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Bactérias diazotróficas endofíticas associadas à cana-de-açúcar 

RESUMO 
 

 

 Muito pouco se conhece a respeito das bactérias diazotróficas endofíticas na cana-

de-açúcar no estado de São Paulo, que apresenta a maior área plantada dessa cultura no 

país. A pesquisa de isolados adaptados às condições locais de clima, solo, genótipo da 

planta e o manejo da cultura pode resultar no desenvolvimento de um processo 

biotecnológico que propicie o aumento da produtividade da cana-de-açúcar e redução 

parcial do emprego de fertilizante nitrogenado. O presente trabalho procurou obter isolados 

bem adaptados à produção canavieira de São Paulo, assim como selecionar isolados 

eficientes de bactérias diazotróficas endofíticas que promovam maior desenvolvimento das 

plantas avaliando alguns aspectos fisiológicos/bioquímicos da interação planta-bactéria. 

Foram obtidos 162 isolados de bactérias diazotróficas endofíticas de colmo e raiz de quatro 

variedades de cana-de-açúcar (SP 81-3250, RB 5536, IAC 5000 e SP 80-3280) com e sem 

adubação nitrogenada, de dois municípios (Sales Oliveira e Jaú) do estado de São Paulo 

usando três meios de cultura (JMV semi-específico para o gênero Burkholderia, JNFb para 

o gênero Herbaspirillum e LGI-P para Gluconacetobacter diazotrophius). Avaliou-se a 

fixação biológica de nitrogênio  pelo método da redução do acetileno e a produção de 

substâncias indólicas pelo método colorimétrico; para a quantificação de ambos utilizou-se 

também a análise de proteína total. Os isolados também foram testados quanto à atividade 

antifúngica in vitro aos patógenos Ceratocystis paradoxa e Bipolaris sacchari pela técnica 

do pareamento e a eficiência em casa de vegetação empregando mudas micropropagadas. 

As análises in vivo foram quanto à massa de matéria seca, concentração de N pelo método 

micro-Kjeldahl e pelo cálculo da quantidade acumulada de N e o índice de eficiência de 

utilização de N. As raízes foram analisadas quanto à produção de massa de matéria seca e 

colonização pelas bactérias inoculadas. As variedades de cana-de-açúcar e a dose de 

adubação nitrogenada não influíram na quantificação de bactérias diazotróficas endofíticas. 

A comunidade de bactérias foi maior em amostras de raízes e não diferiu nos diferentes 

meios de cultura. Os 162 isolados obtidos apresentaram capacidade de reduzir acetileno 

mostrando potencial para a fixação biológica do nitrogênio e 94 apresentaram produção de 

substâncias indólicas. Trinta e oito isolados das bactérias diazotróficas endofíticas 

apresentam atividade antagonista a fungos fitopatogênicos. Os isolados obtidos no meio 
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LGI-P semi-específico para o gênero Gluconacetobacter se destacaram por propiciarem 

um aumento da massa de matéria seca, da atividade da enzima nitrato redutase e pela 

inibição do crescimento dos patógenos. A inoculação após a divisão das touceiras pode ter 

contribuído para a alta eficiência da inoculação. Vinte e quatro isolados apresentaram bons 

resultados em pelo menos cinco das análises demonstrando diferentes mecanismos de 

promoção de crescimento. Novos estudos devem ser realizados para definir isolados que 

possuam maior potencial para utilização em campo nas condições de produção no estado 

de São Paulo.  

 

Palavras-Chaves: Fixação biológica do nitrogênio, substâncias indóis, nitrato redutase, 

clorofila, antagonismo. 
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Endophytic diazotrophic bactéria associated to sugar cane 

ABSTRACT 
 

 

The knowledge on the diazotrophic endophytic bacteria in sugar cane in state of São Paulo 

is still modest. The survey of isolates adapted to local conditions of climate, soil, plant 

genotype and crop management can result in the development of a biotechnology that is 

conducive to increasing productivity of sugar cane and partial reduction of the use of 

nitrogen fertilizer. The objective of this study sought isolates well adapted to sugar cane 

production in São Paulo, as well a select efficient strains of diazotrophic bacteria which 

promote major development by evaluating some physiological / biochemical interaction of 

plant-bacterium. 162 isolates of endophytic diazotrophic was obtained, of stem and roots of 

four varieties of cane sugar (SP 81-3250, RB 5536, IAC 5000 and SP 80-3280) with and 

without N fertilization,  in two municipalities (Oliveira Sales and Jau) of São Paulo state 

using three different culture media (VMY semi-specific for the genus Burkholderia, JNFb 

to the genus Herbaspirillum and LGI-P for G. diazotrophius). The biological nitrogen 

fixation was evaluated by the reduction of acetylene and the production of indole 

substances by a colorimetric method, for the quantification of both, were used to analyze 

total protein. The isolates were also tested for antifungal activity in vitro against pathogens 

Ceratocystis paradoxa and Bipolaris sacchari and efficiency in the greenhouse using 

micropropagated sugarcane plants. Analyses were in the in vivo dry matter, N 

concentration by micro-Kjeldahl method and  the cumulative amount of N and the index of 

efficiency of utilization of N were calcuçated. The roots were analyzed for the production 

of dry matter and colonization by inoculated bacteria. The variety of the sugarcane and 

nitrogen fertilizer did not influence the quantification of the bacteria population and the 

population of bacteria was always higher in samples of roots and did not differ in different 

culture media. All 162 isolates were capable of reducing acetylene, showing potential for 

biological nitrogen fixation and 94 showed production of indole substances. Thirty eight 

isolates of diazotrophic bacteria have antagonistic activity to fungal pathogens. The 

isolates obtained in the middle LGI-P semi-specific to the genus Gluconacetobacter stood 

out for promoting the increased dry weight, activity of nitrate reductase and by inhibiting 

the growth of pathogens. Inoculation after division of the clumps may have contributed to 

the high penetration of the inoculum. Twenty four isolates showed positive results in at 
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least five different mechanisms of growth promotion. Further studies should be performed 

to define isolates that have the greatest potential for field use in the production conditions 

in the state of Sao Paulo. 

 

Key Words: Biological nitrogen fixation, substances indole, nitrate reductase, chlorophyll, 

antagonism. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, sendo que a maior parte dessa 

produção concentra-se na região Centro-Sul, principalmente no Estado de São Paulo. A 

crescente demanda por alternativas ao uso de combustíveis fósseis e a busca por uma 

energia renovável e limpa proporciona ao Brasil um futuro promissor no cenário mundial. 

O nitrogênio é o macronutriente mais limitante para produtividade das culturas e 

representa um dos mais altos custos para o agricultor. Uma vez que, no Brasil, o 

fertilizante não é subsidiado, a maioria dos genótipos utilizados comercialmente foram 

selecionados para obtenção de alta produtividade em condições de baixo nível de N no 

solo, favorecendo, mesmo que indiretamente, a seleção de variedades que são capazes de 

suprir parte das suas necessidades de N pela associação com bactérias diazotróficas. 

Apesar de a produtividade brasileira de cana-de-açúcar ser afetada pela baixa 

disponibilidade de nitrogênio no solo,a cultura não responde adequadamente à fertilização 

nitrogenada, decorrente de vários fatores que vêm sendo estudados, porém, ainda com 

resultados muito variáveis e até contraditórios. 

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é um grande suporte para o aumento da 

produtividade, além de ser uma alternativa ecológica e mais econômica. As pesquisas têm 

demonstrado que a chave para o sucesso do processo de FBN está na seleção de bactérias 

diazotróficas que se associem mais eficientemente. É necessário, portanto, o estudo mais 

detalhado sobre a comunidade de bactérias diazotróficas durante o ciclo de crescimento da 

planta. As bactérias diazotróficas endofíticas mais frequentemente encontradas associadas 

à cultura da cana-de-açúcar pertencem aos gêneros Gluconacetobacter, Herbaspirillum e 

Burkholderia. Gluconacetobacter diazotrophicus é a espécie mais estudada e ocorre em 

grande número nas raízes e na parte aérea de plantas de cana-de-açúcar. 

As bactérias que habitam o interior do tecido vegetal (endófitos) podem contribuir de 

forma mais eficiente para a FBN que as presentes na rizosfera, já que a troca entre planta e 

microrganismo ocorre de forma direta. Essa associação planta-bactéria pode promover o 

desenvolvimento da planta por outros benefícios, independente da FBN, como por 

exemplo, pela produção de fitohormônios e controle de patógenos. 

Vários estudos já constataram a interação de diversos gêneros de microrganismos 

endófitos e vegetais de interesse econômico, sendo que, dentre as gramíneas, a cana é a que 
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mais se beneficia.  O potencial de utilização de bactérias diazotróficas como promotoras do 

crescimento de plantas tem sido estudado através de experimentos em casa de vegetação e 

em condições de campo e tem demostrado bom potencial de uso, porém alguns resultados 

ainda são contraditórios. A eficiência dos isolados muitas vezes está ligada à espécie e ao 

genótipo da planta ou ainda a fatores ambientais.  

A pesquisa de isolados bem adaptados à produção canavieira de São Paulo pode trazer 

grandes ganhos, não só no aumento da produção, mas como pela redução do custo de 

produção pela diminuição parcial do uso de fertilizantes nitrogenados, sendo ainda uma 

alternativa ambientalmente de menor impacto. Assim, os objetivos do trabalhalho foram: 

1. Isolamento e caracterização fenotípica de bactérias diazotróficas endofíticas obtidas 

de genótipos de cana-de-açúcar cultivados nas condições do Estado de São Paulo; 

2. Seleção de isolados eficientes de bactérias diazotróficas que promovam maior 

crescimento das plantas e sobrevivência de plântulas micropropagadas de cana-de-

açúcar, avaliando-se, inclusive, alguns aspectos fisiológicos/bioquímicos da 

interação planta-bactéria; 

3. Identificação de alguns mecanismos de atuação dessas bactérias na promoção de 

crescimento das plantas. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) pertence à família Poaceae e é um vegetal 

semiperene. Seu centro de origem não é muito bem definido, mas acredita-se que seja o 

Sudoeste Asiático - Java, Nova Guiné e também da Índia (FAHL et al., 1998). Há indícios 

de que o cultivo da cana-de-açúcar no Brasil seja anterior à época do descobrimento, 

porém seu desenvolvimento se deu com a criação de engenhos e plantações de mudas 

trazidas pelos portugueses (MOZAMBANI et al., 2006). 

O Brasil é o maior produtor mundial de açúcar e álcool, com uma produção estimada 

de 624.991 mil toneladas na safra 2010/2011 (CONAB, 2011). A agroindústria canavieira 

gera para o Brasil, em produto final, dez bilhões de dólares por ano, um milhão de 

empregos diretos e o sequestro de 20% das emissões de carbono emitido pelo setor de 

combustíveis fósseis do país (RODRIGUES, 2004b). 

A região Centro-Sul do país concentra cerca de 85% da produção nacional, dos quais 

cerca de 70% concentram-se no Estado de São Paulo (UNICA, 2011). 
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Atualmente, o setor canavieiro passa por um processo de crescimento incitado, 

principalmente, pela crescente demanda de álcool nos mercados interno e externo em 

função do avanço da tecnologia dos veículos bicombustíveis, assim como pela ascensão do 

interesse mundial na utilização do etanol em mistura à gasolina (GODINHO, 2007).   

Com a crescente preocupação ambiental presente no século XXI e a pressão sobre a 

emissão de gases poluentes gerados pelos combustíveis fósseis, a cana-de-açúcar 

representa hoje uma das melhores e mais viáveis opções de energia renovável, sendo 

também considerada ambientalmente limpa, o que proporciona ao Brasil um futuro 

promissor no cenário mundial.  

Das culturas utilizadas na produção de etanol, a cana-de-açúcar, principalmente a 

brasileira, tem destaque no cenário mundial pela alta produtividade e eficiência 

fotossintética no ambiente tropical, garantindo-lhe assim uma superioridade em relação, 

por exemplo, ao álcool de milho (RODRIGUES, 2004b). A produtividade da cana-de-

açúcar nas regiões canavieiras do Brasil sofre algumas limitações que não estão 

relacionadas à radiação solar, à temperatura ou mesmo à água, mas sim à disponibilidade 

de quantidades adequadas de nutrientes minerais presentes no solo, com destaque para o 

nitrogênio (TRIVELIN, 2000). O nitrogênio é um nutriente essencial para a planta, pois é 

parte constituinte de todos os aminoácidos, proteínas e ácidos nucléicos e participa direta 

ou indiretamente de vários processos bioquímicos e também da energia necessária à 

produção de carboidratos e esqueletos carbônicos, o que se reflete diretamente no 

desenvolvimento e rendimento da cultura da cana-de-açúcar (MALAVOLTA et a.l, 1997). 

