuco (FREITAS et al. 2015). Considerando a média de
todas as plantas referéncias, observa-se que a diferenca das médias dos sinais de 6*°N
entre quatro variedades e as plantas testemunha diferiram significativamente teste de
Tukey a 5% de probabilidade, o que foi considerado evidéncia de FBN nestas variedades.
A exceco foi a variedade RB92-579, que apresentou maior valor médio do sinal do §*°N,

ndo diferindo significativamente do valor médio das plantas de referéncia.

Tabela 8 - Valores médios de 8'°N (%o) de folhas +3 (folhas verde) de cana-de-agUcar, plantas
ndo fixadoras de N e estimativas da propor¢édo de N derivado da atmosfera (%Ndda) em cana-
de-acucar cultivada na Estagdo Experimental de cana-de-agUcar do Carpina (EECAC/UFRPE),
aos 10 e oito meses ap6s a 12 rebrota durante o ciclo da cana-soca

SN (%o) %Ndda’ %Ndda? %Ndda® %Ndda*

Referéncias 5,46 A

Richardia. grandiflora 7,34

Scolparia dulcis 5,14

Rabo de raposa 3,90

Cana-de-acucar

RB 92-579 (12 soca) 4,32a AB 0 0 0 0
RB 96-2962 (12 soca) 3,10bB 57,79 39,70 20.49 43,23
RB 86-7515 (12 soca) 3,04bB 58,55 40,79 21,02 44,26
RB86-3129 (12 soca) 3,03bB 58,72 41,02 22,24 44,48
RB 93-1011" 2,86bB 60,97 44,24 26,48 47,51

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam as variedades de cana com a média das plantas
referéncia, letras minasculas comparam as variedades de cana

) Cana-soca coletada aos 8 meses de idade

1. @.® Calculado utilizando Richardia grandiflora, Scolparia dulcis e rabo de raposa como
planta referéncia, respectivamente

@ Calculado utilizando a média de todas as plantas referéncias (5,46 %o)
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Utilizando o valor médio de 3*°N foliar de todas as plantas referéncias (5,46 %o),
as variedades de cana consideradas fixadoras apresentaram %Ndda bastante proximos
entre si, variando entre 43 e 48% (Tabela 8). Esses valores estdo aproximados aos
encontrados por Boddey et al. (2001) na cana-planta da variedade RB867515 em plantios
localizados no estado de Sdo Paulo (variando de 26 a 39% de Ndda). Valores medios
aproximados de %Ndda em diferentes cultivares pelo Brasil mostraram-se diversificados
em variedades comerciais cultivadas pelo Brasil, variando de 0 a 76% (ABEYSINGHA;
CSWEERARATHNE, 2010; URQUIAGA etal., 2012, 2013; YONEYAMA et al., 1997).
Neste caso, das variedades RB 962962 (12 soca), RB 867515 (12 soca), RB863129 (12
soca) e RB 931011 cultivadas em Carpina, pode-se considerar que as estimativas da FBN
sdo bastante confiaveis, pela utilizacdo de diversas plantas referéncia e pela diferenca de
mais de 2 %o entre 0s valores isotopicos da cana e das espécies controle. Como foi
observada uma certa variacdo entre as composi¢oes isotopicas das plantas referéncia,
foram realizados célculos utilizando cada espécie controle em separado para estimar o
sinal do N do solo disponivel para as plantas. Neste caso, 0 %Ndda das canas passa a
variar entre 20 e 58 %, Demonstrando a dificuldade de obtencdo de uma planta de
referéncia ideal para estimar a FBN em cana-de-acgucar e, por conseguinte, a necessidade
de se utilizar mais de uma espécie controle.

A dificuldade para se encontrar uma planta de referéncia apropriada € a principal
restricido da metodologia da abundancia natural de *°N para estimar a FBN em cana-de-
acucar pois esta planta é utilizada para fazer a estimativa do sinal isotopico do N do solo
que esta disponivel para as plantas. De acordo com Freitas (2010), é importante que seja
selecionada uma planta controle que explore um volume de solo e absorva nutrientes num
padrdo de tempo semelhante ao da planta alvo (espécie fixadora). Isto €: que as plantas
controle e alvo tenham fenologias e habitos de crescimento semelhantes.

Essa condicdo é muito dificil de ser atendida em estudos com cana-de-agucar
devido as caracteristicas de seu sistema radicular e ao seu ciclo de cultivo. Plantas néo
leguminosas que possam ocorrer espontaneamente junto aos plantios de cana em geral
apresentam caracteristicas bem diversas as da cana-de-aglcar, o que pode resultar em
padrdes de absorcdo de N do solo bastante diferentes também. Os padrfes podem diferir
temporalmente, em volume de solo explorado e até mesmo com relacdo a forma de
absorcéo (diferentes formas de N mineral ou até mesmo formas mais simples de N
organico dissolvido). Desta forma, diferentes plantas referéncia podem estar absorvendo

N de compartimentos diferentes, que podem ter sinais isotopicos diferentes, acarretando
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que o sinal do N disponivel para plantas referéncia e cana-de-agucar podem ter sinais
isotdpicos diferentes. Devido a este fato, foram realizadas simulages de calculo da
%Ndda (porcentagem de N derivado da atmosfera), utilizando cada espécie de planta
referéncia separadamente como também com a média de 8°N de todas as plantas
testemunha. Os valores médios de N-total (%N), 5 °C, %C e relacdo C/N estédo na tabela 9.
Tabela 9 - Valores médios de %N, & *C, %C e relagdo C/N em cinco variedades de cana de

acucar aos 10 e oito meses ap6s a 12 rebrota (12 soca) e trés plantas de referéncia coletadas na
Estacdo Experimental de cana-de-aglcar do Carpina (EECAC/UFRPE)

