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RESUMO 

 
FUNDORA, Fernando Reynel Tellechea, M.Sc.; Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro; março de 2007; Fungos micorrízicos, bactérias 
diazotróficas endofíticas e fósforo no crescimento e acúmulo de nutrientes em 
mudas de cana-de-açúcar; Orientador: Prof. Marco Antonio Martins; Co-
orientador: Prof. Fábio Lopes Olivares. 
 

 

Conduziu-se um experimento em casa de vegetação com o objetivo de 

avaliar os efeitos das bactérias diazotróficas endofíticas dos fungos 

micorrízicos arbusculares (FMAs) e das doses de fósforo no crescimento 

e acúmulo de nutrientes de mudas de cana-de-açúcar, variedade 

RB72454. As mudas foram produzidas a partir de mini-toletes contendo 

apenas uma gema, que foram previamente submetidas à termoterapia 

(51 oC por uma hora). As mudas foram cultivadas em vasos de 4L, 

contendo como substrato uma mistura de solo (cambissolo) e areia na 

proporção de 1:2 (v/v), esterilizado em autoclave por duas vezes a 121o 

C. O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, 

em arranjo fatorial 3 x 3 x 3, sendo: três doses de fósforo: 0, 50, e 200 mg 

kg-1, duas espécies de fungos: Glomus clarum e Glomus etunicatum e 

sem micorriza; duas espécies de bactérias endofíticas: 

Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe PAL-5) e Herbaspirillum 

seropedicae (estirpe HRC54), e sem bactéria, com três repetições. As 

plantas foram coletadas 90 dias após transplantio. A inoculação das 

mudas com as bactéria G. diazotrophicus e H. seropedicae, na dose 0 mg 

kg-1, aumentou a biomassa seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR). 



 vii

Todavia, a maior produção de matéria seca foi obtida no tratamento sem 

bactéria na dose 200 mg P Kg -1 de solo. As bactérias endofíticas não 

proporcionaram aumentos nos conteúdos de N, P e K da parte aérea das 

plantas, entretanto, os conteúdos de Ca e Mg aumentam quando se 

inoculou as planta com as mesmas. Os FMAs não aumentaram a 

produção de MSPA e MSR, bem como os conteúdo de P, K, contudo, a 

inoculação com FMAs aumentou os conteúdos de N, Ca e Mg da parte 

aérea das plantas. As espécies de FMAs e adubação fosfatada 

influenciaram positivamente no estabelecimento endofítico no tecido 

radicular de cana-de-açúcar para G. diazotrophicus PAL5, o que não foi 

observado para H. seropedicae HRC54.  
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ABSTRACT 
 

FUNDORA, Fernando Tellechea: Agronomy Engineer, MS State university of 
North Fluminense Dancy Ribeiro; Marc 2007 Mycorrhizal fungi, diazotrophic 
endophytic bacteria and phosphorus on the growth and nutrient content in sugar 
cane. Supervisor: Prof. Marco Antonio Martins e Fábio Lopes Olivares 
 

An experiment under green house conditions was carried out to evaluate 

the effects of diazotrophic endophytic bacteria, arbuscular mycorrhizal 

fungi (AMF) and doses of phosphorus on the growth and nutrients 

accumulation in sugar cane, variety RB72454. The plants were produced 

from cane cutting contend only one axillary bud, that were previously 

submitted to heating treatment (51 oC for 1h). The sugar-cane plants were 

cultivated in pots of 4L, contend, as substratum a mixture soil and sand in 

the ratio of 1:2 (v/v), which was previously sterilized two times at 121oC. 

The experimental design adopted was random blocks in factorial 

arrangement 3 x 3 x 3: three doses of P (0, 50, and 200 mg kg-1); two 

species of fungi (Glomus clarum and Glomus etunicatum) and without 

micorriza; two species of endophytic bacteria (Gluconacetobacter 

diazotrophicus - PAL-5, and Herbaspirillum seropedicae - HRC54), and 

without bacterium, with three repetitions. The plants were harvested 90 

days after planting. The inoculation with G. diazotrophicus and H. 

seropedicae, at 0 mg P kg-1, increased the dry biomass of the shoots 

(DBS) and roots (DBR). However, the largest production of dry biomass 

was observed in the treatment without bacterium at 200 mg P kg-1. The 

endophytic bacteria did not increase the contents of N, P and K of the 

aerial part of the plants, however, the contents of Ca and Mg was 



 ix

increased when the plants were inoculated. The inoculation with AMF did 

not increase the DBS and DBR production, as well as the content of P, K, 

however, the inoculation with AMF increased the content of N, Ca and Mg 

of the shoot plants. The species of AMF and P fertilization influenced 

positively in establishment of G. diazotrophicus PAL-5 in the root tissues 

of plants, what was not observed for H. seropedicae HRC54. 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

A cana-de-açúcar é uma cultura de grande importância para a economia 

de muitos países. No Brasil é a quinta cultura mais plantada, não só para a 

produção de açúcar como também de álcool combustível, sendo importante fonte 

de energia renovável, aspecto relevante quanto à questão de sustentabilidade 

ambiental. Sua exploração começou na época da colonização e hoje está 

presente em várias regiões do país, sendo uma das principais atividades 

agrícolas da Região Norte Fluminense. 

Segundo dados do IBGE (2006), o Brasil possuía, em 2004, 5.633.700 ha 

de cana-de-açúcar, com produtividade média em torno de 74 ton. ha-1, com 

variações médias entre os Estados Brasileiros de 32,1 a 81,7 ton. ha-1, o que é 

muito baixo quando se compara ao potencial da cultura, que pode chegar a 200 

ton. ha-1 (França et al., 2004). A área plantada de cana-de-açúcar no Brasil nos 

últimos 10 anos aumentou em aproximadamente 29%, enquanto, a produtividade 

média aumentou apenas 9,6%. 

Cita-se a qualidade das mudas como um fator principal para as baixas 

produtividades obtidas, pois ela influencia na percentagem de sobrevivência, na 

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

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

da vegetação invasora, reduzindo os custos dos tratos culturais (Suárez et al., 

2003). 

Dentre os manejos das mudas, o tratamento hidrotérmico é fundamental 

para um cultivo mais saudável e com redução de incidência, especialmente, da 

doença causada pela bactéria Leifsonia xily subsp. xily (Lxx), que causa o 
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raquitismo das soqueiras (RSD). Essa doença é a que mais afeta a cana-de-

açúcar no mundo, causando perdas de até 50% em cultivares suscetíveis em 

condições favoráveis à interação hospedeiro-patógeno (Ricaud e Ryan, 1989; 

Davis et al., 2000). 

O tratamento hidrotérmico, entretanto, pode promover prejuízos, afetando 

microrganismos benéficos como bactérias fixadoras de nitrogênio e fungos 

micorrízicos e suas interações (Gillaspie e Teakle, 1989). Assim, é necessário a 

reintrodução desses microrganismos, obtendo uma muda mais sadia e com 

menor investimento, como a aplicação de menores quantidades de fertilizantes 

químicos. 

As bactérias endofíticas são organismos que se caracterizam pela 

associação íntima com plantas hospedeiras, despertando grande interesse 

agronômico. Na cultura da cana-de-açúcar vários estudos têm demonstrado a 

presença de diferentes espécies de bactérias no interior das raízes, colmos e 

folhas (Olivares et al., 1996; Döbereiner et al., 1993; Reis et al., 1993), sendo que 

algumas dessas bactérias endofíticas são capazes de fixar o nitrogênio 

atmosférico e promover o crescimento vegetal, atuando sobre o metabolismo das 

plantas de uma maneira positiva, induzindo a produção de fitormônios e outros 

metabólicos (Baldani et al., 1999). 

A micorrização, através de seu efeito físico, na extensão do sistema 

radicular e dos efeitos fisiológicos de utilização de fósforo pela planta, representa 

um importante mecanismo para a maximização da eficiência de fertilizantes 

fosfatados (Andreola et al., 1985). Estudos realizados por Salas (2002), e Paula et 

al. (1992) com culturas de trigo e cana-de-açúcar, respectivamente, 

demonstraram que a inoculação de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) com 

bactérias diazotróficas endofíticas podem aumentar o crescimento e os teores de 

nutrientes nas plantas, com incrementos em sua matéria seca total, pois o fungo 

aumenta a colonização pelas bactérias. 

É de se esperar que com a crise econômica e poluição ambiental, esse 

estudo venha contribuir para a utilização mais racional dos adubos químicos e 

buscar técnicas que aumentem a sua absorção e maior aproveitamento dos 

mesmos o que é extremamente importante (Reis et al., 1999). 

Nesse contexto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar os efeitos 

da interação de bactérias diazotróficas endofíticas, fungos micorrízicos 
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arbusculares e doses de fósforo no crescimento e acúmulo de nutrientes em 

mudas produzidas a partir de mini-toletes de cana-de-açúcar, variedade 

RB72454, após o tratamento térmico. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Origem, evolução e classificação botânica da cana-de-açúcar.  

 

Segundo Junqueira (2006), admite-se que a cana-de-açúcar é originária 

da Nova Guiné, conhecida como uma planta silvestre e ornamental. Da Nova 

Guiné, a cana-de-açúcar foi se disseminando em várias linhas do sul do Oceano 

Pacífico, na Indochina, no Arquipélago da Malásia e em Bengala, sendo certo o 

seu aparecimento como planta produtora de açúcar na Índia tropical. 

No mundo, a cana-de-açúcar é cultivada predominantemente em áreas 

subtropicais, entre 15o e 30o de latitude, mas pode se estender até 35o de latitude, 

tanto norte, quanto sul. Ela é produzida comercialmente em mais de 70 países e 

territórios, sendo os maiores produtores o Brasil, Cuba, Índia, México, China, 

Filipinas, Austrália, África do Sul, Estados Unidos da América e República 

Dominicana (Castro e Kluge, 2001). 

No Brasil, Martim Afonso de Souza, em 1533, fundou na Capitania de 

São Vicente, próximo à cidade de Santos - SP, o primeiro engenho (Engenho São 

Jorge dos Erasmo) para produzir açúcar, com mudas de cana oriundas da Ilha da 

Madeira. Já em 1584, havia no Brasil cerca de 115 engenhos funcionando, graças 

ao esforço de 10.000 escravos, que produziam mais de 3000 t. ano-1 (Junqueira, 

2006). O Brasil é o maior produtor mundial de açúcar, destacando-se os Estados 

de São Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Pernambuco, Alagoas e Paraíba 

(Anuário Brasileiro, 2005). 