O nitrogênio disponível às plantas no solo é provido pela mineralização da matéria 

orgânica, pela fixação biológica e adição de fertilizantes nitrogenados. Entretanto, a cultura 

da cana-de-açúcar apresenta uma baixa resposta à adubação nitrogenada. Vários fatores 

têm sido listados para explicar as baixas respostas da cultura ao nitrogênio aplicado no 

plantio, entre os quais a mineralização da matéria orgânica do solo e dos restos culturais da 

própria cana e as perdas de nitrogênio do adubo por lixiviação (CANTARELLA et al., 

2007). A adubação nitrogenada é uma das práticas culturais de maior demanda de 

pesquisas, pois apresenta resultados muito variáveis, muitas vezes até contraditórios 

(FRANCO, 2008). A dinâmica do nitrogênio no solo apresenta elevada complexidade, 

fazendo com que as respostas da cana-de-açúcar a esse nutriente sejam muito variáveis 

(MORAIS, 2008).  

A cana extrai do solo grande quantidade de nutrientes. Para uma produção de 120 

toneladas por hectare o acúmulo de nitrogênio da parte aérea é da ordem de 150 kg. O N 
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absorvido aumenta a atividade meristemática da parte aérea, resultando em maior 

perfilhamento e índice de área foliar levando a um aumento de matéria seca (OLIVEIRA et 

al., 2007). As características físicas, químicas e biológicas do solo são reflexos de seu 

manejo e cobertura vegetal e em razão da busca de máxima produtividade, em especial as 

dedicadas à monocultura de cana-de-açúcar, soja e milho, cada vez mais se utiliza de 

insumos químicos, acarretando assim um desequilíbrio dessas características, o que vai ao 

encontro do emergente apelo mundial por um desenvolvimento de uma agricultura 

conservacionista. O aumento do uso de fertilizantes nitrogenados representa um ônus 

energético pelo gasto de combustíveis fósseis para sintetizá-lo, pelos desperdícios na 

aplicação e ao baixo aproveitamento no sistema solo-planta, além de o nitrogênio 

produzido artificialmente causar danos ambientais e a saúde humana, pelo aquecimento 

global proveniente da queima de derivados de petróleo, pela contaminação de lençóis 

freáticos, pelos riscos de vazamento de amônia e aumento de óxido nitroso na atmosfera 

(HARDY, 1993). O aumento do conteúdo de N mineral no solo pode favorecer também a 

emissão de óxido nitroso (N2O), um importante gás de efeito estufa, o que mais uma vez 

influi no  aquecimento global (COSTA et al., 2009). 

A fixação biológica do nitrogênio constitui uma alternativa ecológica e econômica aos 

fertilizantes nitrogenados, pois dispensa o uso desses insumos e ainda apresenta um maior 

aproveitamento do nitrogênio biologicamente fixado pelas plantas quando em associações 

(FRANCO & DÖBEREINER, 1994).  

Cerca de 78% do ar é constituído de N2 e, apesar da sua grande disponibilidade, as 

plantas não conseguem utilizá-lo. A fixação do N ou sua transformação em NH3 pode 

ocorrer através de descargas elétricas, processos industriais ou processos biológicos 

(PERIN, 2007). 

Microrganismos do solo desempenham papel fundamental na ciclagem de nutrientes. 

Um dos processos relacionados à ciclagem do nitrogênio é a fixação biológica de N 

atmosférico, que é realizada por microrganismos procariontes denominados diazotróficos. 

Eles podem ser de vida livre, estar associados a espécies vegetais ou, ainda, estabelecer 

simbiose, como por exemplo, com as leguminosas (MOREIRA et al., 2010). A FBN é um 

processo microbiano amplamente estudado principalmente por sua relação direta com a 

agricultura; é considerada, após a fotossíntese, o mais importante processo biológico do 

planeta, sendo fundamental para a vida na Terra.  

Bactérias diazotróficas são capazes de expressar a enzima nitrogenase, que consegue 

quebrar a tripla ligação do N2, tornando-o assim disponível para as plantas na forma de 
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amônio. O complexo enzimático da nitrogenase foi altamente conservado entre os 

procariontes e é constituído por dois componentes: a MoFe proteína (dinitrogenase), que 

liga e reduz o N2, e a Fe proteína (dinitrogenase redutase), que transfere um elétron por vez 

diretamente para a dinitrogenase (BURRIS, 1991).  

Pela capacidade de sobreviver em ambientes com baixa disponibilidade de nitrogênio, 

as bactérias diazotróficas podem enriquecer seletivamente o local em que habitam 

(DOBBELAERE et al., 2003). Se a associação entre esses microrganismos e as plantas for 

eficiente, o N fixado pode suprir quase todas as necessidades do vegetal, dispensando o uso 

de fertilizantes nitrogenados e oferecendo, assim, vantagens econômicas e ecológicas. 

A interação entre plantas e microrganismos vem sendo relatada há muito tempo e, com 

exceção da associação de plantas com fungos micorrízicos e bactérias diazotróficas, 

acreditava-se que essa interação induzisse a lesões nos tecidos, podendo assim levar a 

morte da plantas. Porém relatos demonstram a presença de microrganismos no interior de 

tecidos vegetais assintomáticos, abrindo assim novas perspectivas para o estudo das 

interações plantas/microrganismos (AZEVEDO et al., 2000). 

As plantas vêm desenvolvendo ao longo de sua evolução complexos mecanismos de 

adaptação, muitos desses pela interação com microrganismos. Dentre esses 

microrganismos têm-se destacado os endofíticos, que, em pelo menos uma fase de seu 

ciclo de vida habitam o interior dos tecidos vegetais sem causar nenhum dano aparente 

(PEIXOTO NETO et al., 2004). Eles são diferentes de microrganismos fitopatogênicos, 

porque não são prejudiciais, não causam doenças às plantas e são distintos de 

microrganismos epífitas, que vivem na superfície de órgãos e tecidos vegetais. Bactérias 

endofíticas são capazes de penetrar e se disseminar de forma sistêmica na planta 

hospedeira, colonizando ativamente o apoplasto e, ocasionalmente, os espaços 

intracelulares. Esta colonização constitui um nicho ecológico semelhante ao ocupado por 

patógenos de plantas, podendo atuar como agentes de controle biológico de patógenos 

(HALLMAN et al., 1997). 

As bactérias endofíticas presentes em uma única planta não se restringem a uma única 

espécie e sim, diferentes gêneros e espécies. Ainda não se sabe se há interação entre os 

membros dessa comunidade, mas tem-se especulado que o efeito benéfico desses 

microrganismos sobre a planta é o efeito combinado de suas atividades (ROSENBLUETH 

& MARTÍNEZ-ROMERO, 2006). As bactérias que habitam o interior do tecido vegetal 

podem contribuir de forma mais eficiente para a FBN, já que a troca ocorre de forma direta 
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e há menos competição por fontes de carbono, pois nem todos os microrganismos são 

capazes de penetrar no tecido vegetal (BALDANI et al., 1997).  

A presença e a permanência de bactérias endofíticas, assim como de bactérias 

presentes na rizosfera, são influenciadas por fatores bióticos e abióticos (SEGHERS et al., 

2004). As bactérias endofíticas, entretanto, podem sofrer menor influência desses fatores 

(HALLMANN et al., 1997). Normalmente, a densidade de bactérias endofíticas é menor 

que a de bactérias da rizosfera ou ainda de bactérias patogênicas. Ainda não foi esclarecido 

se as plantas se beneficiam mais da presença de um endófito ou de uma bactéria da 

rizosfera ou, ainda, se é mais vantajoso para a bactéria tornar-se endofítica, em comparação 

com as da rizosfera. Também não é claro qual comunidade de microrganismos (endófitos 

ou rizosféricos) promove maior crescimento vegetal (ROSENBLUETH & MARTINEZ-

ROMERO, 2006).  

A maior limitação para a FBN em sistemas não simbióticos é a disponibilidade de 

fontes de carbono para a bactéria e, consequentemente, para obtenção de energia, uma vez 

que o processo demanda grande quantidade de ATP. Essa limitação tenta ser compensada 

pelo diazotrófico com a sua localização, mais próxima da planta, ou seja, dentro das raízes, 

como endófitos (TILAK et al., 2005). As bactérias diazotróficas endofíticas são 

favorecidas porque o interior da planta representa um hábitat mais protegido de outros 

microrganismos, além do maior acesso aos nutrientes disponibilizados pelas plantas 

(GYANESHWAR et al., 2001; BALDANI & BALDANI, 2005). 

Bactérias diazotróficas podem desempenhar um papel importante na reabilitação e 

sustentabilidade de diferentes ecossistemas diretamente pela FBN, produção e liberação de 

substâncias que regulam o crescimento das plantas, tais como auxinas, giberelinas e 

citocininas (NERONI & CARDOSO, 2007), e aumento da solubilização e entrada de 

nutrientes, ou indiretamente pela supressão de patógenos, por produção de sideróforos ou 

antibióticos (ASGHAR et al., 2002). Na última década intensificaram-se os estudos com 

bactérias diazotróficas endofíticas pela sua potencialidade como agente de promoção de 

crescimento e proteção de plantas (MARQUES JR. et al., 2008).  

Muitos microrganismos podem promover o crescimento de plantas, por mecanismos 

ainda não completamente esclarecidos, como por exemplo o aumento da massa radicular, 

nutrição nitrogenada ou aumento da eficiência de absorção de nutrientes no solo, entre 

outros (BASHAN et al., 2004). O gênero Azospirillum vem sendo estudado pela  sua 

interação com gramíneas e por sintetizar ácido indolacético por diferentes vias, além de se 
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comportar como endofítico facultativo capaz de colonizar toda a planta (KUSS et al., 

2007; BALDANI et al., 1997) 

A presença de endófitos já foi constatada em inúmeras espécies vegetais de interesse 

econômico, como arroz (RODRIGUES et al., 2006), café (RICCI et al., 2005), dendê 

(CARVALHO et al., 2006), gramíneas forrageiras (BRASIL et al., 2005), bananeiras 

(WEBER et al., 2000), cana (REIS et al., 1999; BARBOSA et al., 2006), trigo (SALA et 

al., 2008), entre outras. 

 As bactérias diazotróficas endofíticas mais frequentemente encontradas associadas 

à cultura da cana-de-açúcar pertencem aos gêneros Gluconacetobacter, Herbaspirillum e 

Burkholderia. Gluconacetobacter diazotrophicus é a espécie mais estudada e ocorre em 

grande número nas raízes e na parte aérea de plantas de cana-de-açúcar (CAVALCANTE 

& DÖBEREINER, 1988). Outra bactéria endofítica de grande importância pertence ao 

gênero Herbaspirillum. As espécies mais estudas são H. seropedicae e H. 

rubrisubalbicans, muito semelhantes, e que podem ser diferenciadas pelo uso de fontes de 

carbono (OLIVARES et. al., 1997). 

 H. seropedicae possui menor especificidade hospedeira quando comparada com G. 

diazotrophicus, já foi isolada de muitas gramíneas além de cana-de-açúcar. Também tem 

sido isolada de outras plantas não leguminosas, incluindo palmeiras. Pode infectar raízes, 

colmos e folhas de graníferas mas não é encontrada em folhas de cana-de-açúcar 

(BALDANI et al., 1997). 

 Outra espécie do gênero, H. rubrisubalbicans, antiga Pseudomonas 

rubrisubalbicans, foi descrita como agente causal da estria mosqueada da cana-de-açúcar. 

Entretanto, não ocorreram sintomas da doença em variedades brasileiras de cana-de-

açúcar, sendo que todos os cultivares testados se mostraram resistentes após a inoculação 

(OLIVARES et al., 1997).  

 Mais recentemente, bactérias fixadoras de nitrogênio pertencentes ao gênero 

Burkholderia foram isoladas de plantas de cana-de-açúcar e foram descritas novas 

espécies, como B. unamae (CABALLERO-MELADO et al., 2004), B. tropica (REIS et al., 

2004) e B. silvatlantica (PERIN et al., 2006). 

Geralmente, essas bactérias são encontradas em maior número nas raízes, decrescendo 

progressivamente do caule as folhas (CANUTO et al., 2003; GOMES et al.; 2005; 

SUMAN et al.; 2005). Na cana-de-açúcar são disseminadas por partes das plantas (JAMES 

& OLIVARES, 1997), devido à multiplicação por propagação vegetativa. 
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A cana é beneficiada pela associação com bactérias diazotróficas, entre as gramíneas é 

a cultura que recebe maior contribuição do processo de FBN (BARBOSA et al., 2006). 