%N & BC(%o) %C C/N
Referéncias 1,31 A -28,46 B 4161B 34,97 A
Richardia grandiflora 1,55 -28,21 39,30 27,15
Scolparia dulcis 1,22 -28,77 43,70 36,99
Rabo de raposa (Conyza sumatrensis) 1,17 -28,41 41,84 40,78
Cana-de-agUcar
RB 92-579 1,16aA -1247abA 4446aA 38,553 abA
RB 93-1011" 1,11abA -1280bA 4470aA 40,68 abA
RB 96-2962 1,17aA -1254abA 4485aA 3840bA
RB86-3129 107abA -1279b A 4487aA 42,15abA
RB 86-7515 095bA -12,32aA 4267aAB 4515aA

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam as variedades de cana com a média das plantas referéncia,
letras mindsculas comparam as variedades de cana

@ N-total (N%), C-total (%C) e relagdo C/N calculado utilizando as médias das plantas referéncias
Richardia grandiflora 1,55%, -28,21%o, 39,30% e 27,15; Scolparia dulcis:1,22%, -28,77%o, 43,70% e
36,99 e rabo de raposa (Conyza sumatrensis): 1,17%, -28,41%o, 41,84% e 40,78 como planta referéncia,
respectivamente

) Cana-de-acUcar coletada aos oito meses de idade

A porcentagem de N-total variou de 0,95% a 1,17%, apresentando diferenca
significativa entre as variedades, mas ndo apresentando diferenca estatistica com o N-
total das plantas referéncias. Em relagdo aos valores de '3C(%o) para as variedades de
cana estdo dentro do esperado para gramineas com sistema fotossintético Ca. De acordo
com Alves et al. (2005), essas plantas apresentam valores que variam de -9 %o a -17 %o.
Enquanto as variedades de cana apresentaram valores médios de 5'3C entre -12,80%o ¢ -
12,32%o, as plantas referéncia, dicotiledoneas de sistema fotossintético C3, apresentaram
valores de 83C menores que -28 %. Os valores médios de %C nas variedades
apresentaram -se entre 42,7% a 44,8%, nao apresentando diferenca estatistica
significativa nem entre as variedades e entre as canas com as plantas referéncia apenas a
variedade RB86-7515 nédo apresentou diferenca estatistica significativa. A relacdo C/N
média para as variedades foram maiores do que 30, apresentando diferenca significativa

entre si e ndo diferindo estatisticamente com a relagdo C/N das plantas utilizadas como
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referéncias. Um destaque para a variedade RB86-7515, que apresentou a maior relacao
C/N média neste local, que foi de 45,15, embora diferindo apenas da variedade
RB962962.

4.1.2 Usina Trapiche, Sirinhaém-Pernambuco

Os valores médios de 8°N, N-total (%N), § *C, C-total (%C) e relagdo C/N das
variedades e das plantas referéncia estdo demonstrados na tabela 10. Em relacdo aos
valores de 8*°N nas variedades coletadas na Usina Trapiche das quatro coletadas em
ambas areas, duas delas em cada area apresentaram diferenca significativa entre si, porém
todas elas ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as variedades e as
plantas referéncias ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Foi observado
que os valores médios do N-total (%N) nas canas variaram entre 0,97 e 1,08% (area 1) e
ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Porém, apresentaram diferenca entre as
variedades e as plantas referéncia. Na &rea 2, os valores médios da %N nas variedades
nas quatro variedades coletadas variaram entre 0,80% e 1,08%, apresentando diferenca
significativa entre duas variedades e ndo se diferenciando estatisticamente entre as canas
e as plantas referéncia.

O &C médios das variedades de cana-de-agticar na area 1 mostraram-se mais
enriquecidos, variando de -13,34%. a -12,45%., com diferenca estatistica significativa nas
variedades de cana entre si e diferindo-se nas canas com a média das plantas referéncia
(-30,34). Na area 2 os sinais de 5'C %o mostraram-se em torno de 13%o, ndo apresentado
diferenca estatistica significativa entre as variedades, mas diferiram entre as variedades e
as plantas referéncia (-25,88%o).

Uma observacéo a ser destacada é que os sinais de 8*°N tanto das variedades de
cana-de-acUcar quanto nas plantas utilizadas como referéncia foram abaixo de dez
unidades de delta 3*°N(%o), porém nio suficientes para ser constatada a FBN pela técnica
de abundancia natural de ®N, uma vez que o valor médio do 5°N(%o) das plantas de
referéncia foram muito proximos ao da cana-de-agucar (inferiores a 2%o) nao diferindo-
se estatisticamente das plantas de referéncia, o que pode ser mais um indicativo de que
pela metodologia da abundancia natural de N (5'°N) para as situacGes estudadas na
Usina Trapiche néo foi apropriada para quantificar a FBN. As plantas utilizadas como
referéncia na Usina Trapiche tém portes e ciclos de vida diferentes da cana-de-agucar
além da extensdo radicular que as mesmas exploram sdo bem inferiores aos da cana-de-

acucar (diferenca espacial do solo ocupado pela raiz), o que poderia subestimar a
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Tabela 10 - Valores médios de 8*°N(%o), N-total (%N), §*C, C-total (%C) e relagdo C/N de
folhas +3 (folhas verde) em quatro variedades de cana-de-agUcar e plantas nao fixadoras de
N cultivadas na Usina Trapiche, aos 10 meses ap6s a 12 rebrota durante o ciclo de cana-soca.