A variedade de cana-de-açúcar que predominou no primeiro século foi a 

variedade Creola, que mais tarde foi substituída pela Caiana, mais produtiva e 

rica em sacarose. Com o passar do tempo, novas variedades foram sendo 
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introduzidas como a Roxa, a Salangor, a Lousier e a Kavangire. Essas variedades 

foram substituídas devido a uma epidemia de mosaico na década de 20, abrindo 

espaço para entrada das variedades Japonesas (POJ) e mais tarde das 

variedades importadas de Coimbatore (Co), na Índia (Benites, 2004). A partir dos 

anos 50, as variedades produzidas pelo Instituto do Álcool e Açúcar (IAA), atual 

UFRRJ, Campus Leonel Miranda, Campos dos Goytacazes-RJ, passaram a ser 

amplamente cultivadas nos canaviais Brasileiros (Matsuoka, 2000). 

As variedades são classificadas pela origem de sua obtenção, pelo ano 

do cruzamento e pelo número do indivíduo, como por exemplo: RB72454, 

(República do Brasil, ano de 1972, plantas novas nº 454). Essa variedade foi 

obtida pelo PLANALSUCAR, Programa de Melhoramento da Cana-de-Açúcar do 

extinto Instituto do Açúcar e do Álcool e continuado pelo Centro de Ciências 

Agrárias, da UFSCar, em Araras (Catalogo RB, 2005). 

A variedade RB72454 (Figura 1) é a mais plantada na região Norte 

Fluminense. Dentro de suas características botânicas pode-se citar: colmos 

eretos, empalhados, de diâmetro médio e de cor verde clara, com manchas de 

cera escurecidas; entrenós médios, alinhados em leve ziguezigue; gemas 

ovaladas, pequenas, com almofada estreita; capitel médio, com folhas dispostas 

em forma contorcida, de largura e comprimento médios, as novas espigadas, 

podendo apresentar-se dobradas nas pontas e as inferiores curvadas no terço 

inferior; uma só aurícula, lanceolada, de tamanho médio; bainha esverdeada, mas 

com áreas arroxeadas. (Catalogo RB, 2005).  Resistente a pragas e doenças, 

sendo alta a resistência à escaldadura-das-folhas, ferrugem; resistência 

intermediária ao carvão, mosaico, estrias vermelhas, podridão vermelha e broca. 

A cana-de-açúcar pertence à divisão Magnoliophyta, classe Liliopsida, 

subclasse Commilinidae, ordem Cyperales, família Poaceae, tribo Andropogonae 

e sub-tribo Sacharininae (Castro e Kluge, 2001). A classificação botânica das 

espécies mais aceitada é a de Jeswiet, desde 1925 (Matsuoka, 2000; Castro e 

Kluge, 2001), mostrada a seguir. 

Saccharum officinarum L(2n=80: admite-se que essa espécie tenha 

surgido a partir da S. spontaneum, Miscanthus e Erianthus arundinaceus, 

passando por a S. robustum. É a espécie base dos programas de melhoramento, 

com características especiais, como colmos suculentos, bom teor de sacarose, 
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pureza do caldo e teor de fibra. São exigentes em clima e solo e muito sensíveis a 

doenças, como “mosaico”. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Variedade RB 72454 
Fonte: Catalogo RB (2005)  

 

Saccharum spontaneum L. (2n=40-128): é uma espécie altamente 

polimórfica que cresce no trópico e sub trópico. 

Saccharum robustum Jesw (2n=60-205): Supõe-se que essa espécie 

originou-se da introgressão de S. spontaneum com outros gêneros na região de 

Nova Guinea. Admite-se que a partir desta espécie é que a S. officinarum evoluiu, 

por meio de seleções humanas a procura de tipos mais macios e ricos em caldo 

açucarado. 

Saccharum sinense Roxb (2n=111-120) e Saccharum. barberi Jesw 

(2n=81-124): Eram espécies cultivadas pelos nativos da China e do Norte da 

Índia. 

Saccharum edule (2n=60-80): é considerada atualmente um produto da 

introgressão da espécie Saccharum officinarum ou da Saccharum robustum com 

outro gênero, sendo uma série de poliplóides, que se caracterizam pela produção 

de inflorescência intumescida com flores abortivas e que são utilizadas na 

alimentação humana. 
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2.2. Fungos micorrízicos arbusculares (FMAs)  

 

A capacidade de as raízes das plantas estabelecerem relações 

simbióticas mutualístas com certos fungos do solo é um fenômeno generalizado 

na natureza, essas relações são conhecidas como micorrizas (Silveira, 2002).  

O termo micorriza foi inicialmente proposto pelo botânico alemão Albert 

Bernard Frank, em 1885, originando-se da combinação de duas palavras, sendo a 

primeira do Grego “mikés”, que significa fungo, e a segunda do Latim “rhiza”, que 

significa raízes, para descrever as associações mutualístas entre as raízes da 

maioria das plantas vasculares e fungos do solo (Smith e Read, 1997).  

Mais de 6.000 espécies de fungos de solo são capazes de formar 

micorrizas com 240.000 espécies de plantas (Bonfantes-Fasolo e Perotto, 1992). 

O gênero Glomus é o mais diverso, apresentando cerca de 55% das 

espécies descritas. O gênero Gigaspora com 4% das espécies descritas. 

Com base nas características morfológicas e anatômicas, as micorrizas 

podem ser divididas em três grandes grupos: as ectomicorrizas, as 

ectendomicorrizas e as endomicorrizas, sendo essa última mais abundante 

(Ginzberg et al., 1998). 

Os fungos micorrízicos arbusculares são simbiontes obrigatórios de mais 

de 80% das plantas vasculares na maioria dos ecossistemas (Ginzberg et al., 

1998). A planta, por meio da fotossíntese, fornece fotoassimilados para o 

metabolismo do fungo, enquanto o fungo proporciona melhor condição para a 

absorção de nutrientes do solo, garantindo assim a sobrevivência de ambos os 

simbiontes (Marschner e Dell, 1994). 

A penetração do fungo e seu estabelecimento nas raízes do hospedeiro 

envolvem uma seqüência complexa de eventos, os quais resultam na 

diferenciação das hifas intercelulares terminais em arbúsculos (Bonfantes-Fasolo 

e Perotto, 1992). Os arbúsculos são envoltos por uma membrana plasmática 

vegetal diferenciada e tem papel fundamental na transferência bi-direcional de 

nutrientes entre os simbiontes (Bonfantes-Fasolo e Perotto, 1991). 
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A classificação taxonômica dos FMAs é mostrado na figura 2 

 

 
Figura 2. Classificação taxonômica dos fungos micorrízicos arbusculares (INVAM, 

2006). 
 

O período de vida de um arbúsculos é de 5 a 10 dias, sendo que após 

esse período ele colapsa e se descompõe, deixando a célula funcional capaz de 

ser infestada novamente (Alexander et al., 1988). Algumas espécies de fungo 

também formam estruturas chamadas vesículas, as quais têm como função o 

armazenamento de lipídeos (Smith e Gianinazzi-Pearson, 1988). 

De modo geral, o estabelecimento desta simbiose resulta em diversos 

benefícios para a planta hospedeira como: a redução da suscetibilidade a certos 

patógenos (Dehne, 1982), tolerância ao estresse hídrico (Al-Karaki e Al-Raddad, 

1997), alteração da capacidade fotossintética da planta (Huat et al., 2002), maior 

estabilidade dos agregados no solo (Nóbrega et al., 2001), tolerância a excesso 

metais pesados (Khan et al., 2000), incremento nas concentrações de 

aminoácidos na parte aérea (Takahashi, 2005). 

Entretanto, o principal benefício do fungo para a planta hospedeira está 

associado a uma maior absorção de nutrientes, através da extensão do sistema 

radicular via hifas do fungo, que proporcionam aumento da área da superfície de 

contato com o solo, favorecendo a maior absorção de nutrientes como: fósforo 

(Freitas et al., 2006; Hardoim, 2006; Takahachi, 2005; Salas, 2002; Schiavo e 

Martins, 2002; Pralon e Martins, 2001; Bressan et al., 2001; Pfeffer et al., 1999; 

Smith e Read, 1997), zinco, cobre(Marschner e Dell, 1994) e também nitrogênio e 

potássio (Gupta et al., 2002). 
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2.3 . Adubação fosfatada e FMAs em cana-de-açúcar 
 

O P influencia na brotação, desenvolvimento radicular e elongação dos 

colmos. É fundamental no metabolismo das plantas, desempenhando papel 

importante na transferência de energia na célula via os processos de respiração e 

fotossíntese (Marschner, 1995), Sendo componente chave de moléculas como 

ácidos nucléicos, fosfolipídios, ATP e açúcares (Schachtman et al., 1998; Grant et 

al., 2001). A energia contida no ATP é utilizada nos processos de síntese de 

vários compostos orgânicos como amido, gorduras e proteínas. A presença de 

fosfato é necessária para a síntese de compostos fosforilados e a falta deste 

nutriente causa distúrbios imediatos no metabolismo e no desenvolvimento das 

plantas (César et al., 1993).  

A maior parte de P no solo chega até as raízes da planta por difusão, um 

processo lento e de pouca amplitude, dependendo da umidade, que geralmente é 

considerada um dos fatores mais limitantes na absorção de P pelas plantas 

(Grant et al., 2001). 

O efeito do P sobre a cana-de-açúcar depende em primeira instância do 

conteúdo e forma assimiláveis no solo. Outro fator importante é a reação do solo, 

sendo de maior efeito quando o pH em água é menor que 5,0. As doses 

recomendadas de P2O5 varia entre 0 e 15 kg ha-1 em solos de alto e muito alto 

conteúdo de P assimiláveis e entre 25 e 60 kg ha-1 em solo de baixo e médio 

(Cuéllar et al., 2002). 

A extração de fósforo pela cana-de-açúcar em termos de quantidades 

necessárias para produzir 100 t ha-1 de colmo é equivalente a 19 kg ha-1 (Orlando 

Filho, 1983). Também verifica-se que a deficiência de P nos dois primeiros meses 

de idade diminuiu a atividade fotossintética da cana-de-açúcar mais do que a 

deficiência de N ou K. 

Teoricamente, o fósforo tem um papel importante na formação de 

sacarose quando o composto glucose-1-fosfato junta-se com frutose para formar 

a sacarose (Alexander 1973). Porém, os estudos de Orlando Filho e Zambelo 

Júnior (1980), Silva (1983), Korndorfer (1990), Pereira et al. (1995) não 

demonstraram resposta positiva à adubação fosfatada com relação ao acúmulo 

de sacarose, ou seja, não ocorreram aumentos na produção de açúcar por área.  

Os FMAs são reconhecidos pelo benefício considerável que promovem 

às plantas hospedeiras. Especialmente onde a disponibilidade de nutriente é 



 10

baixa, podem ocasionar aumento no crescimento das plantas, particularmente em 

solos de baixa fertilidade, substituindo em parte os fertilizantes fosfatados e 

aumentando a eficiência das adubações (Goh et al.,1997).  