Essa associação envolve diversos gêneros bacterianos e mecanismos singulares ainda 

pouco compreendidos (JAMES, 2000 apud GOMES et al., 2005). OLIVEIRA et al. (2002) 

estimaram em seus estudos, utilizando diluição de 
15

N-isótopo, que mais de 60% do 

nitrogênio total acumulado em algumas variedades de cana foram derivados da FBN. 

URQUIAGA et al. (1992) observoaram, em plantas micropropagadas de cana, uma 

contribuição da FBN de até 70% do nitrogênio total, pela inoculação de uma mistura de 

cinco espécies de bactérias.  

Tem sido demonstrado que estirpes isoladas de uma espécie vegetal são mais aptas a 

se restabelecerem na planta, quando inoculadas na mesma espécie vegetal, sendo 

denominadas de estirpes homólogas (BALDANI & BALDANI, 2005). Além disso, existe 

um consenso geral que o genótipo da planta é um fator chave para obtenção dos benefícios 

propiciados por bactérias diazotróficas endofíticas (REIS et al., 2000). Já foi amplamente 

demonstrado que diferentes genótipos de cana-de-açúcar diferem quanto aos benefícios 

proporcionados pela inoculação (OLIVEIRA et al., 2003; GOMES et al., 2005; 

OLIVEIRA et al., 2006; GOVINDARAJAN et al., 2007b).  

Entretanto, alguns trabalhos como de INIGUEZ et al. (2004) têm demonstrado efeito 

positivo da inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas não homólogas, ou seja, que 

foram originalmente obtidas de outra espécie vegetal, onde um isolado de Klebsiella 

pneumoniae, originalmente obtido em plantas de milho, pôde ser observado no interior das 

raízes de plantas de trigo, suprindo as necessidades de nitrogênio das plantas. 

GOVINDARAJAN et al. (2007a) obtiveram resultados positivos com a inoculação de 

isolados não homólogos em arroz, os quais foram obtidos de plantas de cana-de-açúcar. 

Também, NJOLOMA et al. (2006) observaram que uma estirpe de Herbaspirillum sp., a 

qual foi obtida de plantas de arroz, pode colonizar como endófita plantas de cana-de-

açúcar, porém, ainda não foram estudados os possíveis benefícios para essa cultura. 

 Geralmente, altas doses de N afetam negativamente a colonização (BARBOSA et 

al., 2006) e a diversidade (PERIN et al., 2004) de G. diazotrophicus em plantas de cana-

de-açúcar. Seja na forma de nitrato de cálcio ou sulfato de amônio 

(MUTHUKUMARASAMY et al., 2004), ocorre o decréscimo da colonização e da 

atividade da redução do acetileno (MEDEIROS et al., 2006).  

Na EMBRAPA-CNPAB está em fase de teste de um possível inoculante comercial 

para cultura da cana-de-açúcar. O inoculante é composto por cinco espécies de bactérias 
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diazotróficas endofíticas; G. diazotrophicus (BR11281), H. rubrisubalbicans (BR11335), 

H. seropedicae (BR11504), A. amazonense (BR 11115) e Bukholderia sp. (BR11366), e os 

resultados demonstram uma economia de até 30 kg de N ha
-1

 por ano. O uso do inoculante 

pode proporcionar a redução de até 50% do fertilizante nitrogenado, entretanto, os efeitos 

estão associados a diversos fatores como região, condições do solo, clima e do genótipo 

utilizado (ANSELMI, 2007). Entretanto, HIPÓLITO et al. (2007) não observaram 

benefícios da inoculação, sendo justificado pelo genótipo de cana-de-açúcar empregado. 

Também, LEITE et al. (2008) demonstraram que o aumento na produção de biomassa dos 

colmos devido à inoculação era dependente do genótipo de cana utilizado.  

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1    Quantificação e Isolamento 

Para a obtenção de isolados de bactérias diazotróficas endofíticas de variedades de 

cana-de-açúcar amplamente cultivadas nas condições do Estado de São Paulo, foram 

realizadas duas coletas em dois experimentos de campo. No experimento instalado em 

Sales Oliveira – SP, foram amostradas 18 plantas de três variedades (SP 81-3250, RB 5536 

e IAC 5000) de cana planta, sem adubação nitrogenada e com adubação nitrogenada de 60 

Kg ha
-1 

no mês de outubro de 2009, e no experimento instalado em Jaú – SP, 8 plantas de 

uma variedade (SP 80-3280) de cana soca com fertirrigação, sem adubação nitrogenada e 

com adubação nitrogenada de 50 Kg ha
-1 

 no mês de fevereiro de 2010. 

O isolamento de bactérias diazotróficas endofíticas foi feito a partir do colmo e raiz da 

planta, por meio das técnicas descritas em DÖBEREINER et al. (1995): para o isolamento 

no colmo coletaram-se 10 g da parte basal, o qual foi submetido à desinfestação superficial 

com álcool 70% por 30 segundos, seguido de duas lavagens com água destilada 

esterilizada, Cloramina T 1% por 30 segundos, seguido de três lavagens com água 

destilada esterilizada. Os colmos desinfestados foram triturados juntamente com 90 mL de 

solução de sacarose 4% no liquidificador por 1 minuto. A seguir, foram feitas diluições 

seriadas das amostras em solução de sacarose, de 10
-2

 a 10
-6

. Utilizou-se 0,1 mL de cada 

diluição para inoculação no meio semi-sólido para o diazotrófico desejado, ou seja, JMV 

semi-específico para o gênero Burkholderia (BALDANI, 1996), JNFb para o gênero 

Herbaspirillum e LGI-P para G. diazotrophius (DÖBEREINER et al.,1995). 
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Para o isolamento na raiz coletaram-se 10 g de raiz, a qual foi submetida à 

desinfestação superficial com Cloramina T 1% por 15 minutos, seguido de três lavagens 

com água destilada esterilizada e transferidos para uma solução tampão fosfato 0,05 M (pH 

7,0) por 15 minutos, seguido de três lavagens com água destilada esterilizada. As raízes 

desinfestadas foram trituradas juntamente com 90 mL de solução de sacarose 4%, no 

liquidificador, por 1 minuto e feitas as diluições e inoculações já descritas para o 

isolamento no colmo. 

O crescimento bacteriano foi evidenciado pela a presença da película típica logo 

abaixo da superfície do meio depois de 10 dias de incubação a 30 °C. A comunidade 

bacteriana endofítica foi estimada pela técnica do número mais provável (MPN) 

consultando a tabela de McCrady para 3 repetições por diluição. 

3.2   Análises em Cultura Pura 

3.2.1    Redução do acetileno – Acetylene Reduction Assay (ARA) 

A quantificação da capacidade de reduzir o nitrogênio pelo complexo nitrogenase foi 

feita pela técnica de redução de acetileno. 

O isolados foram transferidos para tubos com capacidade de 6 mL, contendo 3 mL de 

meio semi-sólido BMGM, isento de fontes de nitrogênio, e incubados por 7 dias a 28º- 

30ºC. Após o crescimento os tubos foram fechados com rolhas de borracha, retirou-se 0,3 

mL do ar existente no tubo (10% do volume) e em seguida injetou-se 0,3 mL de acetileno. 

Os tubos foram então incubados por 15 minutos para então ser determinada a quantidade 

de etileno produzido através da injeção de 0,5 mL da fase gasosa das amostras em 

cromatógrafo de gás com ionização de chama. Após a leitura do ARA, as amostras foram 

homogeneizadas para a determinação da proteína total (item 3.2.4), sendo os resultados 

expressos em nmol etileno por mg proteína. 

3.2.2    Determinação da proteína total 

A proteína total foi determinada pelo método de LOWRY et al. (1951) modificado por 

RODRIGUES (2004a). Adicionaram-se a 100 µL das amostras: 400 µL de H2O destilada 

estéril, 500 µL de NaOH 1 M. Essas suspensões foram agitadas e colocadas em banho-

maria por 5 minutos a 100 °C para lise das células,  e em seguida, após atingir temperatura 

ambiente, adicionaram-se 250 µL de reagente de Lowry sendo então incubadas por 10 

minutos no escuro. Posteriormente, adicionaram-se 500 µL da solução do reativo de folin 

ciocalteau (diluição 2:1 do reagente e H2O destilada) e, após agitação, as suspensões foram 
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incubadas novamente no escuro por 30 minutos. A quantificação das proteínas totais foi 

feita pela leitura da absorbância em espectrofotômetro a 750 nm.  

3.2.3    Presença ou ausência de substâncias indólicas – teste membrana de 

nitrocelulose 

Foi realizado um teste de pré-seleção por um método adaptado por CATELLAN et al. 

(1999), colorimétrico que indica a produção de indóis. Os isolados foram inoculados nos 

meios semi-específicos líquidos e incubados por 7 dias para crescimento, a 28º- 30ºC. 

Após a formação da película o meio foi homogeneizado e foram feitos quatro pontos do 

inóculo em placas de Petri, contendo meio TSA 10%, e cobriram-se os pontos com a 

membrana de nitrocelulose e incubaram-se a 28º- 30ºC. Após 2 dias de incubação, a 

membrana foi removida para uma placa de Petri estéril, coberta por 1 mL da solução de 

Salkowski e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos a 2 horas. A formação de 

halo avermelhado na membrana corresponde à produção de indol.   

3.2.4    Quantificação de substâncias indólicas 

Os isolados que apresentaram resultado positivo no teste de presença e ausência de 

substâncias indólicas foram submetidos a novo teste de produção de substâncias indóis 

pelo método colorimétrico baseado em PILET & CHOLLET (1970), sendo esse seguido 

pela determinação da proteína total (item 3.2.2) para quantificação da produção de indóis. 

Nesta nova avaliação, para uma melhor comparação, foi utilizado um isolado padrão de 

Azospirillum brasilense (SP7), já conhecido pela produção de substâncias indólicas.   

Os isolados foram transferidos para meios semi-específicos líquidos, suprimido do 

corante e vitaminas, com acréscimo de KNO3 (0,1%), e incubados por 72 horas sob 

agitação constante no escuro para crescimento a 28-30 ºC, com três repetições. As 

amostras foram centrifugadas a 5.000 g por 15 minutos, a 40 ºC. Foram depositadas 

alíquotas de 150 µL do sobrenadante das culturas em microplacas de poliestirelo, seguido 

da adição de 100 µL do reagente de Salkowski e reservados por 30 minutos no escuro, em 

temperatura ambiente, para a reação e desenvolvimento da coloração, sendo então 

realizada a leitura da absorbância a 492 nm. A concentração de substâncias indólicas foi 

calculada de acordo com a curva padrão, utilizando-se concentrações crescentes de AIA 

sintético (Sigma). Os resultados foram expressos em µmol de substância indólicas por mg 

de proteínas totais. 

3.2.5    Antagonismo a fungos fitopatogênicos 

Os isolados foram submetidos a testes de atividade antifúngica a dois fungos 

fitopatogênicos pela técnica do pareamento.  
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Bipolaris sacchari que é o fungo fitopatogênico causador da mancha ocular, ocorrendo 

nas folhas sob forma de manchas necróticas elípticas de coloração marrom/avermelhada. 

Presente em todas as regiões do Brasil, ocorre sob condições de invernos chuvosos e 

úmidos. Em ataques severos ocorre podridão de topo reduzindo a produtividade do 

canavial (TOKESHI, 1997). E Ceratocystis paradoxa que é o fungo fitopatogênico 

causador da podridão abacaxi, principal causa do apodrecimento de toletes e do não-

brotamento de gemas, é um fungo que vive no solo e penetra na planta e estabelece a 

infecção através de ferimentos. Na cana-de-açúcar isso é particularmente importante, 

porque o corte das mudas em toletes para o plantio oferece uma porta de entrada ao fungo 

(TOKESHI, 2005). 

Os isolados de bactérias diazotróficas foram cultivados em meio líquido Dygs, meio 

rico para rápido crescimento, por 3-4 dias, e os fungos em placas de Petri contendo meio 

BDA, sendo o tempo de crescimento para o C. paradoxa de 7 dias e para o B. saccharis de 

10 dias. Em placa de Petri com meio BDA os isolados bacterianos foram dispostos na 

forma de estrias em uma extremidade, e na extremidade oposta foi colocado um disco de 

0,5 mm de diâmetro contendo a cultura do patógeno, como controle usou-se placa 

contendo apenas o disco com o micélio do patógeno. A avaliação se deu pela inibição ou 

não do crescimento do fungo em uma semana para C. paradoxa e 10 dias para B. sacchari. 

3.3   Teste de Eficiência quanto a Promoção de Crescimento de Mudas 

Micropropagadas em Casa de Vegetação. 