Areal
815N (%o) %N 518C %C CIN
Referéncias 3,96 AB 1,80 A -30,34 B 41,48 A 2432 B
Ipomea glabra L. 3,33 2,08 -29,51 44,09 20,18
Tramoién 4,76 2,08 -30,01 43,28 21,37
Psidium cattleianum 3,52 1,28 -31,33 43,27 34,35
Rabo de raposa (Coniza sumatrensis) 4,21 1,78 -30,51 37,44 21,39
Cana-de-agucar
SP81-3250 52laA 1,08aB -1334cA 45,58 aA 42,12a A
RB86-7515 4,80aA 1,12aB -1245aA  4519abA  40,67aA
SP93-3094 400bAB 097aB -12,89 bA 44,81 bcA 46,02a A
SP78-4764 3,11cB 1,08aB -12,68abA  4439CcA 41,11aA
Area 2
515N (%o) %N 518C %C CIN
Referéncias 3,80 A 1,66 A -25,88 B 40,07 A 28,31 B
Meldo de S. Caetano (Mormodica 6,06 2,76 -27,85 41,26 16,01
charantia)
Alfazema de caboclo (Hyptis recurvata) 3,00 1,43 -29,15 43.36 31,75
Rabo de raposa (Coniza sumatrensis) 3,60 1,79 -30,06 40,17 24,30
Braquiéria (Braquiaria spp.) 2,75 1,19 -13,49 40,90 34,53
Cyanthillium cinereum 4,07 1,01 -29,62 33,30 36,62
Cana-de-agucar
SP81-3250 386abA 108aA -1333aA 4442a A  41,40bAB
RB86-7515 359bA 0,80bA -13,15aA 4390aA 56,82aA
SP93-3094 40labA 099abA -1339aA 43,63aA  4456ab A
SP78-4764 474aA 100abA -1314aA 42,74b A 43,53abAB

Médias seguidas de letra iguais na coluna ando diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
mailsculas comparam as variedades de cana com a média das plantas referéncia, letras minisculas comparam as
variedades de cana

mensuracao da FBN sendo confirmado pelos valores médios de %Ndda calculado para
cada planta referéncia e a média de todas as espécies de plantas testemunhas.

Alguns fatores podem influenciar na determinacdo e ocorréncia da FBN em cana-
de-acucar, tais como: variedade de cana-de-acUcar, a interacdo microrganismo-planta e
condigdes edafocliméticas. Na Usina Trapiche, apds o corte da cana-planta e a época de
rebrota da cana-soca (em fevereiro de 2015) ocorreu uma baixa precipitacdo no local
(figura 3) e de acordo com Boddey et al. (2003) alguns fatores como disponibilidade de
agua, sdo fundamentais para qualquer processo biologico e deve ser colocado em primeiro
plano e a umidade do solo para a fixacao biologica de N2 é apontada como primordial.
Urquiaga (2017) ressalta que em periodos secos ocorre menor colonizagdo de algumas
estirpes de bactérias, sendo que a baixa umidade do solo afeta a fotossintese e o

crescimento da planta.
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Biggs et al. (2002) e Hoefsloot et al. (2005) em estudos conduzidos na Australia
e Africa do Sul utilizando a técnica da abundancia natural de °N, indicaram que a FBN
n&o foi uma fonte significativa de N para a cultura pois em ambos locais 0 §°N(%o) das
plantas utilizadas como referéncia apresentaram valores de 3°N(%o) iguais ou menores
que o da cana-de-acUcar. Em contrapartida, Urquiaga et al. (2012) estudando FBN em
variedades comerciais e hibridas observaram que os valores de °N das amostras de folha
de cana-de-agucar foram menores do que o das plantas de referéncias, e que houve uma
contribuicdo de N derivado da FBN variando de 29 a 68% nas variedades comerciais.

Quanto ao fator variedade, Coelho et al. (2003) realizaram um estudo utilizando a
técnica da abundancia natural do °N para identificar de nove gendtipos de cana-de-agticar
(sete comerciais e dois silvestres) quais teriam potencial de receber contribuicdo da FBN
com avaliacdo aos seis e 18 meses de idade e concluiram que ocorreu a FBN em quatro
dessas variedades e o processo de FBN contribuiu de forma significativa para a nutricdo
nitrogenada de quatro variedades comerciais, permitindo produtividades elevadas de
forma sustentavel, mesmo quando a lavoura é cultivada em solos de baixa disponibilidade
de N para as plantas.

O carbono total (%C) na area 1 apresentou valores médios entre 44,39% e 45,58%
entre as variedades, diferindo estatisticamente entre as mesmas mas nao apresentando
diferenca entre as variedades e a média das plantas de referéncia (41,48%). Fato
semelhante ao da area 2, que apresentou valores médios entre 44,39% e 45,58% entre as
variedades, sem diferenca estatistica significativa. Na area 2, os valores médios foram
semelhantes a os da area 1 (entre 42,74% e 44,42%) e comparando as médias das
variedades entre si, em apenas 1 variedade foi constatada a diferenca estatistica
significativa (SP78-4764) com a menor porcentagem de %C (42,74%).

A relacdo C/N em ambas as areas apresentaram-se acima de 40, mostrando que
ocorreu maior imobilizacdo de N no solo, reduzindo também os teores deste nutriente na
cana-de-agucar. Na area 1, as variedades ndo diferiram significativamente entre si, mas
ocorreu diferenga significativa entre as variedades de cana-de-agucar e as plantas de
referéncia (24,32). Na comparacdo das quatro variedades de cana entre si ndo ocorreu
diferenga estatistica significativa em duas delas (a SP-3094 e a SP78-4764) e comparando
entre as medias das canas e as médias das plantas utilizadas como referéncias as
variedades SP81-3250 e a SP78-4764 ndo apresentaram diferenga estatistica significativa.
Ramos et al. (2016) estudando decomposic¢do da palhada da cana-de-agutcar recolhida em

diferentes niveis observaram que os maiores valores de relagdo C/N nos tratamentos com
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as menores quantidades de palha, na 3?2 soca confirmam que a decomposicéo foi de fato

menos intensa nesses tratamentos.