Poucos estudos sobre micorrização em cana-de-açúcar tem sido 

realizados, principalmente em virtude da sua baixa dependência micotrófica 

(Siqueira e Franco, 1988). Sendo uma gramínea de ciclo logo, os efeitos da 

inoculação com fungos micorrizos arbusculares (FMAs) muitas vezes não podem 

ser avaliados em experimentos de curta duração em casa de vegetação, onde os 

fatores climáticos são controlados. Entretanto Andreola et al. (1985) em estudo 

avaliando o efeito de seis espécies de FMAs sobre o desenvolvimento de três 

variedades de cana-de-açúcar, demonstraram que a mesma pode ser beneficiada 

em seu crescimento pela presença de fungos micorrízicos e sua eficiência varia 

de acordo com a espécie de fungo e variedade de cana-de-açúcar.  

Existem vários relatos sobre como os FMAs aumentam a absorção de 

vários nutrientes, especialmente os poucos móveis no solo, como P, Zn e Cu. As 

pesquisas enfatizam a necessidade de se obter variedades mais eficientes na 

utilização de nutrientes e que sejam responsivas a micorrização, garantindo a 

maior produção possível (Manske et al., 1995). 

O P, principal nutriente favorecido pela micorrização, em solos de baixa 

fertilidade, apresenta maior resposta do que em solos com altas concentrações de 

P, pois essas podem inibir a colonização micorrízica em plantas hospedeiras 

(Saggin e Siqueira, 1996). 

A diversidade das espécies e a ocorrência generalizada dos FMAs têm 

sido relatadas em diversas culturas, observando que a cana-de-açúcar apresenta 

maior diversidade de espécies, que são influenciadas por fatores ambientais 

como temperatura, umidade e adubação mineral ou orgânica (Siqueira et al., 

1989; Andreola, 1982) 

Outro estudo da diversidade de FMAs, realizado por Reis et al. (1999) em 

canaviais localizados no Estado de Rio de Janeiro e Pernambuco, mostrou que a 

adoção da queima do palhiço nos canaviais por ocasião da colheita diminuiu o 

número de esporos no solo e a diversidade dos FMAs. As espécies 

predominantes nos canaviais amostrados foram: Acaulospora sp., Scutelospora 

heterogama, Glomus etunicatum, Glomus occultom e Gigaspora margarita.     



 11

Takahachi (2005), avaliando a colonização intra-radicular de Glomus 

Clarum em raízes de cana-de-açúcar em duas doses de P concluiu que, em 

baixas concentrações de P (20 mg kg-1) a porcentagem de colonização era alta, 

2,1 vezes maior, comparada com a dose de P (200 mg kg-1) com oito semanas 

após transplante. Já com 12 semanas após transplante, a porcentagem de 

colonização era de 5,5 vezes maior que em doses de 200 (mg kg-1) de P no solo. 

Hadomim (2006), avaliando a formação de micorrizas arbusculares e 

análises de transcritomas em raízes de cana-de-açúcar colonizada por Glomus 

clarum em presença de herbicidas, relatou que a taxa de colonização por G. 

clarum foi dependente das doses de P, sendo que as plantas cultivadas com 

baixo P (20 mg kg-1) apresentaram colonização intra-radicular duas vezes maiores 

que as cultivadas com alto P (200 mg kg-1), bem como uma maior biomassa de 

raiz e parte aérea em plantas cultivadas com alto P. 

 

2.4. Fixação biológica de nitrogênio em cana-de-açúcar por bactérias diazotróficas 
endofíticas. 

 
O nitrogênio (N) exerce grande influência no crescimento da cana-de-

açúcar no aumento do número de colmos, sendo o elemento mais utilizado na 

cultura (Cuéllar et al., 2002).  

O N é o constituinte essencial das proteínas, ácidos nucléicos, clorofila e 

outros compostos orgânicos (Cuéllar et al., 2002). O papel do nitrogênio quase se 

confunde com o da própria bioquímica das plantas, sendo que cerca de 80 a 90% 

do N absorvido pelas plantas devem passar para a forma orgânica, ou seja, 

reduzidos a NH4
+. Esse processo redutor envolve a enzima redutase de nitrato, 

que contém fósforo, ferro e molibdênio. O NH4
+ produzido fará parte dos 

aminoácidos elaborados pela planta em reações catalisadas por várias enzimas e 

magnésio (Epstein, 2006). 

A necessidade de N pela cana-de-açúcar é crucial no período de 

formação da cultura, que vai do período imediatamente após a germinação até o 

fechamento do canavial, o que ocorre normalmente entre os 3 a 5 meses 

(Dillewijn, 1952)  

Orlando Filho (1983), considera que a ordem da extração de nutrientes 

pela cana-de-açúcar necessária para produzir 100t de colmo é de (kg.ha -1 ): 174 

de K, 143 de N, 87 de Ca, 49 de Mg e 19 de P. 
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De acordo com Raij et al. (1997), a faixa de teores de macronutrientes 

considerada adequada para a cana-de-açúcar é igual a: 18-25; 1,5-3,0; 10-16; 

2,0-8,0; 1,0-3,0; 1,5-30 g kg-1, respectivamente para N, P, K, Ca, Mg, S.  

Estudos realizados no Brasil mostram que a cultura de cana-de-açúcar 

produz 100 t. de colmo ha-1 no primeiro ciclo, acumula de 150 a 200 Kg de N ha-1 

(Orlando, 1980; Sampaio et al., 1984), e, no segundo corte, esse valor é de 

aproximadamente 100 a 180 Kg de N ha-1. Após a colheita uma pequena parte 

deste N permanece no campo, devido à queima da palha e à baixa quantidade de 

N que permanece nas cinzas. Com isso, se espera que as reservas de N no solo 

diminuam com o tempo. No entanto, isso não ocorre, pois os solos cultivados com 

cana-de-açúcar geralmente conservam sua fertilidade nitrogenada. 

Estas observações levaram vários pesquisadores a suspeitarem que 

pudesse existir uma contribuição da fixação biológica de nitrogênio (FBN) sobre 

esta cultura. No final da década de 50, através de estudos com bactérias 

fixadoras de nitrogênio em plantações de cana-de-açúcar no Estado do Rio de 

Janeiro, observou-se à existência destas bactérias no solo próxima às raízes 

(Döbereiner, 1959). Porém, por falta de técnicas apropriadas não foi determinada 

na época qual a contribuição de N desta bactéria para a cultura. Na década de 70 

começou a ser possível, através de novas técnicas, tais como, a utilização de 

marcadores (N15), saber se o nitrogênio é proveniente do solo ou fixado 

biologicamente do ar e comprovar a existência de bactérias fixadoras de 

atmosférico. 

Em estudos realizados na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA)/Centro Nacional de Pesquisas de Agrobiologia (CNPAB), encontrou-

se quantidades de fixação biológica de nitrogênio associado à variedade CB 47-

89, que havia acumulado mais de 150 Kg de nitrogênio ha-1, resultante dos 

microrganismos associados às plantas (Lima et al., 1987). Paralelos a este 

resultado, Cavalcante e Döbereiner (1988) e Gillis et al. (1989) descobriram uma 

nova bactéria fixadora de nitrogênio N2 atmosférico, denominada Acetobacter 

diazotrophicus. Essa foi a primeira espécie do gênero Acetobacter descoberta, 

capaz de fixar N2 atmosférico. 

A contribuição da fixação biológica de nitrogênio (FBN), associada à 

cultura de cana-de-açúcar, foi quantificada nos estudos feitos por Urquiaga et al. 

(1992), através do balanço de N e diluição isotópica de N15. Esses resultados 
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mostram que cerca de 70% do nitrogênio acumulado no vegetal era proveniente 

deste processo biológico de redução química de N2 da atmosfera em uma forma 

assimilável pela planta. Isto significa que, mesmo em solos pobres, pode ser 

suficiente para alcançar produções três vezes maiores que a média atual no 

Brasil, que é de 54 ton ha-1. Para tal, deve-se fornecer todos os outros nutrientes 

essenciais, de acordo com a análise do solo, além da aplicação de Mo (que 

participa da síntese da enzima nitrogenase e está presente nas bactérias 

diazotróficas) e irrigação. 

A FBN é considerada como o principal fator responsável pelo balanço 

energético positivo na produção de combustível biológico. Estudos mostram que a 

inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas em plantas micropropagadas de 

cana-de-açúcar apresenta aumentos de 20 a 30% de N na planta (Oliveira et al., 

2000). 

Cavalcante e Döbereiner (1988) foram os primeiros a isolar a partir de 

cana-de-açúcar uma bactéria capaz de fixar nitrogênio com alta tolerância à 

acidez. Além de crescer e fixar nitrogênio em uma ampla faixa de pH entre 3,0 e 

6,0 esse microrganismo também tolera altas concentrações de açúcar (até 30%) e 

a presença de altos níveis de nitrato (25 mM) não inibe a expressão da atividade 

da nitrogenase (Stephan et al., 1991). Inicialmente denominada Saccharobacter 

nitrocaptans (Cavalcante e Döbereiner, 1988), essa bactéria foi reclassificada 

como Acetobacter diazotrophicus, nova espécie dentro do gênero Acetobacter 

com base em estudos fenotípicos, taxonômicos e de hibridação DNA-rRNA e 

DNA-DNA (Gillis. et al., 1989). Anos depois foi validada a renomeação de 

Acetobacter, diazotrophicus para um novo gênero Gluconacetobacter, com base 

no tipo predominante de ubiquinona produzida-Q10- e na seqüência de 16S 

RDNAr (Yamada et al., 1997). 

Gluconacetobacter diazotrophicus são bastonetes retos com 

extremidades arredondadas com dimensões de 0,7 x 0,9 x 2,0 µm, móveis, 

contendo flagelos laterais ou peritráqueos. As colônias apresentam pigmento 

marrom em placas de meio de cultivo batata P (contendo alto teor de açúcar) e 

alaranjada em meio LGIP, contendo azul de bromotimol (Döbereiner et al., 1995). 

A temperatura ótima de crescimento e fixação de N2 é de 30 0C e o pH inicial para 

o crescimento é de 5,5 - 6,0. G. diazotrophicus não cresce em pH 7,0 e não é 

capaz de produzir H2S a partir de L-cisteína (Gillis et al., 1989). 
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Apesar de outras bactérias diazotróficas terem sido encontradas na 

cultura de cana-de-açúcar, o alto número (106) em que G. diazotrophicus tem sido 

encontrada e o seu caráter endofítico têm feito com que diversos autores 

considerem este diazotróficus como um dos principais responsáveis pelos altos 

níveis de FBN observado em canaviais (Dong et al., 1994; Döbereiner et al., 

1995). G. diazotrophicus tem sido isolado a partir de raízes, colmos e folhas de 

cana-de-açúcar de diversas regiões do Brasil, Austrália, México, África do Sul e 

Cuba (Cavalcante e Döbereiner, 1988). 