Foram utilizadas mudas micropropagadas obtidas do meristema apical, 

SREENIVASAN & SREENIVASAN (1984) da variedade IAC 5000 fornecidas pelo 

Centro de Cana – IAC. As plântulas foram obtidas em aproximadamente 70 dias sendo 

transferidas para vidros com capacidade de 50 mL, contendo 15 mL de meio MS para a 

multiplicação, sendo que o N e outros sais foram reduzidos para 10% e não foram 

adicionados hormônios de crescimento. 

Para a inoculação das mudas, os isolados foram transferidos para o meio Dygs e 

incubados por 7 dias para crescimento. A concentração do inóculo foi ajustada para 10
8
 

células, utilizando um espectrofotômetro a 540 nm.  

As touceiras foram divididas em 4 e transferidas para frascos contendo meio MS 10% 

na mesma formulação citada acima. Os isolados foram inoculados (0,1 mL) nessas plantas, 

que permaneceram em sala de crescimento (75% umidade, 14h de intensidade luminosa de 

60 mlux m
2
, 10h de escuro, 27 °C) por 7 dias. Após esse período as plântulas foram 
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transferidas para vasos com capacidade de 500 mL com substrato comercial esterilizado, 

em autoclave por 1 hora, e colocadas em casa de vegetação, coberta com sombrite 60%, 

onde ficaram por 3 meses, no primeiro mês utilizou-se somente água esterilizada para a 

irrigação das plantas, e nos outros meses foi utilizada  uma solução nutritiva comercial (1,5 

mL solução para cada litro de água). Posteriormente foi feita uma nova divisão das 

touceiras, sendo as plantas transferidas para vasos com capacidade de 1 L com substrato 

comercial esterilizado, feita uma re-inoculação dos isolados (2 mL) e mantidas em casa de 

vegetação por 4 meses, após os dois primeiros meses retirou-se o sombrite. Nessa nova 

fase, no primeiro mês foi utilizada somente água esterilizada para a irrigação e nos meses 

seguintes e posteriormente com uma solução nutritiva com baixo teor de N (Anexo 1). 

Após esse período foram coletadas amostras para a análise da atividade da enzima redutase 

do nitrato (item 3.3.1) e teor de clorofila (item 3.3.2), seguida da coleta total da parte aérea 

e raízes. Estas então  foram  secas em estufa  a 60 
°
C com circulação de ar, para 

determinação a massa de matéria, depois seca, moída e homogeneizada para a 

determinação da concentração de N pelo método micro-Kjeldahl (BREMNER, 1965) e 

calculados a quantidade acumulada (g de N por planta) e o índice de eficiência de 

utilização. As raízes foram analisadas quanto à produção de massa de matéria seca e 

colonização pelas bactérias inoculadas como descrito no item 3.1, para isso antes de serem 

secas, foram coletadas amostras compostas 2 g de raízes de 5 plantas por tratamento, os 

tratamentos foram: Testemunha (plantas que não receberam inoculo), Burk (plantas que 

receberam o inoculo com bactérias isoladas do meio semi-seletivo para Burkholderia), 

Herb (plantas que receberam o inoculo com bactérias isoladas do meio semi-seletivo para 

Herbaspirillum) e Gluco (plantas que receberam o inoculo com bactérias isoladas do meio 

semi-seletivo para Gluconacetobacter). 

3.3.1   Atividade da enzima redutase do nitrato 

O método colorimétrico para estimar a atividade da redutase do nitrato in vivo consiste 

em infiltrar o tecido vegetal em uma solução contendo nitrato, possibilitando a 

quantificação de nitrito produzido na reação que se difunde para o meio de infiltração 

(REED et al., 1980). Foram utilizados 200 mg de discos foliares com 5 mL de substrato 

tamponado (200 mM KNO3 em tampão fosfato 50 mM pH 7,5) acrescido de 0,5% de 

Tween-20. Os tubos de ensaio com tampas de rosca semi-abertas, foram submetidos a 

vácuo 3 vezes por 2 minutos. A seguir, os tubos vedados foram incubados por 1 h a 37 
°
C, 

no escuro. Após a filtração, foi tomada uma alíquota de 1 mL e a reação paralisada pela 
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adição de 1 mL de sulfanilamida 1% em HCl 2 N e 1 mL de -naftilenodiamino 0,05%. 

Após 5 minutos realizou-se a leitura da absorbância a 540 nm. 

3.3.2   Análise do teor de clorofila 

A análise do teor de clorofila foi realizada utilizando-se dimetilsulfóxido como 

extrator de pigmentos. Foi utilizado 0,05 g de tecido vegetal e adicionado 7 mL de 

dimetilsulfóxido, incubado a 65 
°
C por 30 minutos, em tubos vedados e mantidos no 

escuro. No cálculo da clorofila foram utilizadas as equações propostas por ARNON 

(1949):  

   Chl a = (12,25 x) - (2,79 y)  

Chl b = (21,50 y) - (5,10 x) 

Chl a + Chl b = [(7,15 x) + (18,71 y)] 

Cx +c = (1000 z) - (1,82 . Chl a) - (85,02 . Chl b)/198 

Onde x = leitura da absorbância a 663nm, y =  leitura da absorbância a 646nm e z = 

leitura da absorbância a 470nm. Os resultados são expressos em g.mL
-1

 de extrato. 

3.4   Análise Estatística 

Todas as análises foram feitas em triplicatas e os dados obtidos foram avaliados pelo 

programa SISVAR, fazendo-se a análise de variância seguida da comparação das médias 

pelo teste de Scott-Knott a 5%. 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1   Quantificação, Isolamento e Caracterização de Bactérias Diazotróficas 

endofíticas 

Verificou-se que estatisticamente não houve diferença numérica significativa quanto à 

ocorrência de bactérias nos diferentes meios cultura semi-específicos considerando a 

mesma parte da planta (colmo ou raízes).  Porém, quando comparadas as diferentes partes 

da planta, colmo e raiz, a ocorrência de bactérias nas amostras de raízes foi 

significantemente maior nos três meios de cultura (Figura 1 e Anexo 2 e 3). Resultados 

semelhantes também foram observados por REIS JUNIOR et al. (2000), GOMES et al. 

(2005) e BARBOSA  et al. (2006), ou seja, esta ocorrência se dá de maneira decrescente 

em relação a distância do solo, sendo mais frequente nas raízes, seguidas pelo colmo e 

folhas. A exsudação de substâncias como carboidratos e ácidos orgânicos, entre outros, 

pelas raízes contribui com o desenvolvimento de bactérias nessa região (PERIN, 2007), 
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além de muitas vezes as raízes serem a porta de entrada desses microrganismos que 

penetram na planta por injúrias naturais, ocasionadas pelo próprio crescimento da planta. 

As amostrada do município de Jaú, provenientes de cana-soca, apresentaram 

resultados numericamente superiores aos das amostrada no município de Sales Oliveira, 

provenientes de cana-planta (Figura 2 e Anexo 4), o que provavelmente ocorreu pela maior 

disponibilidade de nutrientes devido ao maior teor de matéria orgânica na rizosfera, além 

da possibilidade das raízes pré-existentes já possuírem bactérias na rizosfera e 

endorrizosfera. 

Não houve diferença significativa quanto à ocorrência de bactérias nos diferentes 

meios de cultura semi-específicos em relação às diferentes variedades de cana-de-açúcar e 

às diferentes doses de adubação nitrogenada (Figuras 3 e 4 e Anexos 5, 6 e 7). Geralmente 

doses elevadas de N influenciam negativamente a colonização e diversidade destes 

microrganismos (PERIN et al., 2004; BARBOSA et al., 2006). Entretanto, no presente 

estudo, foram amostradas plantas que que receberam doses baixas de N, o que 

possivelmente não afetaram esta comunidade microbiana avaliada.  REIS JUNIOR et al. 

(2000) observaram uma homogeneidade semelhante em quatro genótipos de cana 

(Krakatau, CB45-3, SP70-1143 e Chunee) sugerindo ainda que o número de bactérias 

presentes em cada genótipo não justificaria as diferentes respostas de cada genótipo a FBN 

na nutrição nitrogenada das plantas.  
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Figura 1 - Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

cultura semi-específicos (LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – 

Herbaspirillum) em relação às diferentes partes da planta – (A) município de Sales 

Oliveira e (B) município de Jaú. * comparação entre meios de cultura e mesma parte da 

planta (colmos ou raízes) e ** comparação entre meios de cultura e diferentes partes da 

planta (colmos e raízes) - letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Figura 2 – Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

cultura semi-específicos  (LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – 

Herbaspirillum) em relação às diferentes localidades amostradas. *  comparação entre 

meios de cultura e mesma parte da planta (colmos ou raízes)  - letras iguais não diferem 

pelo teste de Scott-Knott a 5% 

 

 

 

Figura 3 – Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

culturas semi-específicos  (LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – 

Herbaspirillum) em relação a diferentes variedades de cana-de-açúcar – município de 

Sales Oliveira. *  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Figura 4 – Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

cultura semi-específicos  (LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – 

Herbaspirillum) em relação às diferentes doses de adubação nitrogenada – (A) município 

de Sales Oliveira e (B) município de Jaú. *  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-

Knott a 5% 

 

Quanto ao isolamento e obtenção de cultura pura obteve-se um total de 162 isolados 

(Anexo 8). Da amostragem feita no município de Sales Oliveira foram obtidos 107 

isolados, dos quais 52 foram obtidos dos colmos (18 isolados no meio JMV, 18 isolados no 

meio LGI-P e 16 isolados no meio JNFb) e 55 das raízes (17 isolados no meio JMV, 19 

isolados no meio LGI-P e 19 isolados no meio JNFb) (Tabela 1).  

Da amostragem feita no município de Jaú foram obtidos 55 isolados, sendo 27 obtidos 

dos colmos (9 isolados no meio JMV,  8 isolados no meio LGI-P e 10 isolados no meio 
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JNFb) e 28 das raízes (8 isolados no meio JMV, 11 isolados no meio LGI-P e 9 isolados no 

meio JNFb) (Tabela 2).  

A nomenclatura atribuída aos isolados se deu pelo uso da letra C ou R, referente à 

parte da planta, colmo e raiz respectivamente, acompanhado por um número sequencial 

referente ao canteiro, seguido pelas letras B, H ou G, referentes ao meio de cultura 

utilizado, sendo  JMV semi-específico para o gênero Burkholderia, JNFb para o gênero 

Herbaspirillum e LGI-P para G. diazotrophius. 

Apesar dos meios de cultura serem semi-específicos para os gêneros Burkholderia 

(JMV), Herbaspirillum (JNFb) e Gluconacetobacter (LGI-P), não se pode afirmar que 

todos os isolados obtidos em cada meio pertençam a tais gêneros. Os meios semi-seletivos 

favorecem o isolamento dos gêneros desejados porém permitem o isolamento de 

representantes de outras espécies (NÓBREGA et al., 2004). Somente a posterior análise do 

gene 16S RNA poderá indicar o gênero ou a espécie do isolado bacteriano. 

 

Tabela 1 – Nomenclatura atribuída aos isolados obtidos de colmos e raízes de plantas 

amostradas no município de Sales Oliveira – SP em diferentes meios de cultura semi-

específico 

Colmo  Raiz 

JMV LGI-P JNFb  JMV LGI-P JNFb 

C 1B C 2G C 2H  R 1B R 1G R 1H 

C 2B C 3G C 4H  R 2B R 2GA R 2HA 

C 4B C 4G C 5H  R 3B R 2GB R 2HB 

C 5B C 5G C 6H  R 4B R 3G R 3H 

C 6B C 6G C 7H  R 5B R 4G R 4H 

C 7B C 7G C 8H  R 7B R 5G R 5H 

C 8BA C 8G C 9H  R 8B R 6G R 6H 

C 8BB C 9G C 10H  R 9B R 7G R 7H 

C 9B C 10G C 11H  R 10B R 8G R 8H 

C 10B C 11G C 12H  R 11B R 9G R 9H 

C 11B C 12G C 13H  R 12B R 10G R 10H 

C 12B C 13G C 14H  R 13B R 11G R 11H 

C 13B C 14GA C 15H  R 14B R 12G R 12H 

C 14B C 14GB C 16H  R 15B R 13G R 13H 

C 15B C 15G C 17H  R 16B R 14G R 14H 

C 16B C 16G C 18H  R 17B R 15G R 15H 

C 17B C 17G   R 18B R 16G R 16H 

C 18B C 18G    R 17G R 17H 

     R 18G R 18H 
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Tabela 2 - Nomenclatura atribuída aos isolados obtidos de colmos e raízes de plantas 

amostradas no município de Jaú – SP em diferentes meios de cultura semi-específico 

Colmo  Raiz 

JMV LGI-P JNFb  JMV LGI-P JNFb 

C 19B C 19G C 19H  R 19B R 19G R 19H 

C 20B C 20G C 21H  R 20B R 20G R 20H 

C 21B C 21G C 22H  R 21B R 21G R 21H 

C 22B C 23G C 23HA  R 22B R 22G R 22HA 

C 23B C 24GA C 23HB  R 23B R 23GA R 22HB 

C 24B C 24GB C 24H  R 24B R 23GB R 23H 

C 25BA C 25G C25HA  R 25B R 24GA R 24H 

C 25BB C 26G C 25HB  R 26B R 24GB R 25H 

C 26B  C 26 HA   R 25G R 26H 

  C 26 HB   R 26GA  

     R 26GB  

 

 

 

Todos os isolados apresentaram atividade da nitrogenase, avaliada pela redução de 

acetileno. Observou-se isolados com altos, médios e baixos valores de fixação, ocorrendo 

grande variação, de 0,22 a 580,74 nmol de etileno por mg de proteína (Figura 5 e Anexo 

9). Comportamentos semelhantes foram encontradas para isolados de Burkholderia por 

PERIN (2007) e de 258 isolados de Azospirillum por HAN & NEW (1998). 