4.1.3 Usina Serra Grande, Sdo José da Laje - Alagoas

Os valores médios do 8'°N diferiram entre si (tabelall). Porém, se comparadas
em relacdo a média de todas as plantas utilizadas como referéncia apenas as variedades
no ciclo de cana-soca mostraram-se potenciais para a fixacéo bioldgica de nitrogénio (as

variedades diferiram das plantas utilizadas como referéncia).
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Tabela 11 - Valores médios de '°N em folhas +3 (folhas verde) de cana-de-aglcar e plantas
de referéncia cultivadas na Usina Serra Grande (S&o José da Laje, Alagoas) nos ciclos de
cana-planta e cana-soca aos 10 e 14 meses apos o plantio e 1% rebrota, respectivamente

Areal
3'°N(%o) %Ndda! %Ndda? %Ndda® %Ndda*
Referéncias 9,84 A
Dactyloctenium 11,82
aegyptium
Brachiaria spp. 7,87
Cana-de-agucar
RB 962962 (Planta) 8,43 a AB 40,88 11,23 29,03
RB863129 (Planta) 7,48 ab ABC 49,80 24,60 39,70
SP78-4764 (Planta) 6,99 bc BC 36,70 4,92 24,00
RB 962962 5,94 cd BC 52,22
(12 soca) 28,26 42,64
RB863129 (12 soca) 564dC 28,68 0 14,38
SP78-4764 (12 soca) 543dC 54,03 30,98 44,81
Area 2
515N (%o)
Referéncias 8,27 A
Momordica 9,43
charantia
Herissantia tiubae 8,49
Sonchus oleraceus 6,90
Cana-de-agucar
RB 962962 (Planta) 9,21bA 10,09 0,16 0 0
RB863129 (Planta) 8,48 ab A 23,67 15,25 0 13,02
SP78-4764 (Planta) 7,19b AB 2,27 0 0 0
RB 962962 561cB 41,96 22,86
(28 soca) 35,55 20,71
RB863129 (12 soca) 555¢cB 41.,13 34,63 19,6 32,91
SP78-4764 (12 soca) 547bB 40,41 33,82 18,6 32,09

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
mailsculas comparam as variedades de cana com a média das plantas referéncia, letras mindsculas comparam as
variedades de cana.

Area 1: W¢®@ Calculado utilizando Dactyloctenium aegyptium € Brachiaria spp como plantas
de referéncia, respectivamente

@ Calculado utilizando todas as plantas de referéncia da area 1

Area 2: O @¢® Calculado utilizando Momordica charantia, Herissantia tiubae e Sonchus
oleraceus como plantas de referéncia, respectivamente

@ Calculado utilizando todas as plantas de referéncia da area 2

Quando consideradas cada espécie de referéncia individualmente, foram
observadas disparidades nas %Ndda mostrando a dificuldade em se adotar apenas uma
planta como referéncia No ciclo de cana-planta, os valores médios de §*°N(%o) da cana
foram muito proximos aos valores médios das plantas utilizadas como referéncia, néo
sendo possivel a aplicacdo da técnica de abundancia natural.

Na tabela 12 encontram-se também os valores médios de N-total (%N), & *C, C-
total (%C) e relacdo C/N nas variedades de cana e plantas referéncias na Usina Serra
Grande. Na area 1, observa-se que o N-total entre as variedades variou de 1,15 e 1,51%
na cana-planta e 1,24% a 1,53% na cana-soca, mostrando com diferenca estatistica

significativa entre si e ndo se diferenciando estatisticamente da média das plantas
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referéncias. Na area 2, os valores médios de N-total (%N) foram de 0,97% a 1,59%
diferindo-se as variedades entre si e quando comparadas com as plantas referéncia, as
mesmas apresentaram diferenca estatistica das variedades de cana. O carbono total (%C)
médio entre as canas foi entre 42,84% e 44,85%, sem diferenca estatistica entre as
variedades e mostrando diferenca significativa entre as variedades e plantas de referéncia
apenas entre duas variedades: a RB962962 e a RB863129 sendo que esta ultima se

diferenciou estatisticamente das plantas referéncias nos dois ciclos coletados.

Tabela 12 - Valores médios de N-total (%N), 3*C, C-total (%C) e relagdo C/N em folhas +3
(folhas verde) de cana-de-agucar e plantas de referéncia cultivadas na Usina Serra Grande (S&o
José da Laje, Alagoas) nos ciclos de cana-planta e cana-soca aos 10 e 14 meses ap0s o plantio
e 12 rebrota, respectivamente