Outra bactéria endofítica de grande importância pertence ao gênero 

Herbaspirillum, fazendo parte das bactérias endofíticas obrigatórias. 

Herbaspirillum spp. são bactérias gram negativas, em formato de bastonetes 

curvos, fixadoras de nitrogênio em condições de microaerofília. São conhecidas 

duas espécies do gênero capazes de fixar N2, H. seropedicae e H. 

rubrisubalbicans, muito semelhantes e podem ser identificadas por algumas 

fontes de carbono (Olivares et al., 1997). 

A bactéria H. seropedicae teve sua primeira descrição feita por Baldani et 

al. (1986a), Até então considerada um leve patógeno em algumas variedades de 

cana-de-açúcar, afeta pouco as variedades comerciais brasileiras (Pimentel et al., 

1991).  

Representantes do gênero Herbaspirillum são microaerofílicas, toleram 

drásticas mudanças no pH (5,3 - 8,0) e uma concentração de oxigênio maior que 

as espécies de Azospirillum (Bandani et al., 1986), que também são bastante 

semelhantes entre si, podendo, as mesmas, serem diferenciadas através do uso 

preferencial de duas fontes de C,N-acetil glucosamida e meso-eritritol. A espécie 

H. seropedicae é capaz de usar N-acetil-glucosamina como única fonte de C. As 

duas espécies podem ser também separadas através do uso de sondas de 

oligonucleotídeos (Döbereiner et al., 1995). 

 H. seropedicae tem sido isolada de muitas gramíneas, tais como: Milho, 

sorgo, arroz, cana-de-açúcar e várias espécies forrageiras crescidas no Brasil 

(Baldani et al., 1986a). Sua disseminação ainda não é clara, podendo ocorrer 

através da propagação vegetativa, como no caso de A. diazotrophicus em plantas 

de cana-de-açúcar ou por sementes. A disseminação por propagação vegetativa 

foi confirmada pela presença de bactérias em plantas de cana-de-açúcar 
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originadas por processos de micropropagação, nos quais o meristema apical foi 

cuidadosamente extraído (Olivares et al., 1996). 

A descoberta de diazotróficos endofíticos, que colonizam um número 

elevado de raízes, colmos e folhas de cana-de-açúcar e outras gramíneas, mudou 

o conceito de associações rizosféricas. Essa descoberta permitiu explicar grande 

potencial da contribuição dos diazotróficos para o suprimento de nitrogênio às 

culturas de cana-de-açúcar, pois em certas variedades dessa planta, a fixação de 

nitrogênio por essa bactéria pode ser suficiente para suprir três vezes a média 

atual da produtividade brasileira (60 ton ha-1), desde que os demais nutrientes e 

água não sejam fatores limitantes (Franco e Döbereiner, 1994; Canuto et al., 

2003; Marques et al., 2003; Olivares et al., 2006; Silva et al,. 2006)  

 

2.5. Interação entre fungos micorrízicos arbusculares e bactérias diazotróficas 

endofíticas 

 

A presença de bactérias isoladas de esporos de fungos micorrízicos tem 

sido reportada ao longo dos anos (Varma et al, 1981; Li e Huang, 1987; Li e 

Castellano, 1987; Bianciotto et al., 1996). Esses autores descreveram a 

localização de uma bactéria pertencente ao gênero Burkholderia dentro do 

citoplasma da micorriza arbuscular Gigaspora margarita.  

A transmissão de bactérias diazotróficas para plantas pode estar 

relacionada à presença de FMAs, como demonstrado por Paula et al. (1991). 

Segundo estes autores, as bactérias estão presentes em esporos de fungos 

micorrízicos, mas ainda se desconhece sua função. Além disso, também foi 

detectada a presença de várias bactérias diazotróficas em esporos de Glomus 

clarum. 

Inoculação de esporos esterilizados de FMAs e A. diazotrophicus ou uma 

mistura de diazotróficos, incluindo G. diazotrophicus, Klebsiella e outros, foi 

realizada em plantas de sorgo sacarino, batata doce e cana-de-açúcar. Com a 

inoculação de ambos os microrganismos, o número de diazotróficos dentro das 

raízes esterilizadas superficialmente de batata doce e de cana-de-açúcar foi 

significativamente maior quando comparado aos tratamentos que não houve 

inoculação ou somente inoculação de diazotróficos (Paula et al., 1991). 
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Paula et al. (1993) e colaboradores fizeram um levantamento da 

ocorrência da bactéria associada aos esporos de FMAs na cultura da batata doce, 

colhidos a partir de plantios comerciais, e verificaram que além dessa espécie, 

Klebisiela sp. e A. lipoferum também estavam presente nos esporos lavados ou 

mesmo desinfestados superficialmente.  

Reis et al. (1999), trabalhando com cana-de-açúcar, demonstraram que a 

bactéria diazotrófica endofítica Acetobacter diazotrophicus estava presente em 

amostras colhidas a partir de raízes e nos esporos de FMAs nativos e lavados 

com água estéril. 

Isopi et al. (1995) avaliaram o efeito de FMAs e G. diazotrophicus em 

plantas de sorgo e verificaram que as bactérias diminuíram a porcentagem de 

colonização  micorrízica, entretanto, os fungos micorrízicos aumentam a infecção 

por diazotróficos nas raízes, colmos e folhas. O teor de N também aumentou nas 

plantas, especialmente na presença de ambos os microrganismos, os quais 

também interferiram no tamanho das raízes que se tornam mais comprimidas e 

ramificadas.  

Os possíveis mecanismos da interação entre FMAs e bactérias 

diazotróficas endofíticas pode ser devido ao fato de que durante o processo de 

penetração das hifas infectivas pode ocorrer maior exudação de nutrientes pela 

planta, acelerando o crescimento de bactérias diazotróficas (Paula et al., 1991). 

Os efeitos benéficos propiciados pela interação também podem ser devido ao 

incremento na absorção de P pelas plantas micorrizadas, propiciando melhores 

condições para o estabelecimento da associação com diazotróficos, o que 

representa alto custo energético (Pacovsky, 1989). 

Também na cultura de trigo foi confirmado que os fungos micorrizos são 

agente transmissor de bactérias diazotróficas endofíticas (Vazque e Barea, 2000; 

Sala, 2002) 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, no Campus Leonel 

Brizola da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada 

no município de Campos dos Goytacazes - RJ (Latitude = 21° 19' 23”; longitude = 

41° 10' 40”; altitude = 14 m), no período de 04/05/2006 a 30/07/2006. Diariamente 

foram registrados os valores de temperatura máxima e mínima no interior da casa 

de vegetação. As temperaturas diárias máximas variaram de 34,5 a 24,3 0C, com 

médias de 29,4 0C e as temperaturas diárias mínimas entre 19,3 a 13,0C, com 

médias 16,4 0C. 

 

3.1. Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, em 

arranjo fatorial 3 x 3 x 3, sendo três doses de fósforo (0, 50, e 200 mg kg-1); duas 

espécies de fungos: Glomus clarum (Nicolson e Schenck) e Glomus etunicatum 

(Becker e Gerdemanm) e sem micorriza; duas espécies de bactérias endofíticas: 

Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe PAL-5) e Herbaspirillum seropedicae 

(estirpe HRC54 ) e sem bactéria, com três repetições. 

A unidade experimental foi composta por vaso plástico contendo 4 L de substrato 

e duas plantas por vaso. 

 

3.2. Características do substrato 

O substrato utilizado para produção das mudas foi composto por uma 

mistura de solo peneirado em malha de 2 mm e areia na proporção de 1:2 (v/v). 
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Após a mistura, o substrato foi esterilizado em autoclave por uma hora, duas 

vezes, a uma temperatura de 121oC, para a eliminação de possíveis FMAs e 

bactérias nativas do substrato.  

Tabela 1. Características químicas do substrato  
pH3 P1 K1 Ca2 Mg2 Al2 H+Al4 Na C MO S.B T t m V Fe Cu Zn Mn 

 Mg/dm3 Cmolc/dm3 % g/dm3- Cmolc/dm3 % Mg/dm3 

5,3 5 62 0,8 0,6 0,1 3,2 0,04 0,63 10,9 1,6 4,8 1,7 6 33 70,2 0,3 2,2 12,9 
1 Extrator Carolina do Norte; 3 pH – pH em H2O; 2 Extrator KCl 1N; 4 Extrator acetato de Cálcio 1N pH 7,0; S.B - Soma de 
Base; M - Saturação de Alumínio; T- CTC a pH 7; V - Saturação de Base; T - CTC Efetiva;  
MO - Matéria Orgânica 

 

Foram adicionados 103 mg kg-1 de K no substrato, utilizando como fonte 

o KCl e KH2PO4. As fontes de fósforo utilizadas foram KH2PO4 e NaH2PO4. Após 

a aplicação das doses de P (0, 50, 200 mg de P kg-1 de solo), os vasos foram 

umedecidos e incubados por um período de 40 dias.  

 

3.3. Preparo dos inóculos dos fungos micorrízicos 

 

O substrato utilizado para o preparo do inóculo consistiu em uma mistura 

de solo e areia na proporção de 1:2 (v/v). O mesmo foi esterilizado em autoclave 

por duas vezes, a uma temperatura de 121ºC, por uma hora, o qual foi colocado 

em vasos de cultivo com 4 dm3 de volume e inoculado com uma mistura de solo, 

contendo esporos e raízes colonizadas (50 g de inóculo) com o fungo de cada 

espécie a ser estudada: Glomus clarum (Nicolson e Schenck) e Glomus 

etunicatum (Becker e Gerdemanm). 

Para a multiplicação do inóculo, foram semeadas sementes de Brachiaria 

bryzantha, cuja superfície foi desinfetada com solução de 0,5% de hipoclorito de 

sódio, durante 15 minutos. Após a embebição, as mesmas foram lavadas com 

água esterilizada, por quatro vezes consecutivas. Após o plantio, os vasos foram 

mantidos em casa de vegetação por um período de quatro meses, depois as 

plantas de Brachiaria bryzantha foram podadas e os vasos foram tampados com 

jornal, sem irrigação, por um mês, para facilitar a esporulação dos fungos. 

Transcorrido esse período, os inóculos foram conservados em câmara fria a 4oC 

até a instalação do experimento. 