Dos 162 isolados, três mostraram capacidade de redução de acetileno acima de 340 

nmol etileno por mg de proteína, obtidos no meio LGI-P, semi-específico para o gênero 

Gluconacetobacter, e das raízes (R 8G, R 12G e R 13G), seguidos por seis que mostraram 

capacidade de redução de acetileno acima de 120 nmol etileno por mg de proteína, sendo 

cinco obtidos no meio LGI-P, semi-específico para o gênero Gluconacetobacter, e das 

raízes e um obtido no meio JNFb, semi-específico para o gênero Herbaspirillum do colmo 

(R 1G, R 4G, R 14G, R 15G, R 20G e C 8H). Os isolados obtidos no meio JMV, semi-

específico para o gênero Burkholderia, foram os que apresentaram menor capacidade de 

redução de acetileno. 

Quando o microrganismo apresenta capacidade de FBN, valores baixos obtidos nas 

análises in vitro não os inviabilizam para o uso como inóculo, pois os valores obtidos em 

cultura pura não representam o desempenho que a bactéria pode ter no interior da planta 

(PERIN, 2007). Isolados que apresentaram alto desempenho em cultura pura podem 

apresentar baixa fixação quando associados à planta (HAN & NEW, 1998). 
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Figura 5 – Porcentagem de isolados em relação à quantificação da capacidade de fixação 

biológica de nitrogênio medida pela redução de acetileno em cultura pura. *  médias 

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% 

 

A produção de fitohormônios por bactérias pode influenciar positivamente no 

crescimento e desenvolvimento de plantas. Dentre as substâncias de crescimento 

produzidas por microrganismos estão os compostos que possuem anel indólico, como as 

auxinas. O ácido indolacético (AIA) é a auxina mais ativa e amplamente estudada por 

promover respostas rápidas como o aumento da elongação celular ou respostas lentas, 

como a divisão e diferenciação celular  (DOBBELAERE et al., 2003; BASHAN et al., 

2004). 

O ensaio mostrou que dos 162 isolados, 100 apresentaram resultado positivo para a 

produção de substâncias indólicas, com a formação do halo avermelhado na membrana de 

nitrocelulose (Figura 6 e Anexo 10). No meio JMV foram 29 isolados, sendo 14 obtidos do 

colmo e 15  da raiz; no meio LGI-P 38 isolados, sendo 14 obtidos do colmo e 24 da raiz e 

no meio JNFb 33 isolados, sendo 14 obtidos do colmo e 19 da raiz (Figura 7).  
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Figura 6 – Porcentagem de isolados em relação a presença ou ausência de substâncias 

indólicas pelo teste da membrana de nitrocelulose. 

 
Figura 7 – Porcentagem de isolados positivos em relação aos meios de cultura  (LGI-P – 

Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – Herbaspirillum) no teste de presença e 

ausência de substâncias indólicas pelo método da membrana de nitrocelulose. 

 
 

Os isolados positivos no teste qualitativo para produção de indóis foram empregados 

para quantificação de substâncias indólicas, por colorimetria, relacionado à proteína total 

bacteriana.  

Dos 100 isolados analisados, quatro não apresentaram produção de substâncias indóis 

quantificáveis e os demais (96) mostraram uma produção que variou de 1,97 a 2,04 µmol 

de substância indólicas por  mg de proteína (Figura 8 e Anexo 11). Os isolados que 
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apresentaram maior produção de substâncias indólicas foram os obtidos no meio JMV, 

semi-específico para o gênero Burkholderia.  

A capacidade de sintetizar fitohormônios, dentre eles o ácido indolacético (AIA) é 

vastamente distribuída entre bactérias que se associam às plantas (DOBBELAERE et al., 

2003). A capacidade de bactérias diazotróficas de produzir substâncias indóis já foi 

constatada em isolados obtidos de arroz (KUSS et al., 2007), mandioca (BALOTA et al., 

1997), Brachiaria (REIS JUNIOR et al., 2004), cana-de-açúcar (PERIN, 2007 ), dentre 

outras culturas. Segundo  LOPER & SCHROTH (1986) apud PERIN (2007), cerca de 80% 

das espécies de bactérias isoladas da rizosfera de plantas possuem capacidade de produzir 

AIA.  

A produção de AIA por bactérias associadas a plantas pode ser responsável pelo 

estímulo de crescimento da planta e pela proliferação de raízes secundárias (PATTEN & 

GLICK,1996). Essas bactérias podem ter grande influência na produção de crescimento de 

plantas, principalmente nos primeiros estágios de desenvolvimento e no processo de 

enraizamento. Esses estímulos são dependentes da dosagem do hormônio, pois seu excesso 

pode retardar ou até mesmo inibir o crescimento vegetal (BROEK et al., 1999).  

 

Figura 8 – Porcentagem de isolados em relação à quantificação de substâncias indólicas 

pelo método colorimétrico. SP7 - isolado padrão de Azospirillum brasilense. *  médias 

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%.  

 

Dos 162 isolados testados, 86 inibiram o crescimento do fungo Bipolaris sacchari 

(Figura 9), 46 inibiram o crescimento do fungo Ceratocystis paradoxa (Figura 10) e 38 

isolados inibiram o crescimento de ambos os fitopatógenos. De maneira geral, os isolados 
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obtidos no meio LGI-P, semi-específico para o gênero Gluconacetobacter, apresentaram 

maior controle dos fitopatógenos (Figura 11 e Anexo 12). 

Microrganismos endofíticos antagonistas a fitopatógenos vêm sendo empregados em 

diversos estudos para diferentes culturas, tais como: tomate e canola (NEJAD & 

JOHNSON, 2000), trigo (COOMBS et al., 2004) e cana-de-açúcar (LUVIZOTTO, 2008). 

CARISSIMI et al. (2009), estudando isolados de Bacillus, observaram a capacidade de 

algumas cepas de inibir o crescimento de Bipolaris sorokiniana.  Porém, não existem 

relatos disponíveis na literatura que mostrem o antagonismo entre bactérias endofíticas e os 

patógenos de cana de açúcar empregados. 

A inibição do crescimento de patógenos por bactérias pode ocorrer por diversos 

mecanismos, como competição por nutrientes, produção de substâncias nocivas aos 

patógenos, ou ainda quando no hospedeiro por competição de sítios de colonização e 

indução de resistência sistêmica (MARIANO et al., 2004). A seleção de isolados que 

inibiram o crescimento de mais de um patógeno, juntamente com outros efeitos benéficos 

como a FBN e produção de substâncias indólicas, pode servir de subsídio para utilização 

de endofíticos na supressão de doenças e promoção de crescimento de planta.  

 

Figura 9 – Inibição do crescimento do fungo Bipolaris sacchari pelos isolados bacterianos 

(em %) 
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Figura 10 - Inibição do crescimento do fungo Ceratocystis paradoxa pelos isolados 

bacterianos (em %) 
 

 

 
Figura 11 – Número de isolados bacterianos nos diferentes meios de cultura semi-

específicos (LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – Herbaspirillum) e 

partes da planta que apresentaram inibição aos fitopatógenos Bipolaris sacchari e 

Ceratocystis paradoxa.  

4.2   Seleção de isolados de bactérias diazotróficas endofíticas eficientes na 

promoção de crescimento de mudas micropropagadas de cana de açúcar 

Os resultados de produção de massa de matéria seca, teor de nitrogênio, nitrogênio 

acumulado e índice de eficiência de utilização de N estão no Anexo 13.  
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Dos 126 isolados utilizados no experimento de casa de vegetação, 81 promoveram 

maior massa de matéria seca da parte aérea que os tratamentos controle, que não receberam 

inóculo (Test e Test II), e 48 causaram maior acúmulo de massa de matéria seca da raiz 

(Figuras 12 e 13), sendo que destes apenas 9 não apresentaram também aumento na massa 

de matéria seca da parte aérea. De maneira geral, os isolados obtidos das raízes e nos meios 

LGI-P e JNFb foram os que causaram aumento na massa de matéria seca (Figura 14).  

 

Figura 12 – Porcentagem de isolados bacterianos em relação à produção de massa de 

matéria seca da parte aérea de mudas de cana-de-açúcar obtidas por micropropagação. Test 

e Test II - tratamentos controle que não receberam inóculo. *  médias comparadas pelo 

teste de Scott-Knott a 5%.  

 

 

 



 
 

39 

 

Figura 13 - Porcentagem de isolados bacterianos em relação à produção de massa de 

matéria seca de raiz de mudas de cana-de-açúcar obtidas por micropropagação . Test e Test 

II - tratamentos controle que não receberam inóculo. *  médias comparadas pelo teste de 

Scott-Knott a 5% 

 
Figura 14 – Número de isolados bacterianos em relação aos meios de cultura semi-

específico (LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – Herbaspirillum) que 

promoveram aumento na massa de matéria seca da parte aérea e raízes de plantas de cana-

de-açúcar em comparação aos tratamentos controle. 

Quanto ao teor de N na parte aérea das plantas, os resultados mostraram que a 

inoculação de bactérias endofíticas não causou diferença significativa em relação aos 

controles. Entretanto, dos isolados empregados, 63 causaram incremento no acúmulo de N 
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na parte aérea em relação aos tratamentos controles (Figura 15). Muitos destes isolados 

foram obtidos no meio JNFb e diferenciaram significativamente dos controles (Figura 16). 

 

Figura 15 – Porcentagem de isolados bacterianos em relação ao N acumulado na parte 

aérea de plantas micropropagadas de cana-de-açúcar. Test e Test II - tratamentos controle 

que não receberam inóculo. *  médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%  

 

Figura 16 – Número de isolados bacterianos em relação aos meios de cultura semi-

específico (LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – Herbaspirillum) que 

promoveram maior acúmulo de Nem comparação aos tratamentos controle. 

 

Quanto ao índice de eficiência de utilização do nitrogênio (IE) pelas plantas, os 

resultados mostraram que 59 isolados promoveram maior IE que os tratamentos controle 

(Figura 17), destacando-se os isolados obtidos no meio LGI-P. (Figura 18). Desses 
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isolados , 41 causaram maiores acúmulo e índice de eficiência, sendo a maioria obtidos no 

meio LGI-P. 

 

Figura 17 – Porcentagem dos isolados quanto ao índice de eficiência de utilização de 

nitrogênio pelas plantas micropropagadas de cana-de-açúcar. Test e Test II - tratamentos 

controle que não receberam inóculo. *  médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%

  

 

Figura 18 - Número de isolados bacterianos em relação aos meios de cultura semi-específico 

(LGI-P – Gluconacetobacter, JMV – Burkholderia, JNFb – Herbaspirillum) que 

promoveram maior índice de eficiência de utilização de N pelas plantas de cana-de-açúcar 

em comparação aos tratamentos controle. 
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Esses resultados foram semelhantes aos observados por CANUTO et al. (2003). Os 

autores avaliaram 44 estirpes de bactérias diazotróficas em cana-de-açúcar, sob condições 

semelhantes, e observaram  aumento da matéria seca de colmos e raízes. No presente 

trabalho, entretanto, não houve diferença quanto ao teor de N, mas sim quanto ao acúmulo 

de N na parte áerea, enquanto que CANUTO et al. (2003) observaram aumento no teor e 

efeito negativo da inoculação de algumas estirpes. Já REIS JUNIOR et al., (2008) 

empregaram A. amazonence em hídridos de milho e observaram maior acúmulo de N e 

aumento na massa da matéria seca das raízes, sem, entretanto haver efeito na produção de 

matéria seca da parte aérea.  