Area l
%N & 13C(%o) %C CIN
Referéncias 1,7A -12,66 C 36,92B 22,56 C
Dactyloctenium aegyptium 1,78 -13,14 33,30 19,31
Brachiaria spp. 1,61 -12,18 40,55 25,81
Cana-de-agucar
RB 96-2962 (Planta) 1,51aAB -11,43a A 43,07aA 28,75cBC
RB86-3129 (Planta) 1,15cB -11,71 abAB 44,85 a A 39,12a A
SP78-4764 (Planta) 1,42 ab AB -12,11¢BC 4304aA 30,41 bcB
RB 96-2962 (1% soca) 1,24bcB -11,56 abAB 44,09 a A 35,62 ab AB
RB86-3129 (1% soca) 1,38abc AB -11,74 b AB 4493 a A 32,69 bc AB
SP78-4764 (12 soca) 153aAB -11,75b AB 42,84 a AB 28,16 c BC
Area 2
%N & 1B3C(%o) %C CIN
Referéncias 3,44 A -30,72 B 40,49 A 1251 E
Momordica charantia 4,34 -29,83 41,22 9,562
Herissantia tiubae 3,42 -30,04 43,74 13,57
Sonchus oleraceus 2,56 -32,29 36,52 14,44
Cana-de-agucar
RB 96-2962 (Planta) 141abB -11,76 a A 41,40ab A 29,60 bc CD
RB86-3129 (Planta) 159aB -11,89a A 4228aA 26,55¢cD
SP78-4764 (Planta) 097cB -12,30a A 43556 a A 4514aA
RB 96-2962 (12 soca) 1,23bB -11,81aA 42,28 a A 34,94b BC
RB86-3129 (1% soca) 1,41abB -11,87aA 43,69 a A 30,99 bc BCD
SP78-4764 (1% soca) 121bB -12,17a A 4336 a A 3543bB

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
mailsculas comparam as variedades de cana com a média das plantas referéncia, letras mintsculas comparam as

variedades de cana

N-total (N%), & *C(%.), C-total (%C) e relagdo C/N calculado utilizando as médias das plantas referéncias
Dactyloctenium aegyptium 1,78%, -13,14%o, 33,30% e 22,56; Brachiaria spp. 1,61%, -12,18%., 40,55%, 25,81
(Area 1) Momordica charantia 4,34%, -29,83%o, 41,22% e 9,52; Herissantia tiubae 3,42%, -30,04%o, 43,74% e
13,57; Sonchus oleraceus 2,56%, -32,29%o, 36,52% e 14,44 (Area 2) como planta referéncia, respectivamente.

Em relacéo aos valores médios da relacdo C/N na area 1 entre as variedades de

cana da Usina Serra Grande variaram entre 28,17 e 39,12 para a cana-planta e 28,16 e

35,62 para a cana-soca, diferindo estatisticamente tanto entre as variedades quanto entre
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as canas e as plantas de referéncia. Os valores médios para a relacdo C/N na area 2
variaram entre 26,55 e 45,14 na cana-planta e 30,99 a 35,43 na socaria, com diferenca
estatistica significativa tanto entre as variedades de cana quanto na comparacao entre as
variedades com as plantas de referéncia nas duas areas coletadas.

Boddey et. al. (2001), em um levantamento realizado nas principais regides
produtoras do Brasil constataram que a contribuicdo da FBN no primeiro ciclo de cultivo,
quando a cultura geralmente ndo responde a fertilizacdo nitrogenada, alcangou até 71%
das necessidades de N. Constataram também que a FBN em cana é fortemente dependente
da variedade, tipo de solo e das condi¢des de umidade do solo e as condi¢cdes de baixa
precipitacao.

De acordo com Urquiaga (2017) a colonizagdo da cana por algumas estirpes de
bactérias endofiticas varia conforme a disponibilidade de agua no solo. Em periodos secos
ocorre menor colonizagdo de algumas estirpes de bactérias, sendo que a baixa umidade
do solo afeta a fotossintese e o crescimento da planta.

Em relagdo a cana-soca a diminui¢do nos valores de 5°N(%o) poderia ser um
indicativo de que, na medida em que o solo exaure-se pelos cultivos comeca a se expressar
de forma mais significativa (SCHULTZ et al., 2016).

4.1.4 Usina Agrovale, Juazeiro-Bahia

Na area de plantio comercial da Usina Agrovale (tabela 13) foi observado que a
maioria das variedades coletadas apresentaram valores de abundancia natural de *N com
diferenca estatistica significativa entre si, mas ndo foram diferentes em relacéo as plantas
referéncias e dessa forma, ndo atenderam a condicdo estabelecida para que fosse aplicada

a técnica de abundancia natural.

A auséncia de potencial para a FBN Polidoro (2001) atribuiu a doses elevadas de
N em lavouras com alta recuperacdo do N-fertilizante, que poderiam inviabilizar a
aplicacdo da técnica primeiramente pelo baixo valor do 8*°N no N-fertilizante (~0%o) que
seria uma fonte confundida com o N proveniente da FBN, o que poderia superestimar a
contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio e também por um efeito de inibicdo sobre
o processo de FBN nas bactérias associadas as plantas causadas pelo N-mineral absorvido

aplicado ao solo e absorvido pelas plantas.
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Os valores de N-total (%), & C, C-total (%C) e relagdo C/N nas folhas das
variedades coletadas na Agrovale e das plantas utilizadas como referéncia estéo
apresentadas na tabela 15. Observa-se que os teores médios de nitrogénio-total variaram
entre 0,77% (RB92579, 32 soca) e 1,05% (VAT90-212, cana-planta) e apresentaram
diferenca estatistica significativa para as variedades entre si, mas ndo diferindo
estatisticamente da média das plantas referéncias, mostrando que a dose de N aplicada
fez que diminuisse a concentracdo de N nas plantas.

O carbono-total (%C) para as canas da Agrovale variou entre 41% e 43% nao
diferindo estatisticamente entre a cana-de-acucar e as plantas de referéncia. Para a relagédo
C/N foi constatado valores médios acima de 30, caracterizando assim a alta relagdo C/N
neste grupo de plantas (tabela 13).