 

 

 

 



 19

3.4. Preparo dos inóculos das bactérias diazotróficas 

  

 Foram utilizadas as bactérias diazotróficas endofíticas pertencentes às 

espécies Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe PAL5), Herbaspirillum 

seropedicae (estirpe HRC54), oriundas da Coleção de Culturas da Embrapa 

Agrobiologia. (Tabela 1). 

 
Tabela 2- Origem e designação das estirpes de bactérias endofíticas diazotróficas 
utilizadas. 
 

Nome Científico Estirpe Origem Referências 

G. diazotrophicus PAL5(*)CNPAB 
49037 

Saccharum spp., raiz 
Pernambuco, Brasil 

Cavalcante e 
Döbereiner, 1988 

H. seropedicae HRC54 Saccharum spp., raiz 
Seropédica, RJ 

Baldani et al., 1996 

(*) BR (Coleção do CNPAB) 

 

Os inoculantes foram preparados a partir de colônias isoladas, crescidas 

em pré-inóculo em 5 mL de meio de cultivo líquido Dygs contendo (g L-1): glicose, 

2; ácido málico, 2; peptona bacteriológica, 1.5; extrato de levedura, 2; K2HPO4, 

0.5; MgSO4.7H2O, 0.5; ácido glutâmico, 1.5. Esse pré-inóculo foi utilizado para 

produzir um volume maior de inoculante (1,5 L de meio líquido Dygs), crescidos 

até atingir uma densidade óptica de aproximadamente 1,0 a 560 nm, significando 

uma densidade de células superior a 108 por mL.  

 

3.5. Produção dos toletes 

 

Para a produção dos mini-toletes foram cortados 80 colmos da variedade 

RB72454, em áreas da UFRRJ – Campus Leonel Miranda, Campos dos 

Goytacazes-RJ, os quais foram cortados em mini-toletes contendo uma única 

gema do terço superior do colmo. As gemas selecionadas foram submetidas ao 

processo de termoterapia utilizando banho-maria com capacidade para 21 litro de 

água, com circulação e controle de temperatura, modelo 500/4DE. As gemas 

foram acondicionadas em saquinhos de nylon (tipo saco de batata), os quais 

foram tratadas com água quente a 51oC, por uma hora. Após resfriamento, as 

mesmas foram pregerminadas em bandejas plásticas, 46,7 x 30,2 x 11 cm 
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(largura x cumprimento x altura), utilizando como substrato areia lavada e 

esterilizada previamente por duas horas em autoclave, a 121 oC. 

Após a germinação dos mini-toletes foi realizado o transplantio nos vasos 

já adubados com as três doses de fósforo, 0, 50, 200 mg L-1. No momento do 

plantio foram inoculados os FMAs com uma mistura de solo, contendo esporos e 

raízes colonizadas (50 g de inóculo) com o fungo de cada espécie a ser estudada: 

Glomus clarum (Nicolson e Schenck) e Glomus etunicatum (Becker e 

Gerdemanm). A inoculação com as bactérias diazotróficas endofíticas foi 

realizada adicionando-se 5 mL da cultura bacteriana diretamente sobre as raízes 

das mudas de cana-de-açúcar no momento em que foram transplantadas para os 

vasos.  

 

3.6. Colheita 

 

As plantas foram coletadas (parte aérea e raiz) aos 90 dias após o 

transplantio. As raízes das plantas foram lavadas primeiro com água de torneira e 

depois com água desionizada. As amostras das raízes mais finas foram 

acondicionadas em vidros de 10 ml contendo álcool 50% para determinação da 

porcentagem de colonização e outra amostra de 1 g de massa fresca lavadas 

com água esterilizada para contagem de bactérias. A parte aérea e a raiz foram 

colocadas individualmente em sacos de papel e em seguida colocadas em estufa 

de ventilação forçada, a uma temperatura de 65°C por 48 horas.  

 

3.7. Variáveis analisadas 

 

3.7.1. Produção de matéria seca 

 

A parte aérea e as raízes, após a secagem, foram pesadas para 

determinação biomassa seca, em seguida trituradas em moinho do tipo Willey e 

armazenadas em frasco hermeticamente fechado. 
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3.7.2. Análise nutricional da parte aérea 

 

Foram determinados os teores de N, P, K, Ca e Mg, na parte aérea. Para 

isso, o material vegetal foi submetido à oxidação pela digestão sulfúrica, onde foi 

obtido o extrato, no qual foi determinado o nitrogênio pelo método de Nessler 

(Jackson, 1965), o fósforo pelo método colorimétrico do molibdato (Malavolta et 

al., 1997) e o potássio por fotometria de emissão de chama. O Ca e Mg foram 

quantificados após oxidação do material vegetal pela digestão nitro-perclórica, por 

espectrofotometria de absorção atômica. 

 

3.7.3. Porcentagem de colonização micorrízica 

 

As mostras de raízes finas acondicionada nos vidros de 10ml foram 

coloridas segundo o método azul de metil (Grace et al., 1991) adaptado. Foram 

depositados 10 pedaços de raízes coloridas, com auxílio de uma pinça, sobre 

lâminas, onde adicionou-se algumas gotas de glicerol ácido sobre as raízes e as 

mesmas foram cobertas por uma lamínula. As raízes foram levadas ao 

microscópio para a observação da presença de estruturas de FMAs. 

 

3.7.4. Contagem de bactérias diazotróficas endofíticas através da técnica do 
Número Mais Provável (NMP) 
 

A contagem da população bacteriana endofítica foi realizada pelo método 

NMP, em amostras frescas de 1g de raízes mais finas, posteriormente trituradas 

em 9 mL de solução salina (NaCl) a 85%. Foram realizadas diluições seriadas de 

10-2 a 10-6 e uma alíquota de 0,1 mL inoculada em meio de cultura semi-sólido 

LGI-P caldo (semi-específico para contagem de Gluconacetobacter 

diazotrophicus) e JNFb (semi-específico para contagem de Herbaspirillum spp.), 

sem nitrogênio, descrito por Dobereiner et al. (1995). 

Foram utilizadas três repetições de inoculação em meio semi-sólido por 

diluição e a contagem do número de bactérias foi baseada na presença ou 

ausência de película característica utilizando-se a tabela de McCrady. 
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3.7.5. Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e a 

comparação entre as médias dos tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. Foi utilizado o Sistema de Análise Estatística (SANEST), 

desenvolvido pelo CIAGRI (Centro de Informática na Agricultura) da Universidade 

de São Paulo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 
4.1. Produção de matéria seca da parte aérea (MSPA) 
 

Para a variável MSPA, verificou-se efeito significativo da interação dos 

fatores doses de fósforo e bactérias endofíticas (Tabela 2). Na ausência de 

adubação fosfatada, os tratamentos inoculados com G. diazotrophicus estirpe 

PAL5 e H. seropedicae estirpe HRC54 promoveram incrementos na MSPA de 

15,8% e 16,7%, respectivamente, em relação ao controle. Entretanto, quando se 

adicionou P não houve influência das bactérias na produção de MSPA. 

Em plantas não inoculadas com bactérias diazotróficas a aplicação de P 

aumentou a produção de matéria seca das mesmas. 

 
Tabela 2. Produção de matéria seca da parte aérea (g vaso-1) das plantas de 

cana-de-açúcar em função das doses de P e inoculados de bactérias 
diazotróficas e FMAs. Média de 3 repetições. 

 
  Bactérias   FMAs   

P(mg kg-1) Gd 
PAL 5 

Hs 
HRC 54 S/Bact. Glomus 

clarum 
Glomus 

etunicatum S/FMAs Média 
 

0 26,3 a A 26,5 a A 22,7  b B 26,3 24,6 24,6 25,1 B 
50 28,8 a A 29,9 a A 30,3 a A 29,9 29,8 29,3 29,7 A 

200 30,0 a A 29,0 a A 31,0 a A 29,7 30,8 29,5 30,0 A 
Médias 28,4  28,5  28,0  28,6 a 28,4 a 27,8 a 28,3 

     C.V. 12% 
Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e pela mesma letra maiúscula na coluna não 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
Gd - Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 
Hs - Herbasphirillum seropedicae HRC54 
 

Alguns autores (Oliveira et al., 2003; Canuto et al., 2003; Ferreira, 2002), 

trabalhando com cana-de-açúcar, também observaram incrementos na produção 

de matéria seca da parte aérea, em resposta à inoculação com bactérias 



 

 

24

diazotróficas. Oliveira et al. (2005), avaliando a inoculação de estirpes selvagens 

e mutante nif – (fenótipo não fixador) de Gluconacetobacter diazotrophicus em 

plantas micropropagadas de cana-de-açúcar (variedade SP70-1143), concluíram 

que as plantas inoculadas com a estirpe PAL5 apresentaram um aumento de 

25,5% na produção de  matéria seca da parte aérea, em relação à não inoculada. 

As respostas de produção de MSPA ao incremento de P foram baixas, 

tanto para plantas inoculadas com fungos como para bactérias. Tais 

comportamentos podem ser explicados pelos baixos teores de N na planta com 

médias de 4,6 a 6,1 g kg-1 (Tabela 1A) nos diferentes tratamentos no período de 

condução do experimento. Esses teores são considerados muito baixos 

comparados com a faixa adequada para cana-de-açúcar que pode variar de 18 a 

25 g kg-1 (Raij et al., 1997). A inoculação com bactérias diazotróficas não foram 

eficientes para aumentar o teor de N na planta para a faixa adequada e, 

conseqüentemente, limitou o crescimento das plantas independente da aplicação 

ou não de P no solo ou do uso dos FMAs. 

A análise de variância mostrou que para a produção de MSPA não houve 

diferença significativa entre as espécies de fungo e as doses de P. Os valores 

médios com a aplicação do P no solo encontra-se na Tabela 2. 

Andreola et al. (1985), estudando o efeito de seis espécies de fungos 

micorrízicos arbusculares sobre o desenvolvimento de três variedades de cana-

de-açúcar, concluíram que a eficiência da inoculação pode variar de acordo com a 

espécie de FMAs e com a variedade da cana-de-açúcar. Siqueira e Franco (1988) 

relatam que poucos estudos sobre micorrização em cana-de-açúcar têm sido 

realizados, principalmente em virtude da sua baixa dependência micotrófica. 

Entretanto, apesar de Reis et al. (1999) observarem a ocorrência natural de 

fungos micorrízicos na rizosfera de plantas de cana-de-açúcar sob diferentes 

condições de solo e manejo, esses autores afirmam que nenhum estudo 

conclusivo foi realizado sobre influência dos FMAs em cana-de-açúcar durante 

seu ciclo vegetativo. 