Resultados positivos também foram observados com cana-de-açúcar em campo por 

OLIVEIRA et al. (2006) que obtiveram incrementos na produção de matéria seca e N 

acumulado da plantas que receberam inóculo, assim como por GOVINDARAJAN et al. 

(2006) que obtiveram aumento da massa de matéria seca em duas variedades de cana 

também associados a inoculação de estirpes de bactérias diazotróficas endofíticas.  

Embora muitos resultados do uso desses microrganismos como inoculantes sejam 

positivos, sua recomendação e utilização como prática de manejo de culturas de interesse 

agrícola ainda devem ser vistas com certa ressalva devido à inconsistência de efeito 

positivo.  As razões para essas variações na resposta à inoculação ainda não foram 

completamente esclarecidas, porém têm-se sugerido que estão relacionados à interação 

com a microbiota nativa do solo, genótipos de planta e condições edafoclimáticas 

(GYANESHWAR et al., 2002, BASHAN et al.,  2004; OLIVEIRA et al., 2006).  

Uma das dificuldades encontradas no estudo, também evidenciada por CANUTO et al. 

(2003), foi a falta de uniformidade das plantas devido à dificuldade de obtenção de mudas 

homogêneas oriundas de micropropagação. Esse fato prejudica a comparação entre os 

tratamentos e a comparação deles em um curto prazo, principalmente para plantas de ciclo 

longo como a cana-de-açúcar. 

Para confirmação da infecção e colonização das raízes das mudas micropropagadas 

pelos inóculos foi realizado um re-isolamento. Observou-se que a quantidade de bactérias 

nas plantas que receberam os isolados foi significativamente maior do que as plantas do 

tratamento controle, as quais não receberam nenhum inóculo (Figura 19 e Anexo 13). No 

entanto, não é possível afirmar se a bactéria re-isolada foi a inoculada, porque não foram 

empregados marcadores moleculares específicos dos isolados empregados.  

O fato de as duas inoculações terem sido feitas após a divisão das touceiras 

provavelmente contribuiu para a alta penetração do inóculo. Bactérias podem infectar os 
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tecidos da planta pelas células soltas da coifa em pontas das raízes, junções das raízes 

laterais e extremidades das raízes  (JAMES et al., 1994).  

 
Figura 19 - Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nas raízes das plantas de cana 

de açúcar e na planta do controle (sem inóculo). *  letras iguais não diferem pelo teste de 

Scott-Knott a 5% 

 

A redutase de nitrato (RN) é a primeira enzima no processo de redução do nitrogênio 

na planta. A atividade da nitrato redutase nas folhas foi significativamente superior a 

encontrada nos controles em plantas que receberam inóculo de 34 dos isolados (Figura 20 e 

Anexo 13), os quais foram obtidos em sua maioria nos meios LGI-P (semi-específico para 

o gênero Gluconacetobacter) e JNFb (semi-específico para o gênero Herbaspirillum). 
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Figura 20 – Porcentagem dos isolados de bactérias endofíticas quanto ao efeito na 

atividade da enzima redutase do nitrato em folhas de cana de açúcar. Test e Test II - 

tratamentos controle que não receberam inóculo. *  médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% 

 

O aumento da atividade da enzima nitrato redutase em alguns tratamentos pode estar 

diretamente relacionado à presença de bactérias fixadoras de nitrogênio. Ao avaliar os 

valores encontrados para a atividade da enzima pode-se observar similaridade com os 

resultados relatados por DONATO et al. (2004) em cana-de-açúcar, onde valores 

significativos ocorreram mesmo sob condições de baixas concentrações ou desprovido de 

nitrogênio.  

Quanto à influencia dos inóculos na atividade da redutase do nitrato, REIS JUNIOR et 

al. (2008) não observaram, em estudo com Azospirillum em milho, influência da 

inoculação, diferindo dos resultados obtidos neste estudo onde alguns tratamentos 

apresentaram aumento significativo na atividade desta enzima. 

A inoculação dos diferentes isolados bacterianos não promoveu aumento significativo 

(Anexo 14) nos teores de clorofila a (Figura 21), clorofila b (Figura 22), clorofila total 

(Figura 23) e carotenóides (Figura 24) nas folhas de cana-de-açúcar, em relação ao 

controle, havendo, ao contrário, decréscimos significativos pela inoculação de alguns 

isolados.  

Não houve correlação entre o teor de clorofila e a atividade da enzima nitrato redutase 

(Anexo 15). Porém, há relatos de que a disponibilidade de N pode influenciar a capacidade 

fotossintética das plantas (DONATO et al., 2004). Sendo assim, a contribuição das 
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bactérias em disponibilizar o nitrogênio para as plantas poderia promover um aumento no 

teor de clorofila na planta.  

 

Figura 21 – Porcentagem de isolados de bactérias diazotróficas endofíticas em relação ao 

efeito no teor de Clorofila a. Test e Test II - tratamentos controle que não receberam 

inóculo. *  médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%  

 

 

Figura 22 – Porcentagem de isolados de bactérias diazotróficas endofíticas em relação ao 

efeito no Teor de Clorofila b. Test e Test II - tratamentos controle que não receberam 

inóculo. *  médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%  
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Figura 23 – Porcentagem de isolados de bactérias diazotróficas endofíticas em relação ao 

efeito no Teor de Clorofila total. Test e Test II - tratamentos controle que não receberam 

inóculo. *  médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%  

 

 
Figura 24 – Porcentagem de isolados de bactérias diazotróficas endofíticas em relação ao 

efeito no teor de carotenóides. Test e Test II - tratamentos controle que não receberam 

inóculo. *  médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%  

 

4.3   Considerações finais  

Bactérias diazotróficas endofíticas podem promover o crescimento vegetal por 

diferentes mecanismos, como a capacidade de FBN, produção de substâncias indólicas e 

atividade antagonista a fitopatógenos, podendo aumentar a eficiência nutricional das 
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plantas, promover proteção contra doenças e estimular seu desenvolvimento, favorecendo 

assim uma maior produção.  

Dentre os isolados estudados, 24 mostraram-se promissores por apresentarem pelo 

menos cinco dos sete diferentes mecanismos de promoção de crescimento observados 

(FBN, produção de substâncias indólicas, aumento na massa de matéria seca da parte aérea 

e da raiz, maior acúmulo de N, maior IEU do N e aumento na atividade da redutase do 

nitrato), foram eles: C 7G, C 10B, C 12G, C 12H, C 23GA, C 25B, R 1G, R 2GA, R 2GB, 

R 5G, R 6G, R 7G, R 8G, R 11G, R 11H, R 12H, R 13G, R 14G, R 17G, R 19G, R 20G, R 

22HB, R 22HA, R 25H.   

Os isolados foram obtidos de 4 variedades diferentes de cana-de-açúcar (SP 81-3250, 

RB 5536, IAC 5000 e SP 80-3280) e testados em apenas uma das quatro (IAC5000), sendo 

possível observar que não houve especificidade entre os isolados e a variedade já que o 

número de isolados obtidosde cada genótipo, que proporcionou benefícios para a planta, 

foram semelhantes. 

O isolado R 22HA apresentou os resultados mais promissores tendo efeito positivo nas 

sete análises, promoveu um aumento de 66% na massa de matéria seca da parte aérea, 54% 

na massa de matéria seca da raiz  e 47% no N acumulado. Esse incremento na massa de 

matéria seca e no acúmulo de N pelo uso de inoculantes de isolados de bactérias 

diazotróficas são frequentemente observados na literatura. GOVINDARAJAN et al. (2006) 

obtiveram aumento de 20% na massa de matéria seca e SEVILLA et al. (2001) obtiveram 

incrementos de 31,4% na produção de matéria seca das plantas e 42,7% no N acumulado, 

além de um acréscimo de 24,7 % na produtividade de duas variedades de cana-de-açúcar. 

A seleção de isolados nativos da região de interesse proporciona a obtenção de estirpes 

bem adaptadas às condições de clima e solo da região de produção, assim como interação 

com os genótipos já cultivados nessas condições.  

Bactérias endofíticas promotoras de crescimento de plantas mostram-se promissoras 

como uma alternativa para fertilizantes químicos e pesticidas, indicando um processo 

biotecnológico de baixo custo e baixo impacto ambiental. Entretanto, ainda são necessários 

estudos para aprimorar a seleção de estipes e identificar as melhores condições de manejo, 

a fim de elevar sua contribuição às plantas por diversos processos, tornando então viável a 

aplicação usual desses microrganismos na agricultura. 

Novos estudos devem ser realizados para definir isolados que possuam maior potencial 

para utilização em campo nas condições de produção no estado de São Paulo.  
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5 CONCLUSÕES 

 Isolados de bactérias diazotróficas endofíticas contribuem de forma positiva no 

desenvolvimento e crescimento de mudas micropropagadas de cana-de-açúcar. 

 Não houve especificidade entre os isolados e o genótipo da planta.  

 Os isolados apresentaram mais de um mecanismos de promoção de crescimento 

de plantas. 
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7 ANEXOS 

Anexo 1 – Solução Nutritiva com baixo Teor de Nitrogênio. 

Solução A  

 Nitrato de Cálcio 200g 

 Cloreto de Cálcio 250g 

 ConMicros Standart 20g 

Solução B   

 Nitrato de Potássio 200 

 Monopotássio Fosfato 150 

 Sulfato de Magnésio 300 

 Cloreto de Potássio 100 

 

Para cada litro de água adicionar 2mL da solução A e 3 mL da solução B. 

 

Anexo 2 – Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

cultura semi-específicos em relação às diferentes partes da planta – município de Sales 

Oliveira 

Meio de cultura                 colmo                    raiz 

JNFb - Herb 79,78064 
a* B** 

405,0881 
a A 

JMV - Burk 176,8821 
a B 

391,6481 
a A 

LGI-P - Gluco 226,9223 
a B 

615,1259 
a A 

CV  (%)              163,93    
*  comparação entre meios de cultura e mesma parte da planta (colmos ou raízes)  - letras iguais não diferem 

pelo teste de Scott-Knott a 5% 

** comparação entre meios de cultura e diferentes partes da planta (colmos e raízes) – letras iguais não 

diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

 

Anexo 3 – Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

cultura semi-específicos em relação às diferentes partes da planta – município de Jaú. 

Meio de cultura                 colmo                    raiz  

JNFb - Herb 86,47455 
a* B** 

23421,04 
a A 

JMV - Burk 319,2742 
a B 

23597,72 
a A 

LGI-P - Gluco 14,10886 
a B 

17933,27 
a A 

CV  (%) 96,26 
 

 
 

*  comparação entre meios de cultura e mesma parte da planta (colmos ou raízes)  - letras iguais não diferem 

pelo teste de Scott-Knott a 5% 

** comparação entre meios de cultura e diferentes partes da planta (colmos e raízes) – letras iguais não 

diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Anexo 4 – Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

cultura semi-específicos em relação às diferentes localidades amostradas. 

Parte planta Meio de cultura Cana Planta - Sales Oliveira Cana Soca - Jaú 

colmo JNFb - Herb 79,78064 
b* 

86,47455 
b 

 JMV - Burk 176,8821 
b 319,2742 b 

 LGI-P - Gluco 226,9223 
b 

14,10886 b 

raiz JNFb - Herb 405,0881 
b 21421,68 a 

 JMV - Burk 391,6481 
b 23597,72 a 

 LGI-P - Gluco 615,1259 
b 20098,08 a 

CV  (%) 149,72 
   

*  comparação entre meios de cultura e mesma parte da planta (colmos ou raízes)  - letras iguais não diferem 

pelo teste de Scott-Knott a 5% 

 

Anexo 5 - Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de 

culturas semi-específicos em relação à diferentes variedades de cana-de-açúcar – 

município de Sales Oliveira 

Parte planta Meio de cultura     IAC 5000     RB 5536 SP 81-3250 

Colmo JNFb - Herb 108,5078 
a* 

73,21979 
a 

57,61433 
a 

 JMV - Burk 112,3136 
a 256,2081 

a 
162,1246 

a 

 LGI-P - Gluco 197,4981 
a 

376,5893 
a 

106,6794 
a 

Raiz JNFb - Herb 287,6392 
a 772,8189 

a 
154,8062 

a 

 JMV - Burk 277,0095 
a 537,3307 

a 
360,6039 

a 

 LGI-P - Gluco 525,2079 
a 373,1141 

a 
947,0556 

a 

CV  (%)              163,93 
  

 
 

 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

 

Anexo 6 - Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de cultura 

semi-específicos em relação às diferentes doses de adubação nitrogenada – município de 

Sales Oliveira. 