Tabela 13- Valores médios de 5°N (%o), N-total (%N), § °C, C-total (%C) e relagdo C/N em
folhas +3 (folhas verde) de cana-de-acucar e plantas de referéncia cultivadas na Usina Agrovale
(Juazeiro, Bahia) nos ciclos de cana-planta e cana-soca aos 10 meses ap06s o0 plantio e 22 rebrota,

respectivamente

815N (%o) %N 5 13C %C CIN
Referéncias 10,08 BC 0,96 AB -17,10 A 39,90 A 48,14 A
Chloris barbata 8,16 0,53 -12,24 42,60 80,33
Diplachne fusca var. 16,30 1,19 -13,24 33,69 28,43
fasciculatus
Syzygium jambolanum DC. 6,19 0,87 -28,96 43,73 50,31
Cana-de-acgucar
VAT90-212 (Planta) 1730aA 1,05abAB -13,74d A 4350a A 41,50 bc A
VAT90-212 (1% soca) 1465b AB 0,88cdAB  -13,36CA 42,99ab A 49,06 abc A
RB92-579 (22 soca) 1252c ABC 0,77dB -1298ab A 4284ab A 55,89a A
RB86-7515 (2% soca) 1153¢cdBC 0,87cd AB  -12,93ab A 43,07aA 50,07 abc A
RB96-1003 Planta 10,57 cd BC 1,20a A -1321bc A  4152ab A 34,58 c A
RB96-1003 (1% soca) 0,89bcd
10,06 de BC AB -12,66 a A 41,09b A 46,37 bc A
RB96-1003
(18 soca + vinhaca) 9,84defBC 0,86cd AB -13,15bc A  4225ab A 49,14abc A
RB01-2046 (Planta) 8,24fC 0,99bcAB -13,12bc A  4249ab A  4291bcA
RB01-2046 (1% soca) 792fC 0,81dAB  -1304bcA 4291abA 53,10ab A

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

4.2 Estimativa do sinal isotépico do N do solo disponivel para as plantas de acordo

com a profundidade do solo

De forma geral, observa-se que os valores da abundincia de 5'°N de todas as
especies de plantas (ndo fixadoras) de referéncia foram menores nas camadas superficiais

(tabela 14), indicando enriquecimento da abundancia natural de N em profundidade.
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Nos solos de todas as areas (exceto da Usina Trapiche), neste os valores de °N
ndo diferiram significativamente entre as espécies, em cada profundidade.

De acordo com Landell et al. (2005), boa parte da biomassa de raizes da cana-de-
acucar ocorre até os 40 cm. Diante desse fato, existe uma possibilidade de que as plantas
de referéncia coletadas no campo e a cana-de-agUcar estariam explorando volumes de
solo distintos e que poderia haver subestimacdo das estimativas de fixagdo bioldgica de
N> apresentadas anteriormente, pois foram observadas diferencas nos valores médios do
3'°N entre as plantas referéncia coletadas no campo e as cultivadas em casa de vegetacao.
Consequentemente, os valores de %Ndda mais apropriados para cada uma das espécies
nos quatro locais de estudo estdo apresentados na tabela 14. Para os célculos destas
%Ndda foram utilizados os valores médios ponderados de 5°N para as plantas de
referéncia cultivadas em casa de vegetacdo encontrados para as profundidades de 0-60cm
(para a EECAC, usina Trapiche e usina Serra Grande) e 0-40cm (usina Agrovale).

Tabela 14 - Estimativa do sinal isotopico do N do solo disponivel em profundidade em plantas
referéncia cultivadas em vaso em solo proveniente em locais de coleta

Planta referéncia

Girassol Mamona  Algoddo Capim
buffel
Local Profundidade
(€M) e N
0-20 6,90 a 7,22 a 4,46 a 4,87 a
Carpina 20-40 7,13 a 7,69 a 6,25a 573a
40-60 7,54 a 8,38 a 7,24 a 6,56 a
Média ponderada” 7,14 7,85 5,83 5,61 6,61
0-20 6,57 a 7,84 a 459 a 522 a
Trapiche 20-40 7,70 a 6,45 ab 6,47 ab 5,46 b
40-60 6,95 ab 7,44 a 557D 538D
Média ponderada” 7,11 7,24 5,58 5,36 6,32
0-20 6,33 a 7,14 a 541a 5,20 a
Serra Grande 20-40 8,81 a 7,08 a 6,41 a 891a
40-60 8,33 a 7,20 a 5,98 a 8,71a
Média ponderada” 7,80 7,14 5,82 7,56 7,08
0-20 6,07 a 5,76 a 5,09 a 3,92 a
Agrovale 20-40 6,43 a 6,16 a 423 a 4,20 a
Média ponderada” 6,20 5,95 4,74 4,03 5,23"

Valores de médias seguidos de letras mindsculas iguais na linha ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“ Média ponderada do 8'°N(%o) para as plantas de referéncia de acordo com equagdo de
Urquiaga et al. (2012)

“*Média dos valores ponderados para cada local
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Com base nestes dados, os valores da FBN na EECAC variaram entre 34,6% na
variedade RB92579, a 56,7% nas variedades RB863129 e RB931011, mostrando uma
diferenga média de 11%. Na Usina Trapiche, na area 1 o %Ndda foi de 17,6%, na
RB867515 a 50,8% na SP93-3094 um aumento médio de 11% em relagdo a estimativa
realizada com todas as plantas de referéncia coletadas no campo. Na area 2, as
contribuicdes de FBN foram de 25,03% (SP93-3094) a 43,22% (RB784764), resultando
numa diferenca média de 32,31% em relacdo a primeira estimativa, com as plantas

referéncia coletadas no campo (tabela 15).
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Tabela 15 - Estimativas da propor¢do de N derivado da atmosfera (%Ndda) estimada pela
técnica de abundancia natural de **N utilizando como valor de 5!°N da planta referéncia o valor
da média ponderada para as profundidades de 0-0,6 m (em cana-de-agucar cultivada na
EECAC, Usina Trapiche e Usina Serra Grande) e nas profundidades de 0-0,4 m (para a cana-

de-acucar cultivada na Usina Agrovale).