 

4.2. Produção de matéria seca e aspectos anatômicos das raízes. 

 

Para a produção de matéria seca das raízes (MSR) observou-se comportamento 

semelhante à produção de MSPA, onde houve interação significativa entre os 
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fatores doses de P e bactérias diazotróficas (Tabela 3). Na dose 0 de P, os 

incrementos na MSR foram de 49,5% e 17,6% para os tratamentos inoculados 

com PAL5 e HRC54, respectivamente, em relação ao não inoculado com 

bactérias. 

Os maiores valores de MSR foram observados na dose 200 mg kg-1 de P 

sem a presença da bactéria, entretanto, não houve diferença significativa entre as 

doses 50 e 200mg kg-1, independente da inoculação da bactéria.  

Os FMAs não proporcionaram aumentos significativos na produção de 

MSR. Há pouca informação sobre modificações anatômicas e histoquímica 

produzidas por colonizações micorrízicas nos tecidos vegetais (Krishna et 

al.,1981). Há relatos de que os FMAs não provocam grandes transformações 

morfológicas nas raízes (Cooper, 1984), apesar de que outros (Atkinson et al., 

1994) demonstraram que a presença dos FMAs nas raízes podem provocar um  

aumento na divisão celular e um efeito variável sobre o crescimento das células. 

 

Tabela 3. Produção de matéria seca das raiz (g vaso-1) de plantas de cana-de-
açúcar em função das doses de P e inoculados de bactérias 
diazotróficas e FMAs. Média de 3 repetições. 

 
  Bactérias   FMAs   

P(mg kg-1) Gd 
PAL 5 

Hs 
HRC 54 S/Bact Glomus 

clarum 
Glomus 

etunicatum S/FMAs Média 
 

0 14,5 a A 11,4abA  9,7  b B 11,4 12,3 11,8 11,8 
50 12,6 a A 12,7 a A 14,3 a A 13,4 12,5 13,6 13,2 
200 14,3 a A 13,9 a A 16,6 a A 13,7 16,2 14,9 14,9 

Médias 13,8 12,6 13,5 12,8 13,7 13,4 13,3 
C.V.          26%    

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e pela mesma letra maiúscula na coluna 
não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
Gd.- Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 
Hs.- Herbasphirillum seropedicae HRC54 

 

Os resultados significativos das bactérias com a aplicação do P no solo, 

tabela 3, podem indicar um efeito positivo da inoculação sobre a geometria do 

sistema radicular, seja pelo incremento dos pêlos radiculares ou pelo aumento da 

proporção de raízes finas (Olivares, 1997; Baldani et al., 1999; Salas, 2002; 

Ferreira, 2002). Estes aspectos podem ser observados nas fotos apresentadas 

abaixo na Figura 3. 

Resultados encontrados por Canuto (2003) em plantas de cana-de-

açúcar inoculadas com as bactérias diazotróficas PAL3, HRC54, PAL5, HCC103 e 
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HRC80 demonstraram uma tendência de maior volume radicular, embora não 

tenham diferido estatisticamente das plantas não inoculadas. Muñoz-Rojas e 

Caballero-Mellado (2003), estudando cultivares de cana-de-açúcar inoculadas 

com G. diazotrophicus estirpe PAL5, observaram incrementos no volume radicular 

quando comparada com o tratamento controle. 

   

Figura 3: Tratamento controle (A), planta inoculada com PAL5 (F0 B1 D0) (B) e 
planta inoculada com HRC54 (F0 B2 D0) (C). 

 
Os efeitos da inoculação de algumas estirpes de bactéria no crescimento 

das plantas podem estar associados ao processo de fixação biológica do N2 

atmosférico (FBN) à síntese de hormônios de crescimento produzidos por 

bactérias ou mesmo a um efeito sinergístico desses fatores atuando nos 

diferentes estádios de desenvolvimento das plantas. Os fitormônios, 

principalmente o ácido indol-acético (AIA), excretado por Azospirillum, 

desempenha papel essencial na promoção de crescimento das plantas (Bashan e 

Holguin, 1997). 

Os resultados indicam que houve influência da inoculação com G. 

diazotrophicus (PAL5) e H. seropedicae (HRC54) sobre o crescimento das plantas 

de cana-de-açúcar na ausência de adubação fosfatada no período avaliado. Este 

efeito ocorreu sobre a matéria seca das raízes e da parte aérea, o que pode estar 

relacionado à existência de efeitos associados à produção de fitormônios ou 

efeitos derivados de contribuições da FBN. Como discutido anteriormente, os 

teores de N na planta, por estarem baixos do adequado, podem ter limitado o 

crescimento das plantas. 

 
 
 
 

A B C 
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4.3. Porcentagem de colonização micorrízica 
 

As doses de P e as espécies de FMAs influenciaram a colonização 

micorrízica nas raízes das plantas (Tabela 4). Nos tratamentos inoculados com 

Glomus clarum e Glomus etunicatum houve um decréscimo de 81,1 para 41,1% e 

de 84,4 para 67,8%, respectivamente, na porcentagem de colonização com o 

incremento de P no solo de 0 para 200 mg kg-1. 

 

Tabela 4. Colonização micorrízica (%) em raízes de cana-de-açúcar em função 
das doses de fósforo e espécie de fungo micorrízico. Média de 3 
repetições. 

 
P (mg kg-1) Fungos 

0 50 200 Média 
G. clarum 81,1 a A 51,1 b   A 41,1 b A 57,8 

G. etunicatum 84,4 a A 57,8 ab A 67,8 b  B 70,0 
Sem fungo   0,0 a B   0,0 a  B   0,0 a   C   0,0 

C.V % 34% 
Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e pela mesma letra maiúscula na coluna não 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 

 

Alguns autores (Andreola et al.,1985; Nogueira 1997; Costa et al., 2001; 

Freitas 2003) observaram em diversas culturas, como cana-de-açúcar, soja, 

acerola e menta, respectivamente, que a eficiência da simbiose depende da 

disponibilidade de fósforo no solo, da espécie do fungo e do genótipo da planta.  

Com relação à espécie Glomus clarum, resultados semelhantes ao 

encontrado no presente trabalho foram observados também por Takahashi (2005) 

e Hardoim (2006), em cana-de-açúcar. O primeiro autor observou que com 8 

semanas de cultivo, a porcentagem de colonização micorrízica foi de 2,1 vezes 

maior quando as plantas foram cultivadas em baixas doses de P (20 mg P kg-1) 

em relação à dose 200 mg kg-1. O segundo autor, estudando o efeito de 

herbicidas no desenvolvimento de micorrizas em cana-de-açúcar, com 12 

semanas de cultivo, observou que a taxa de colonização foi dependente da 

concentração de fósforo no solo, independentemente dos herbicidas utilizados. As 

plantas cultivadas em baixas doses de P (20 mg P kg-1) apresentaram 

colonização 2 vezes maior que as cultivadas em maiores doses (200 mg P kg-1).  

Para a espécie Glomus etunicatum, Freitas (2006) observou efeito 

quadrático, com incremento de 39 para 65% na porcentagem de colonização 

micorrízica, com o aumento na dose de P até 90 mg de P kg-1, ocorrendo uma 



 

 

28

diminuição na mesma para as doses maiores que 200 mg de P kg-1. Resultados 

diferentes foram observados no presente trabalho, onde a maior porcentagem de 

colonização foi verificada na menor dose de P e com o incremento nas doses de 

P, ocorreu decréscimo na porcentagem de colonização. Esses resultados 

possivelmente ocorreram em função das diferentes combinações fungo-planta, já 

que Freitas (2006) trabalhou com menta e o presente trabalho com cana-de-

açúcar. 

 

4.4. Contagem de bactérias diazotróficas endofíticas através da técnica do 
Número Mais Provável (NMP) 

 
A presença das bactérias Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL5 

e Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54, avaliadas nas raízes de cana-de-

açúcar, pode ser observada na Tabela 5. As espécies de FMAs e a adubação 

fosfatada influenciaram no estabelecimento das bactérias no tecido radicular de 

cana-de-açúcar para a bactéria G. diazotrophicus estirpe  PAL5, todavia para a H. 

seropedicae estirpe HRC54 não foi observada influência dessas variáveis. 

As bactérias diazotróficas endofíticas não estão separadas dos FMAs, 

podendo resultar em competição por nutrientes entre os dois microorganismos.  

Segundo Biro et al. (2000), o sucesso da co-inoculação depende do estado 

fisiológico, do tempo de colonização ou da demanda nutricional dos 

microsimbiontes.  

Observa-se, também, que a bactéria H. seropedicae apresentou maior 

resposta à inoculação em relação à bactéria G. diazotrophicus, o que pode ser 

explicado pela época de plantio do experimento (período de inverno), no qual 

ocorrem baixa luminosidade e temperaturas menores em relação ao verão. A 

bactéria H. seropedicae utiliza como fonte de carbono principalmente o ácido 

málico, não influindo a concentração de sacarose, diferentemente da bactéria G. 

diazotrophicus, que utiliza meio de cultivo rico em sacarose (10%) (Reis et al., 

1999 a). Resultados semelhantes foram relatados por Ferreira (2002 e Reis et 

al.1999). 

Em um trabalho realizado por Reis et al. (1999) nos Estados do Rio de 

Janeiro e Pernambuco, em condições de campo, verificou-se a ocorrência de G. 

diazotrophicus em raízes frescas de diferentes variedades de cana-de-açúcar 

com um número de células por grama de matéria fresca de 10-4 a 10-6. 
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Tabela 5. Número de bactérias diazotróficas endofíticas através da técnica do 
Número Mais Provável (NMP), obtidas em raízes de cana-de-açúcar. 
Média de 3 repetições. 

 
 

G. diazotrophicus 
P mg kg-1 

 
H. seropedicae 

P mg kg-1 

 
Inoculação 

com 
Bactéria 

 
Inoculação 

com 
Fungo 0 50 200 0 50 200 

S/Bactérias S/Fungo 5,0x103 n.a 1,8x103 5,8x103 n.a 3,1x103 

S/Bactérias G. clarum 5,8x102 n.a 6,3x104 6,2x104 n.a 2,1x103 

S/Bactérias G.etunicatum 4,0x103 n.a 3,0x102 2,5x104 n.a 2,1x104 

G.d. PAL5 S/Fungo 5,0x104 7,3x104 5,2x105 n.a n.a n.a 
G.d. PAL5 G. clarum 8,1x105 2,7x104 9,8x104 n.a n.a n.a 
G.d. PAL5 G.etunicatum  5,8x104 4,0x105 6,0x104 n.a n.a n.a 

H.s.HRC54 S/Fungo n.a n.a n.a 9,1x104 4,5x105 1,2x105 

H.s.HRC54 G. clarum n.a n.a n.a 2,4x105 4,5x105 2,2x105 

H.s.HRC54 G.etunicatum n.a n.a n.a 5,7x105 4,0x105 4,5x105 

n.a.: Não analisado. 
 