Parte planta Meio de cultura          0 N Kg ha
-1 

       60 N  Kg ha
-1 

Colmo JNFb - Herb 77,30621 
a* 

82,25508 
a 

 JMV - Burk 157,3885 
a 

157,3885 
a 

 LGI-P - Gluco 192,1577 
a 

261,6869 
a 

Raiz JNFb - Herb 503,0800 
a 

307,0962 
a 

 JMV - Burk 411,5124 
a 

371,7837 
a 

 LGI-P - Gluco 420,036 
a 

810,2157 
a 

CV  (%)              163,93 
  

 
 

 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Anexo 7 - Ocorrência de bactérias diazotróficas endofíticas nos diferentes meios de cultura 

semi-específicos em relação às diferentes doses de adubação nitrogenada –município de 

Jaú. 

Parte planta Meio de culrura              0 N Kg ha
-1 

      50 N Kg ha
-1 

colmo JNFb - Herb 94,73653 
a* 

78,21258 
a 

 JMV - Burk 548,0113 
a 

90,53705 
a 

 LGI-P - Gluco 17,85793 
a 

10,3598 
a 

raiz JNFb - Herb 23952,33 
a 

22889,75 
a 

 JMV - Burk 22350,98 
a 

24844,46 
a 

 LGI-P - Gluco 17651,66 
a 

18214,88 
a 

CV  (%) 96,26 
 

 
 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Anexo 8 - Nomenclatura atribuída aos isolados obtidos de colmos e raízes de plantas de três variedades de cana-de-açúcar que receberam 

diferentes doses de adubação nitrogenada. 

JMV   JNFb   LGI-P 

Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade 

C 1B 0 SP81-3250 C 2H 60 SP81-3250 C 2G 60 SP81-3250 

C 2B 60 SP81-3250 C 4H 0 RB5536 C 3G 60 RB5536 

C 4B 0 RB5536 C 5H 60 IAC5000 C 4G 0 RB5536 

C 5B 60 IAC5000 C 6H 0 IAC5000 C 5G 60 IAC5000 

C 6B 0 IAC5000 C 7H 0 IAC5000 C 6G 0 IAC5000 

C 7B 0 IAC5000 C 8H 60 IAC5000 C 7G 0 IAC5000 

C 8BA 60 IAC5000 C 9H 60 SP81-3250 C 8G 60 IAC5000 

C 8BB 60 IAC5000 C 10H 0 SP81-3250 C 9G 60 SP81-3250 

C 9B 60 SP81-3250 C 11H 60 RB5536 C 10G 0 SP81-3250 

C 10B 0 SP81-3250 C 12H 0 RB5536 C 11G 60 RB5536 

C 11B 60 RB5536 C 13H 60 RB5536 C 12G 0 RB5536 

C 12B 0 RB5536 C 14H 0 RB5536 C 13G 60 RB5536 

C 13B 60 RB5536 C 15H 60 IAC5000 C 14GA 0 RB5536 

C 14B 0 RB5536 C 16H 0 IAC5000 C 14GB 0 RB5536 

C 15B 60 IAC5000 C 17H 60 SP81-3250 C 15G 60 IAC5000 

C 16B 0 IAC5000 C 18H 0 SP81-3250 C 16G 0 IAC5000 

C 17B 60 SP81-3250 C 19H 0 SP 80-3280 C 17G 60 SP81-3250 

C 18B 0 SP81-3250 C 21H 0 SP 80-3280 C 18G 0 SP81-3250 

C 19B 0 SP 80-3280 C 22H 0 SP 80-3280 C 19G 0 SP 80-3280 

C 20B 0 SP 80-3280 C 23HA 50 SP 80-3280 C 20G 0 SP 80-3280 

        (Continua)... 
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Anexo 8 - ... (Continuação) 

JMV   JNFb   LGI-P 

Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade 

C 21B 0 SP 80-3280 C 23HB 50 SP 80-3280 C 21G 0 SP 80-3280 

C 22B 0 SP 80-3280 C 24H 50 SP 80-3280 C 23G 50 SP 80-3280 

C 23B 50 SP 80-3280 C25HA 50 SP 80-3280 C 24GA 50 SP 80-3280 

C 24B 50 SP 80-3280 C 25HB 50 SP 80-3280 C 24GB 50 SP 80-3280 

C 25B A 50 SP 80-3280 C 26 HA 50 SP 80-3280 C 25G 50 SP 80-3280 

C 25B B 50 SP 80-3280 C 26 HB 50 SP 80-3280 C 26G 50 SP 80-3280 

C 26B 50 SP 80-3280 R 1H 0 SP81-3250 R 1G 0 SP81-3250 

R 1B 0 SP81-3250 R 2HA 60 SP81-3250 R 2GA 60 SP81-3250 

R 2B 60 SP81-3250 R 2HB 60 SP81-3250 R 2GB 60 SP81-3250 

R 3B 60 RB5536 R 3H 60 RB5536 R 3G 60 RB5536 

R 4B 0 RB5536 R 4H 0 RB5536 R 4G 0 RB5536 

R 5B 60 IAC5000 R 5H 60 IAC5000 R 5G 60 IAC5000 

R 7B 0 IAC5000 R 6H 0 IAC5000 R 6G 0 IAC5000 

R 8B 60 IAC5000 R 7H 0 IAC5000 R 7G 0 IAC5000 

R 9B 60 SP81-3250 R 8H 60 IAC5000 R 8G 60 IAC5000 

R 10B 0 SP81-3250 R 9H 60 SP81-3250 R 9G 60 SP81-3250 

R 11B 60 RB5536 R 10H 0 SP81-3250 R 10G 0 SP81-3250 

R 12B 0 RB5536 R 11H 60 RB5536 R 11G 60 RB5536 

R 13B 60 RB5536 R 12H 0 RB5536 R 12G 0 RB5536 

R 14B 0 RB5536 R 13H 60 RB5536 R 13G 60 RB5536 

R 15B 60 IAC5000 R 14H 0 RB5536 R 14G 0 RB5536 

        (Continua)... 
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Anexo 8 - ... (Continuação) 

JMV   JNFb   LGI-P 

Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade Isolados dose N (kg ha
-1

) Variedade 

R 16B 0 IAC5000 R 15H 60 IAC5000 R 15G 60 IAC5000 

R 17B 60 SP81-3250 R 16H 0 IAC5000 R 16G 0 IAC5000 

R 18B 0 SP81-3250 R 17H 60 SP81-3250 R 17G 60 SP81-3250 

R 19B 0 SP 80-3280 R 18H 0 SP81-3250 R 18G 0 SP81-3250 

R 20B 0 SP 80-3280 R 19H 0 SP 80-3280 R 19G 0 SP 80-3280 

R 21B 0 SP 80-3280 R 20H 0 SP 80-3280 R 20G 0 SP 80-3280 

R 22B 0 SP 80-3280 R 21H 0 SP 80-3280 R 21G 0 SP 80-3280 

R 23B 50 SP 80-3280 R 22HA 0 SP 80-3280 R 22G 0 SP 80-3280 

R 24B 50 SP 80-3280 R 22HB 0 SP 80-3280 R 23GA 50 SP 80-3280 

R 25B 50 SP 80-3280 R 23H 50 SP 80-3280 R 23GB 50 SP 80-3280 

R 26B 50 SP 80-3280 R 24H 50 SP 80-3280 R 24GA 50 SP 80-3280 

   

R 25H 50 SP 80-3280 R 24GB 50 SP 80-3280 

   

R 26H 50 SP 80-3280 R25G 50 SP 80-3280 

      

R 26GA 50 SP 80-3280 

      

R 26GB 50 SP 80-3280 
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Anexo 9 – Quantificação da FBN utilizando a técnica da Redução de Acetileno em cultura 

pura – nmol etileno.mg
-1

 proteína.    

JMV  JNFb  LGI-P 

C 1B 1,2031 
d* 

 C 2H 7,0585 
d 

 C 2G 1,3121 
d 

C 2B 0,2601 
d 

 C 4H 51,2885 
c 

 C 3G 1,0401 
d 

C 4B 0,2637 
d 

 C 5H 18,1564 
d 

 C 4G 5,5981 
d 

C 5B 0,5670 
d 

 C 6H 47,3087 
d 

 C 5G 1,4329 
d 

C 6B 0,6139 
d 

 C 7H 5,6384 
d 

 C 6G 1,0702 
d 

C 7B 0,2206 
d 

 C 8H 140,3095 
b 

 C 7G 69,9147 
c 

C 8BA 0,6114 
d 

 C 9H 78,2435 
c 

 C 8G 12,8345 
d 

C 8BB 0,9976 
d 

 C 10H 11,5329 
d 

 C 9G 26,7502 
d 

C 9B 18,6919 
d 

 C 11H 30,3098 
d 

 C 10G 16,2687 
d 

C 10B 5,3203 
d 

 C 12H 55,8182 
c 

 C 11G 14,1143 
d 

C 11B 2,0417 
d 

 C 13H 87,6387 
c 

 C 12G 5,9636 
d 

C 12B 6,9150 
d 

 C 14H 9,1561 
d 

 C 13G 1,0996 
d 

C 13B 1,9642 
d 

 C 15H 6,9193 
d 

 C 14GA 1,3460 
d 

C 14B 4,2030 
d 

 C 16H 12,8375 
d 

 C 14GB 34,2486 
d 

C 15B 2,5936 
d 

 C 17H 35,3069 
d 

 C 15G 3,7321 
d 

C 16B 2,1326 
d 

 C 18H 8,8041 
d 

 C 16G 1,2471 
d 

C 17B 3,2328 
d 

 C 19H 32,4770 
c 

 C 17G 3,1421 
d 

C 18B 1,5695 
d 

 C 21H 69,4812 
c 

 C 18G 0,6414 
d 

C 19 B 2,5782 
d 

 C 22H 72,8992 
c 

 C 19G 3,6666 
d 

C 20 B 3,7092 
d 

 C 23HA 27,1374 
d 

 C 20G 18,7158 
d 

C 21 B 2,4780 
d 

 C 23HB 19,1176 
d 

 C 21G 5,4461 
d 

C 22 B 1,2344 
d 

 C 24H 58,1758 
c 

 C 24GA 23,1130 
d 

C 23 B 3,6879 
d 

  C25HA 20,0914 
d 

 C 24GB 22,5009 
d 

C 24 B 1,0279 
d 

 C 25HB 57,4585 
c 

 C 23G 9,3442 
d 

C 25 BA 2,2277 
d 

 C 26HA 47,0881 
c 

 C 25G 19,8604 
d 

C 25 BB 5,5561 
d 

 C 26HB 18,9527 
d 

 C 26G 8,8864 
d 

C 26 B 5,0671 
d 

 R 1H 5,7281 
d 

 R 1G 208,8557 
b 

R 1B 2,0075 
d 

 R 2HA 24,3419 
d 

 R 2GA 48,1280 
c 

R 2B 1,1338 
d 

 R 2HB 37,6261 
c 

 R 2GB 113,2695 
c 

R 3B 2,4262 
d 

 R 3H 3,9720 
d 

 R 3G 14,1143 
d 

R 4B 0,9637 
d 

 R 4H 25,7608 
d 

 R 4G 144,6045 
b 

R 5B 4,2680 
d 

 R 5H 24,3809 
d 

 R 5G 73,4829 
c 

R 7B 6,6140 
d 

 R 6H 12,0203 
d 

 R 6G 58,1233 
c 

R 8B 2,0637 
d 

 R 7H 12,3341 
d 

 R 7G 22,3192 
d 

R 9B 5,4170 
d 

 R 8H 18,7857 
d 

 R 8G 504,5032 
a 

R 10B 4,3235 
d 

 R 9H 14,9747 
d 

 R 9G 45,6074 
c 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

(Continua)... 