EECAC
51N (%o) %Ndda
Referéncias* 6,61
Cana-de-agucar
RB863129 (12 soca) 3,03 56,7
RB 867515 (12 soca) 3,04 54,0
RB 92579 (1% soca) 4,32 34,6
RB 96-2962 (12 soca) 3,10 53,1
RB 931011 (12 soca 8 meses) 2,86 56,7
Usina Trapiche Area 1
51N (%o0) %Ndda
Referéncias* 6,32 -
Cana-de-agucar
SP81-3250 (1% soca) 5,21 17.6
RB86-7515 (12 soca) 4,80 241
SP93-3094 (1% soca) 4,00 36.7
SP78-4764 (12 soca) 3,11 508
Usina Trapiche Area 2
31N (%o) %Ndda
Referéncias* 6,32 -
Cana-de-agucar
SP81-3250 (1% soca) 3,86 398
RB86-7515 (12 soca) 3,59 432
SP93-3094 (1% soca) 4,01 36.6
SP78-4764 (12 soca) 4,74 250
Usina Serra Grande Area 1
51N (%o) %Ndda
Referéncias* 7,08 -
Cana-de-agUcar
RB 962962 (Planta) 8,43 0
RB863129 (Planta) 7,48 0
SP78-4764 (Planta) 6,99 13
RB 962962 (12 soca) 5,94
16,1
RB863129 (12 soca) 5,64
20,3
SP78-4764 (12 soca) 5,43
23,3

Continua...
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...Continuacéo

Usina Serra Grande Area 2

31N (%o0) %Ndda
Referéncias* 7,08 -
Cana-de-agucar
RB 962962 (Planta) 9,21 0
RB863129 (Planta) 8,48 0
SP78-4764 (Planta) 7,19 0
RB 962962(1? soca) 5,61
20,8
RB863129 (12 soca) 5,55
21,6
SP78-4764 (12 soca) 5,47
22,7
Usina Agrovale
51N (%o0) %Ndda
Referéncias* 5,23
RB 961003 (planta) 17,30 0
RB 961003 (12 soca) 12,52 0
RB 961003 (12 soca + vinhaga) 11.53 0
VAT 90-212 (planta) 14,65 0
VAT 90-212 (12 soca) 10,57 0
RB 012046 (planta) 9,84 0
RB 012046 (12 soca) 10,06 0
RB 92579 (2% soca) 8,24 0
RB867515 (22 soca) 7,92 0

*Valor da média ponderada das plantas de referéncia girassol, mamona, algoddo e capim buffel
cultivadas em casa de vegetacdo com os solos dos diferentes locais nas profundidades de 0-60 cm.
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Na Usina Serra Grande, com a reduc&o dos valores de 3°N das plantas referéncias
para as profundidades de 0-60 cm (resultante da média ponderada do §'°N das plantas
referéncia para as profundidades de 0-60 cm) as porcentagens de N derivado da atmosfera
estimadas pela técnica de abundancia natural do §'°N foram relativamente baixas em
algumas variedades (abaixo de 25%) e para as demais o 8*°N das canas e das referéncias
foram muito aproximados, resultando em nenhuma entrada de N proveniente da FBN.

Situacdo semelhante aconteceu na Usina Agrovale, onde observa-se uma redugao
em mais de 50% no valor do 3°N comparando com o das plantas referéncias coletadas
no campo (tabela 15). Dessa forma, foi constatado que ndo ocorreram entradas de N
estimado pela técnica de abundancia natural (ou ocorreram em quantidades relativamente
pequenas) para nenhuma das variedades independente do ciclo da cultura, confirmando
entdo os resultados obtidos em comparacéo estatisticamente significativa com as plantas
de referéncia coletadas no campo.

Estes resultados corroboram os resultados de Xavier (2006), Schultz (2012),
Baptista et al. (2014) e Urquiaga et al. (2012), que verificaram aumento nos valores de
abundancia de 3°N conforme a profundidade aumentava. Vale destacar que no presente
estudo em casa de vegetacdo ndo foram utilizados adubos nos solos como realizado nos
trabalhos anteriormente citados.

De acordo com Xavier (2006), a explicagdo 0os menores sinais isotopicos nas
camadas superficiais pode ser atribuidos a morte das raizes que ocorre de um ciclo para
0 outro e ao fato de que as raizes das soqueiras tenderem a ser mais superficiais. A
decomposicdo das raizes pode favorecer a entrada de N proveniente da FBN nas camadas
superficiais do solo. Schultz et al. (2012) verificaram que este acréscimo nos valores de
3N em profundidade pode resultar no aumento nos valores de §°N nas folhas bandeira
da cana-de-acUcar, se 0s beneficios proporcionados pelo inoculante a cana estiverem

associados ao aumento do sistema radicular da cultura.

4.3 Abundancia natural de °N, produtividade e variaveis tecnolégicas em cana-de-
acucar cultivada sob diferentes niveis de adubacéo nitrogenada no semiarido

As doses crescentes de nitrato de amdénio ndo resultaram em diferenca
significativa nos valores médios de 5°N da cana e das plantas de referéncia indicando a
auséncia da FBN. Como todos os tratamentos receberam pelo menos 100 kg ha™ de N, a

populacdo de bactérias diazotréficas pode ter sido reduzida (tabela 15).
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Polidoro (2001) em levantamento em varias regides canavieiras do Brasil concluiu
que doses elevadas de N-fertilizante fazem com que haja diminui¢cdo na populacdo de
bactérias Perin et al (2004) estudaram a diversidade da populacdo de Gluconacetobacter
diazotrophicus em cultivares de cana-de-acuUcar cultivadas na Bahia que receberam 82 kg
ha* no plantio e 202 kg ha* e verificaram que a aplicacdo de doses altas de N diminuiu
a diversidade de Gluconacetobacter diazotrophicus. Schultz (2012) considerou a
possibilidade de que a FBN funciona de forma complementar & disponibilidade de N do
solo.