Polidoro et al. (2001), em levantamento sobre a contribuição da fixação 

biológica de nitrogênio para a cultura da cana-de-açúcar no Brasil observaram 

que as variedades comerciais de cana-de-açúcar RB 72454 e SP 801842 

apresentaram um elevado potencial para a FBN nas lavouras amostradas. No 

entanto, o manejo da fertilidade do solo e a nutrição das plantas apresentaram 

tendência de influenciar na magnitude da contribuição, sendo necessário o 

monitoramento do estado nutricional das plantas, principalmente micronutrientes, 

pois os mesmos, em geral, não são aplicados nas lavouras comerciais da cultura 

da cana-de-açúcar. Esses mesmos autores destacam que entre os 

micronutrientes, a limitação na nutrição molibídica pode ser a mais importante 

pelo seu papel nos processos envolvidos na nutrição nitrogenada das plantas de 

cana-de-açúcar. 

 

4.5. Conteúdos de N, P, K, Ca, Mg na parte aérea da mudas de cana-de-açúcar.  
 

4.5.1. Conteúdo de N na parte aérea. 
 

O conteúdo de N na parte aérea das mudas de cana-de-açúcar foi 

influenciado pelas doses de P e pelos fungos micorrízicos (Tabela 6).  Observa-se 

incremento de 10 e 22% no conteúdo de N para as doses 50 e 200 mg de P kg-1, 

respectivamente, em relação a dose 0 mg de P kg-1. A inoculação com os fungos 

G. clarum e G. etunicatum proporcionaram incrementos no conteúdo de N de 7,2 

e 5,0%, respectivamente, em relação ao tratamento sem inoculação com o fungo.  
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Nogueira (1997), avaliando diferentes espécies de FMAs e diferentes 

doses de P em soja, observou resultados semelhantes ao encontrado no presente 

trabalho. Segundo esse autor, o incremento das doses de P proporcionou 

aumento no conteúdo do N da parte aérea da soja. 

Pereira et al. (1996), observaram que as plantas micorrizadas 

apresentaram teores de nitrogênio até 2,6 vezes maior que as plantas controle e 

que esse resultado seria pela melhor absorção do N via fungo micorrízico.  

A inoculação com as bactérias diazotróficas G. diazotrophicus e H. 

seropedicaes não proporcionaram aumentos nos conteúdo de N da parte aérea 

das plantas (tabela 6), a pesar de as bactérias terem sido observadas nas raízes 

da cana-de-açúcar em todos os tratamentos (Tabela 5). A não eficiência das 

bactérias diazotróficas endofíticas pode estar relacionada aos baixos teores de N 

observados na parte aérea das plantas analisadas (Tabela 1A - apêndice), muito 

inferiores aos teores sugeridos por Raij et al. (1997), que  variam entre 18 e  25 g 

kg-1. Também temperaturas baixas observadas durante a condução do 

experimento (Figura 2A - apêndice) podem ter influenciado as bactérias em fixar o 

N2 atmosférico. Segundo Gillis et al. (1989), a temperatura ótima de crescimento e 

fixação de N2 é de 300C.  

Tabela 6. Conteúdo de N da parte aérea (mg vaso-1) das plantas de cana-de-
açúcar em função das doses de P e inoculados de bactérias 
diazotróficas e FMAs. Média de 3 repetições. 

 
  Bactérias   FMAs   

P(mg kg-1) Gd 
PAL 5 

Hs 
HRC 54 S/Bact Glomus 

clarum 
Glomus 

etunicatum S/FMAs Média 
 

0 134,1 136,0 132,4 139,8 133,1 129,7 134,2 C 
50 144,7 150,3 148,3 150,9 147,9 144,5 147,8  B 
200 163,7 154,3 171,4 167,8 168,0 153,5 163,2  A 

Médias 147,5 146,9 150,7 152,8 a 149,7 a b 142,6 b 148,4 
 10% 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e pela mesma letra maiúscula na coluna não 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
G.d. Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL5. 
H.s. Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC54. 
 

O nitrogênio representa o nutriente mais exigido pelas culturas, uma vez 

que está presente na estrutura molecular de aminoácidos, ácidos nucléicos, 

pigmentos e metabólitos secundários (Marschner, 1995; Taiz e Zeiger, 2004). 

Portanto, a deficiência desse nutriente rapidamente inibe o crescimento vegetal. 

Segundo Cuellar et al. (2002), o nitrogênio influencia a produção de colmos e 
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matéria seca das mudas de cana-de-açúcar, proporcionando maior qualidade das 

mesmas. 

 
4.5.2. Conteúdo de P na parte aérea. 

 
A inoculação com bactérias diazotróficas endofíticas e FMAs não 

proporcionaram aumentos no conteúdo de P da parte aérea das plantas (Tabela 

7). Possivelmente, a alteração na anatomia do sistema radicular provocada pela 

inoculação com bactérias diazotróficas (Figura 3), que aumentou o número de 

pêlos absorventes e raízes finas minimizou os efeitos benéficos dos FMAs. O 

principal benefício dos FMAs é o aumento da absorção de nutrientes de baixa 

mobilidade no solo, através do micélio externo do fungo que atua como uma 

extensão do sistema radicular (Harley e Smith, 1983). 

Com o incremento das doses de P observou-se que o aumento no 

conteúdo de fósforo na parte aérea é de 163 e 529%, maior em relação à dose 0 

mg de P kg-1, para doses 50 e 200 mg de P kg-1, respectivamente (Tabela 7). 

 
Tabela 7. Conteúdo de P na parte aérea (mg vaso-1) das plantas de cana-de-

açúcar em função das doses de P e inoculados de bactérias 
diazotróficas e FMAs. Média de 3 repetições. 

 
  Bactérias   FMAs   

P(mg kg-1) Gd 
PAL 5 

Hs 
HRC 54 S/Bact Glomus 

clarum 
Glomus 

etunicatum S/FMAs Média 
 

0 19,2 21,3 19,0 22,4 19,8 17,3 19,6C 
50 48,4 53,5 53,0 50,0 51,7 53,1 51,6  B 
200 127,5 121,3 120,8 127,2 123,4 119,0 123,2 A 

Médias 65,0 65,3 64,3 66,5 65,0 63,1 64,8 
C.V. 19% 

Médias maiúsculas seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste deTukey a 5% 
 

Resultados semelhantes foram encontrados por Takahashi (2005), que 

observou incremento no conteúdo de P com o aumento na dose de fósforo no 

solo. Freitas et al. (2006), trabalhando com dose de P e fungos micorrízicos em 

menta, também observaram incrementos no conteúdo de P com a adição de 

fósforo no solo. 

Os FMAs proporcionam melhor desenvolvimento das mudas, dada a 

maior absorção de certos nutrientes, principalmente do fósforo, melhor resistência 

ao estresse hídrico, melhor aclimatação de mudas micropropagadas, maior 

resistência ao transplante e tolerância a patógenos (Jaizme-Vega e Azcón, 1995). 

Todavia, a eficiência micorrízica depende de vários fatores como: genótipo da 
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planta, espécie e ecótipo do fungo e disponibilidade de P no solo. Em condições 

desfavoráveis, a associação pode proporcionar baixo crescimento vegetal, 

chegando a atingir uma condição de parasitismo, onde o balanço energético se 

torna desfavorável à planta (Marschner & Dell, 1994). Nesse sentido, Nogueira 

(1997), trabalhando com duas espécies de fungo, G. margarita e G. intraradices e 

doses de P em soja, observou baixas respostas na eficiência destes fungos em 

promover a absorção e acúmulo de P. 

Em condições sub-ótimas de P, a colonização de raízes é alta, 

geralmente com grandes benefícios para planta. Já em condições extremas, com 

níveis muito baixos ou muito altos, a interação pode causar redução no 

crescimento do hospedeiro, resultando na condição de parasitismo (Colozzii-Filho 

e Siqueira, 1986). 

No presente estudo, FMAs não aumentaram a absorção deste elemento 

em situação de baixas concentrações de P no solo.  

 

4.5.3. Conteúdo de K na parte aérea. 

 

O conteúdo de K na parte aérea das mudas de cana-de-açúcar foi 

influenciado pelas doses de P no solo (Tabela 8). O conteúdo de K aumentou de 

403 para 474 mg vaso-1 de K, da dose 0 para 50 mg de P kg-1 e diminuiu para 328 

mg vaso-1 de K na dose 200 mg de P kg-1. 

O K é essencial para a ativação da enzima presente nos três grupos 

enzimáticos mais importantes como sintetases, oxiredutases e transferases, tendo 

papel decisivo na formação, transporte e acúmulo dos carboidratos, ativação de 

enzimas que catalisam o metabolismo dos carboidratos e estimula a absorção de 

água e sua conservação, controlando o movimento estomático (Cuellar et al., 

2002). 

Ferreira (2002) encontrou resposta significativa no acúmulo de K na parte 

aérea das mudas de cana-de-açúcar da variedade RB72454 aos 63 dias após 

inoculação das bactérias diazotróficas G. diazotrophicus estirpe PAL5 e H. 

seropedicae estirpe HRC54, de 69,5 e 55,3%, respectivamente em relação ao 

tratamento controle. 

Tabela 8. Conteúdo de K da parte aérea (mg vaso-1) das plantas de cana-de-
açúcar em função das doses de P e inoculados de bactérias 
diazotróficas e FMAs. Média de 3 repetições. 
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  Bactérias   FMAs   

P(mg kg-1) Gd 
PAL 5 

Hs 
HRC 54 S/Bact Glomus 

clarum 
Glomus 

etunicatm S/FMAs Média 
 

0 415,7 425,5 367,8 421,6 401,0 386,4 403,0B 
50 445,6 461,3 513,5 506,6 403,4 510,2 473,4 A 
200 326,4 314,0 342,3 327,0 335,6 302,1 327,5C 

Médias 395,9 400,3 407,8 418,4 380,2 405,6 401,3 
C.V. 23% 

Médias maiúsculas seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 
5% 

 

Freitas et al. (2006), avaliando o efeito dos fungos micorrízicos e das 

doses de P no crescimento e acúmulo de nutrientes em plantas de menta, 

observaram que a adição de P promoveu um incremento no conteúdo de N, P, K 

na parte aérea.  

Estudando os efeitos das espécies dos fungos G. clarum e G. margarita e 

das doses de P, sobre o crescimento e conteúdo de nutriente em mudas 

micropropagadas de bananeira, Samarão (1998) concluiu que ambas espécies de 

fungos nas doses 0 e 10 mg kg-1 de P, proporcionaram aumentos significativos 

nos conteúdos de P e K da parte aérea das mudas de bananeira e que na dose 

50 mg kg-1 não houve diferença significativa em relação ao tratamento controle.  