Em relacdo a média de N-total (%N), § *3C, e relagio C/N os valores de N-total
ficaram de 0,88% a 0,93% sem diferencas significativas.

Tabela 15 - Valores médios de 85N (%), %N, & *C, %C e relagdo C/N em folhas +3 (folhas verde) na

cana-soca da variedade VAT 90-212 e em plantas de referéncia cultivadas na dose padrdo (143 kg ha't)
e em doses crescentes de N aos 7 meses ap0s a 22 rebrota na Usina Agrovale (Juazeiro, Bahia).

35N (%) %N 8 B3C(%o) %C CIN
Referéncias 9,26 A 1,66 A -20,44 A 36,87 B 2490 B
Dactilotenium. aegyptium (L.) Pers. 1,66
Tratamentos

T1- 143 kg hal de N (27% de N) 894aA 088aB -1307aA 4344aA 4903aA
T2 - 100 kg hat de N (27% de N) 1021aA 091aB -1315aA 4262abA 46032 A
T3 - 150 kg hal de N (27% de N) 9,38aA 092aB -1306aA 4257abA 46,383 A
T4 - 200 kg ha* de N (27% de N) 10,20aA 093aB -13,06aA 4232bA 4569aA
T5 - 250 kg ha™ de N (27% de N) 925aA 093aB -1310aA 4219bA 4530aA

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
mailsculas comparam as doses crescentes de N com a média das plantas referéncia, letras mindsculas comparam as
doses crescentes de N entre si.

A relacdo C/N teve valores altos caracterizada provavelmente pela alta producéo
de fitomassa, variando de 45,3 (dose de 250 kg ha'de N) a 49,03 (143 kg ha'de N),
diferindo estatisticamente das plantas de referéncia. Em relacdo ao enriquecimento de
13C, ndo houve diferencas significativas nem entre doses ou entre as doses com as plantas
de referéncia. As porcentagens de carbono total da cana variaram de 42,2% a 43,4%,

acima da %C das plantas de referéncia.

A produtividade agricola e as variaveis tecnologicas da cana-de-agUcar estdo na
tabela 16. De forma geral, a produtividade agricola (TCH) e o agUcar total recuperavel
(ATR) ndo diferiram com as doses crescentes de N (tabela 17). Ja o rendimento industrial
(TPH), foi maior com a dose de 150 kg ha de N. apresentou o maior rendimento
industrial (TPH) médio.
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O rendimento e a producdo de acucar e de alcool da cana-de-acUcar irrigada
dependem da quantidade de &gua aplicada, do manejo de irrigacdo combinado com a
quantidade certa de adubacéo, da variedade, da idade do corte, do tipo de solo e do clima
(DANTAS NETO et al., 2003).

Prado & Pancelli (2006) trabalhando com nutri¢do nitrogenada e doses crescentes
de N na socaria também que ndo verificaram houve efeito significativo dos tratamentos
na qualidade tecnolégica dos colmos em relagdo as doses crescentes de N na primeira
soqueira.

Tabela 16 - Produtividade agricola (TCH) e indices tecnoldgicos da cana-de-agucar:
produtividade industrial (TPH), sacarose aparente (PCC%) e agUcares totais redutores (ATR) em

funcgdo das doses de N na variedade VAT 90-212 aos 7 meses apds a 22 rebrota na Usina Agrovale,
Juazeiro-BA.

Tratamentos TCH (t hal) PCC % ATR TPH
T1-143kgha'ldeN 152 14,58 145,11 22,17
T2-100 kg ha'de N 144 15,05 149,49 21,67
T3-150 kg hatde N 150 14,80 147,22 22,23
T4 - 200 kg ha de N 158 13,91 138,91 22,03
T5 - 250 kg ha! de N 153 13,28 133,04 20,39

Média 151 14,32 142,75 21,70
Teste F Blocos 1,47 ns 1,82 ns 1,79 ns
Teste F Tratamentos 0,98 ns 1,76 ns 1,74 ns

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade
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5 CONSIDERACOES FINAIS

1. Nos plantios comerciais, da EECAC quatro variedades de cana-de-acucar (RB931011,
RB962962, RB863129 e RB867515) estavam recebendo contribui¢des da FBN mas uma
néo estava (RB92579).

2. Nos plantios em Trapiche e Agrovale ndo se observou contribuicdo da FBN para
nenhuma variedade estudada. Em Serra Grande, as variedades SP78-4764 (cana-planta e
cana-soca), RB862962 e RB863129 (socaria) estavam recebendo contribuicdes da FBN.

3. Ocorreu enriquecimento 8*°N em profundidade em todos os locais estudados, 0 que
causou aumento da abundancia de §'°N nas plantas de referéncia e nas porcentagens de
nitrogénio derivado da atmosfera pela cana-de-agUcar nas variedades cultivadas na
EECAC e na Usina Trapiche.

4. A variedade VAT90-212 com doses crescentes de nitrato de amonio em condic¢des
irrigadas no Vale do Séo Francisco ndo se beneficiou com a FBN.

6. O aumento de doses de N nas condicdes de estudo da Usina Agrovale ndo influenciou
as variaveis envolvidas no estudo de abundancia natural de §*°N

7. O aumento de doses de N nas condigdes do estudo na Usina Agrovale ndo foi
significativa para as variaveis TCH, TPH, PCC e ATR
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