 

4.5.4. Conteúdo de Ca na parte aérea 

 

Para os tratamentos sem inoculação de bactérias, observaram-se 

aumentos no conteúdo de Ca para as doses 50 e 200 mg kg-1 de 25 e 39%, 

respectivamente, comparado com as doses 0 mg P kg-1 (Tabela 9). 

Na ausência de adubação fosfatada, os tratamentos inoculados com G. 

diazotrophicus estirpe PAL5 e H. Seropedicae estirpe HRC54 promoveram 

aumento no conteúdo de Ca de 13 e 38%, respectivamente (Tabela 9). 

Ferreira (2002), trabalhando com cana-de-açúcar, encontrou resultados 

similares, com maiores acúmulo de Ca na parte aérea nos tratamento inoculados 

com a bactéria H. seropedicae estirpe HRC54, variedade RB72454. Esse 

aumento pode ser devido à alteração na geometria radicular das plantas como 

observado no presente trabalho (Fig. 3), que contribuem para uma melhor 

exploração do substrato 
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Tabela 9. Conteúdo de Ca da parte aérea (mg vaso-1) em função das doses de P 
(mg kg-1) e tratamentos de bactérias diazotróficas. Média de 3 
repetições. 

 

P(mg kg-1) Bactérias 

 PAL5 HRC54 S/Bact Média 
0  67,5  b A 82,4 a A    59,5  b  B 69,8  
50  71,3 a  A 72,1 a A  74,3 a  A 72,5  
200  73,1 a  A 70,1 a A 82,7 a  A 75,3  

Médias 70,7  74,9  72,1  72,5 
C.V. 16% 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e pela mesma letra maiúscula na coluna não 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
 

Para o Ca verificou-se efeito significativo da interação dos fatores doses 

de fósforo e FMAs (Tabela 10), com os maiores valores no conteúdo de Ca nos 

tratamentos sem inoculação de FMAs. 

 
Tabela 10. Conteúdo de Ca da parte aérea (mg vaso-1) em função das doses de P 

(mg kg-1) e tratamentos com FMAs. Média de 3 repetições. 
 

Fungos P 
(mg kg-1) G. clarum G. etunicatum S/FMAs Média 

0 70,6 ab A 59,0 b    B 79,8 a AB 69,8  
50 69,2 a  A   75,7  a  A 72,6 a   B 72,5  
200 71,6  b A 68,2 b  AB    86,1 a A 75,3  

Médias 70,5  67,2  79,5  72,5 
C.V. 16% 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e pela mesma letra maiúscula na coluna não 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
 

Nogueiras (1997), trabalhando com duas espécies FMAs e doses de P na 

cultura de soja, encontrou as maiores acumulações de Ca na parte aérea, em 

doses 200 mg kg-1 sem inoculação de fungos micorrizos. 

Os efeitos dos FMAs nos teores de K, Ca, Mg e S são pouco 

consistentes, podendo, aumentar, diminuir ou, algumas vezes, não serem 

afetados pela micorrização (Siqueira et al. 1994). 

 
4.5.5. Conteúdo de Mg na parte aérea 
 

O conteúdo de Mg na parte aérea foi influenciado pelos tratamentos 

inoculados com bactérias diazotróficas endofíticas e FMAs (Tabela 9). Observou-

se que quando as mudas de cana-de-açúcar foram inoculadas com os fungos G. 

clarum e G. etunicatum, sem a inoculação das bactérias, houve incremento no 
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conteúdo de Mg de 56 e 49%, respectivamente, quando comparado com o 

tratamento controle sem fungo e sem bactéria. 

A aquisição de elementos minerais pelas plantas ocorre em função da 

morfologia radicular e da eficiência dos mecanismos de absorção (Marschner, 

1995; Epstein e Bloom, 2006). O magnésio é um macronutriente constituinte da 

molécula de clorofila e ativa mais enzimas que qualquer outro nutriente mineral, 

entre essas ativações de enzimas as mais importantes são aquelas envolvidas na 

transferência de energia via adenosina trifostato (ATP) (Epstein e Bloom, 2006). 

 
Tabela 11. Conteúdo de Mg da parte aérea (mg vaso-1) em função de tratamentos 

de bactérias diazotróficas e FMAs. Média de 3 repetições. 
 

Bactérias Fungos 
PAL5 HRC54 S/Bact Média 

G. clarum 57,2 a.A 58,0 a A 65,3 a A  60,2 
G. etunicatum 55,7 a A 60,0 a A 62,3 a A 59,3 

S/ fungo   56,5 a A 60,1 a A   41,8  b  B         52,8 
C.V % 56,4 59,4 56,5 57,4 
C.V.  20% 

Médias seguidas da mesma letra minúscula na linha e pela mesma letra maiúscula na coluna não 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 
 
 

Nogueira (1997), estudando a associação de duas espécies de fungos 

micorrízicos arbusculares e a soja, submetidas a doses crescentes de P, 

observou que a presença dos fungos aos 60 dias, em combinação com doses 50, 

100, 200 mg kg-1 de P, ocasionou diminuição na quantidade total de Mg 

absorvido.   

As interações bactéria-fungo-planta-fertilizante são bastante específicas, 

havendo necessidade de conhecer a influência dos diversos fatores, abióticos e 

bióticos, para o sucesso da interação e melhor manejo das culturas (Salas, 2005). 
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5. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

Conduziu-se um experimento em casa de vegetação com o objetivo de avaliar a 

interação de bactérias diazotróficas endofíticas, fungos micorrízicos arbusculares 

e doses de fósforo no desenvolvimento de mudas de cana-de-açúcar (variedade 

RB72454), após o tratamento térmico. O delineamento experimental adotado foi o 

de blocos casualizados, em arranjo fatorial 3 x 3 x 3, com doses de fósforo (0, 50, 

e 200 mg kg-1); duas espécies de fungos: Glomus clarum (Nicolson e Schenck) e 

Glomus etunicatum (Becker e Gerdemanm) sem micorriza; duas espécies de 

bactérias endofíticas: Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe PAL-5) e 

Herbaspirillum seropedicae (estirpe HRC54), e sem bactéria, com três repetições. 

A unidade experimental foi composta por um vaso plástico de 4L com duas 

plantas, contendo uma mistura de solo e areia, na proporção de 1:2 (v/v) 

esterilizado em autoclave. As plantas foram coletadas aos 90 dias após 

transplantio e determinou-se peso da matéria seca da raiz e parte aérea, 

porcentagem de colonização micorrízica, contagem de bactérias diazotróficas 

endofíticas através da técnica do Número Mais Provável (NMP) e o conteúdo de 

N, P, K, Ca, Mg da parte aérea. 

 

Diante dos resultados obtidos conclui-se que: 

• Na ausência de adubação fosfatada, as bactérias diazotróficas, 

foram benéficas para a produção de matéria seca da parte aérea e  

da raiz; 
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• Os FMAs aumentaram os conteúdos de N, Ca, e Mg da parte 

aérea das plantas, entretanto, não proporcionou aumentos nos 

conteúdos de P, K; 

• As bactérias endofíticas G. diazotrophicus PAL5 e H. seropedicae 

HRC54 aumentaram os conteúdos de Ca, Mg, no entanto, não 

aumentaram os conteúdos de N, P e K; 

• Os conteúdos de N, P e K na parte aérea foram maiores com o 

incremento da adubação fosfatada; 

••  As espécies de FMAs e a adubação fosfatada influenciam no 

estabelecimento da bactéria G. diazotrophicus PAL5 no tecido 

radicular da cana-de-açúcar.  
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Faixa de teores de macronutrientes nas condições de desenvolvimento do 

experimento. 

 

Tabela 1A: Faixa de teores de macronutrientes das Médias mínimas e máximas 

 Médias mínimas e máximas 
 N P K Ca Mg 

Faixa de macronutriente no 
experimento (g kg-1) 5,6-6,1 1,0-4,3 10-16,6 2,5-3,0 1,7-2,3 

Faixa adequada segundo 
(Raij et al., 1997) 18-25 1,5-3,0 10-16 2,0-8,0 1,0-3,0 
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Figura 2A. Temperatura máxima e mínima diária. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quadro B Resumo da analise da variância para a variável: matéria seca raiz 

(MSR) da parte aérea (MAS) da matéria seca total (MST) e 
porcentagem de colonização (% Col).  
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 Quadrados médios 
Fonte de variação GL MSA MSR MST. % Col. 

Bloco 2 151,15  S 18,841 ns 200,300  S 445,679 ns 
Fungo 2 5,000  ns 4,860   ns 9,573  ns  36897,53 S 

Bactéria 2 1,440  ns  9,696   ns 10,910 ns 38,2716  ns 
Fósforo 2 194,976 S  65,221 S 436,290  S 3275,308 S 
F x B 4 2,618  ns  12,155  ns 20,519 ns 66,0493 
F x P 4 4,663  ns 6,756   ns 14,628 ns 1130,864 ns 
B x P 4 26,969  S 34,655  S 104,372  S 138,271  ns 

F x B x P 8 6,392  ns 4,328  ns 7,105  ns 102,160  ns 
Resíduo 52 10,603 11,9 33,158 ns 214,909 

Coeficiente de Variação 11,515 25,9 13,9 34,22 
S - significativo ao nível de 5% teste Tukey 
Ns – não significativo ao nível de 5% teste Tukey  
 
 
 
Quadro A Resumo da analise da variância para as variáveis: nitrogênio (N), 

fósforo (P) potássio (K), cálcio (Ca) e magnésio (Mg). 
 

  Quadrados médios 
Fonte de variação GL N P K Ca Mg 

Bloco 2 1583,39 S 501,360 S 11133,7 ns 358,842 ns 213,065 ns 
Fungo 2 742,198 S 79,1090 ns 10313,8 ns 1045,27 S 436,735 S 

Bactéria 2 113,485 ns 8,12812 ns 990,620 ns 123,550 ns 77,8221 ns 
Fósforo 2 5654,94 S 75653,76 S 143729,0 S 207,918 ns 7352,10 S 
F x B 4 146,858 ns 100,078 ns 6799,85 ns 111,882 ns 525,669 S 
F x P 4 102,776 ns 77,5042 ns 13075,9 ns 426,135 S 283,591 ns 
B x P 4 324,378 ns 102,820 ns 10381,1 ns 752,055 S 257,383 ns 

F x B x P 8 411,269 ns 96,2686 ns 7588,42 ns 368,912 S 261,553 ns 
Resíduo 52 227,522 150,962 ns 8335,67 131,657 135,011 

Coeficiente de Variação 10,167 18,933 22,749 15,817 20,233 
S - significativo ao nível de 5% teste Tukey 
Ns – não significativo ao nível de 5% teste Tukey  
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Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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