 
 

68 

 

Anexo 9 - ... (Continuação) 

JMV  JNFb  LGI-P 

R11B 2,8331 
d 

 R 10H 17,7041 
d 

 R 10G 50,8331 
c 

R12B 9,9938 
d 

 R 11H 34,4412 
d 

 R 11G 26,0860 
d 

R 13B 1,7091 
d 

 R 12H 26,2706 
d 

 R 12G 346,9275 
a 

R 14B 9,4675 
d 

 R 13H 10,7540 
d 

 R 13G 580,7402 
a 

R 15B 71,7730 
c 

 R 14H 12,1456 
d 

 R 14G 162,2706 
b 

R 16B 8,4175 
d 

 R 15H 8,6563 
d 

 R 15G 218,7554 
b 

R 17B 1,5722 
d 

 R 16H 7,0792 
d 

 R 16G 20,0693 
d 

R 18B 4,3613 
d 

 R 17H 38,0619 
c 

 R 17G 33,5373 
c 

R 19B 11,3557 
d 

 R 18H 12,6313 
d 

 R 18G 73,0584 
c 

R 20B 7,4292 
d 

 R 19H 8,7961 
d 

 R 19G 38,9186 
d 

R 21B 61,6249 
c 

 R 20H 45,4760 
c 

 R 20G 127,4339 
b 

R 22B 14,8013 
d 

 R 21H 91,4149 
c 

 R 21G 94,2638 
c 

R 23B 19,4837 
d 

 R 22HA 47,4044 
c 

 R 22G 35,3893 
c 

R 24B 2,5193 
d 

 R 22HB 17,5830 
d 

 R 23GA 46,4155 
c 

R 25B 0,9776 
d 

 R 23H 87,7350 
c 

 R 23GB 42,3451 
c 

R 26B 6,1162 
d 

 R 24H 6,8799 
d 

 R 24GA 49,8312 
c 

  
 

 R 25H 8,3834 
d 

 R 24GB 30,7024 
c 

  
 

 R 26H 20,6551 
d 

 R 25G 5,9001 
d 

  
 

   
 

 R 26GA 24,2933 
d 

  
 

   
 

 R 26GB 44,3262 
c 

CV (%)   84,29     

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Anexo 10 - Presença e ausência de substâncias indóis pelo teste da membrana de 

nitrocelulose.  

JMV  LGI-P  JNFb 

C 1B +  C 2G +  C 2H + 

C 2B +  C 3G +  C 4H - 

C 4B +  C 4G +  C 5H - 

C 5B -  C 5G +  C 6H + 

C 6B -  C 6G +  C 7H + 

C 7B -  C 7G -  C 8H + 

C 8BA -  C 8G +  C 9H + 

C 8BB +  C 9G +  C 10H + 

C 9B +  C 10G +  C 11H + 

C 10B +  C 11G -  C 12H - 

C 11B -  C 12G +  C 13H - 

C 12B +  C 13G -  C 14H - 

C 13B +  C 14GA -  C 15H + 

C 14B -  C 14GB -  C 16H - 

C 15B -  C 15G -  C 17H + 

C 16B +  C 16G -  C 18H + 

C 17B -  C 17G +  C 19H - 

C 18B +  C 18G +  C 21H - 

C 19B +  C 19G -  C 22H - 

C 20B -  C 20G +  C 23HA - 

C 21B -  C 21G -  C 23HB + 

C 22B -  C 23G -  C 24H - 

C 23B -  C 24GA -  C 24HA + 

C 24B +  C 24GB +  C 24HB + 

C 25BA +  C 25G +  C 25H + 

C 25BB +  C 26G -  C 26 H - 

C 26B -  R 1G +  R 1H + 

R 1B +  R 2GA +  R 2HA + 

R 2B +  R 2GB +  R 2HB + 

R 3B -  R 3G +  R 3H + 

R 4B +  R 4G +  R 4H + 

R 5B -  R 5G +  R 5H + 

R 7B +  R 6G -  R 6H + 

R 8B +  R 7G +  R 7H + 

R 9B -  R 8G +  R 8H + 

R 10B -  R 9G -  R 9H - 

R 11B -  R 10G +  R 10H + 

R 12B -  R 11G +  R 11H + 

R 13B -  R 12G +  R 12H - 

R 14B +  R 13G +  R 13H + 

R 15B -  R 14G +  R 14H + 

R 16B +  R 15G +  R 15H - 

R 17B +  R 16G +  R 16H + 

R 18B +  R 17G +  R 17H + 

(Continua)... 
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Anexo 10 - ... (Continuação) 

JMV  LGI-P  JNFb 

R 19B +  R 18G -  R 18H + 

R 20B -  R 19G -  R 19H - 

R 21B +  R 20G +  R 20H - 

R 22B +  R 21G -  R 21H - 

R 23B +  R 22G +  R 22HA + 

R 24B +  R 23GA +  R 22HB + 

R 25B +  R 23GB +  R 23H - 

R 26B -  R 24G +  R 24H + 

   R25G -  R 25H - 

   R 26GA -  R 26H - 

   R 26GB -    
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Anexo 11 – Quantificação de substâncias indóis pelo método colorimétrico - µmol 

substância indol. mg
-1

 proteína. 

JMV
 

 JNFb
 

 LGI-P
 

C 1B 2,0207 
a* 

 C 2H 2,0180 
b 

 C 2G 1,9703 
d 

C 2B 1,9967 
c 

 C 6H 1,9983 
c 

 C 3G 1,9847 
d 

C 4B 2,0227 
a 

 C 7H 2,0223 
a 

 C 4G 2,0353 
a 

C 8BB 2,0187 
b 

 C 8H 2,0133 
b 

 C 5G 2,0077 
b 

C 9B 2,0267 
a 

 C 9H 2,0067 
c 

 C 6G 1,9817 
d 

C 10B 2,0320 
a 

 C 10H 2,0040 
c 

 C 8G 0 
e 

C 12B 2,0043 
c 

 C 11H 2,0143 
b 

 C 9G 2,0207 
a 

C 13B 2,0287 
a 

 C 15H 0 
e 

 C 10G 2,0060 
c 

C 16B 2,0310 
a 

 C 17H 2,0263 
a 

 C 12G 2,0113 
b 

C 18B 2,0307 
a 

 C 18H 2,0230 
a 

 C 17G 1,9833 
d 

C 19 B 2,0270 
a 

 C 23HB 2,0197 
b 

 C 18G 2,0047 
c 

C 24 B 2,0297 
a 

  C25HA 2,0033 
c 

 C 20G 1,9777 
d 

C 25 BA 2,0210 
a 

 C 25HB 1,9903 
c 

 C 23G 2,0030 
c 

C 25 BB 2,0217 
a 

 C 26HA 2,0263 
a 

 C 25G 2,0177 
b 

R 1B 2,0037 
c 

 R 1H 1,9777 
d 

 R 1G 1,9863 
d 

R 2B 2,0260 
a 

 R 2HA 2,0013 
c 

 R 2GA 2,0023 
c 

R 4B 2,0000 
c 

 R 2HB 1,9977 
c 

 R 2GB 2,0177 
b 

R 7B 2,0103 
b 

 R 3H 1,9983 
c 

 R 3G 2,0017 
c 

R 8B 2,0243 
a 

 R 4H 2,0047 
c 

 R 4G 1,9927 
c 

R 14B 2,0213 
a 

 R 5H 1,9733 
d 

 R 5G 2,0120 
b 

R 16B 2,0237 
a 

 R 6H 1,9940 
c 

 R_6G 2,0347 
a 

R 17B 2,0273 
a 

 R 7H 1,9747 
d 

 R 7G 2,0103 
b 

R 18B 2,0280 
a 

 R 8H 1,9943 
c 

 R 8G 2,0177 
b 

R 19B 2,0213 
a 

 R 10H 1,9890 
c 

 R 9G 2,0257 
a 

R 21B 1,9677 
d 

 R 11H 1,9897 
c 

 R 10G 2,0163 
b 

R 22B 2,0233 
a 

 R 13H 1,9907 
c 

 R 11G 2,0147 
b 

R 23B 2,0223 
a 

 R 14H 2,0187 
b 

 R 12G 2,0193 
b 

R 24B 2,0123 
b 

 R 16H 2,0267 
a 

 R 13G 2,0253 
a 

R 25B 2,0100 
b 

 R 17H 2,0237 
a 

 R 14G 0 
e 

  
 

 R 18H 2,0180 
b 

 R 15G 0 
e 

  
 

 R 22HA 2,0123 
b 

 R 16G 2,0323 
a 

  
 

 R 22HB 2,0093 
b 

 R 17G 2,0150 
b 

  
 

 R 24H 2,0060 
c 

 R 20G 2,0227 
a 

  
 

   
 

 R 22G 2,0157 
b 

  
 

   
 

 R 23GA 2,0223 
a 

  
 

   
 

 R 23GB 2,0227 
a 

  
 

   
 

 R 24GA 2,0240 
a 

  
 

   
 

 R 24GB 2,0247 
a 

CV (%)   0,48     

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Anexo 12 – Antagonismo contra os fitopatógenos Bipolaris sacchari (BS) e Ceratocystis 

paradoxa – método do pareamento direto. 

 JMV    JNFb    LGI-P  

Isolado BS CP  Isolado BS CP  Isolado BS CP 

C 1B - -  C 2H + -  C 2G - + 

C 2B + +  C 4H - -  C 3G - - 

C 4B - -  C 5H - -  C 4G + + 

C 5B - -  C 6H - -  C 5G - - 

C 6B - -  C 7H - -  C 6G - - 

C 7B + +  C 8H + +  C 7G + + 

C 8BA - -  C 9H - +  C 8G - - 

C 8BB + -  C 10H - -  C 9G - - 

C 9B - -  C 11H - -  C 10G - - 

C 10B - -  C 12H - -  C 11G + + 

C 11B - -  C 13H + -  C 12G - - 

C 12B - -  C 14H - -  C 13G + + 

C 13B + -  C 15H + -  C 14GA + + 

C 14B + +  C 16H - -  C 14GB - - 

C 15B + -  C 17H - -  C 15G + - 

C 16B + +  C 18H + -  C 16G + + 

C 17B - -  C 19H - -  C 17G + + 

C 18B - -  C 21H - -  C 18G - - 

C 19B - -  C 22H - -  C 19G + - 

C 20B + -  C 23HA + -  C 20G + - 

C 21B + -  C 23HB + -  C 21G + + 

C 22B + -  C 24H - +  C 23G + + 

C 23B - -  C 25H - -  C 24GA + - 

C 24B - -  C 26H - -  C 24GB + + 

C 25BA - -  R 2HA + +  C 25G + + 

C 25BB - -  R 2HB - -  C 26G - - 

C 26B - -  R 3H + -  R 1G + + 

R 1B + -  R 4H + -  R 2GA - - 

R 2B + +  R 5H - +  R 2GB - - 

R 3B + +  R 6H - +  R 3G + - 

R 4B - -  R 7H - -  R 4G + + 

R 5B - -  R 8H + +  R 5G - + 

R 7B - -  R 9H - -  R 6G - - 

R 8B - +  R 10H + -  R 7G - - 

(Continua)... 
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Anexo 12 - ... (Continuação) 

 JMV    JNFb    LGI-P  

Isolado BS CP  Isolado BS CP  Isolado BS CP 

R 9B - -  R 11H - -  R 8G + + 

R 10B + +  R 12H + +  R 9G + + 

R 11B + +  R 13H + +  R 10G + - 

R 12B + +  R 14H + -  R 11G + - 

R 13B - -  R 15H + -  R 12G + + 

R 14B + -  R 16H + -  R 13G + - 

R 15B + +  R 17H + +  R 14G - - 

R 16B + -  R 18H - -  R 15G + - 

R 17B - -  R 19H + -  R 16G + + 

R 18B + +  R 20H - -  R 17G + - 

R 19B + +  R 21H + -  R 18G - - 

R 20B + -  R 22HA + -  R 19G - - 

R 21B - -  R 22HB - -  R 20G + + 

R 22B + -  R 23H + -  R 21G + - 

R 23B + -  R 24H + -  R 22G - - 

R 24B - -  R 25H - -  R 23GA - + 

R 25B + -  R 26H + +  R 23GB + + 

R 26B + +      R 24G + - 

        R25G + - 

        R 26GA + - 

        R 26GB + - 
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Anexo 13 – Massa de Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA) e da Raiz (MSR), Nitrogênio 

Total (NT), Nitrogênio Acumulado (NA) e Índice de Eficiência de Utilização (IE) e 

Atividade Nitrato Redutase (NR). 

Tratamento 
MSPA

 
MSR

 
NT NA IE NR 

------------- g ------------- g  Kg-1 mg g-1planta 
g2biomassa g-1 

nutriente 
µmol NO2 g

-1 

Test 8,01 
b* 

1,79 
b 

12,7400 
a 

101,8440 b 0,6340 b 0,0744 
e 

Test II 8,16 
b 

1,83 
b 

11,8980 
b 

96,7680 b 0,6920 b 0,0340 
e 

C1B 9,99 
a 

1,78 
b 

12,8667 
a 

128,6100 a 0,7767 b 0,0800 
e 

C2B 10,38 
a 

1,83 
b 

12,2900 
a 

127,5033 a 0,8433 a 0,0333 
e 

C4B 9,92 
a 

1,67 
b 

12,8333 
a 

128,1800 a 0,7700 b 0,0367 
e 

C5B 9,37 
a 

1,65 
b 

12,1867 
a 

113,3533 b 0,7767 b 0,0767 
e 

C6B 10,16 
a 

1,93 
b 

12,7300 
a 

129,6167 a 0,8000 b 0,0300 
e 

C7B 9,96 
a 

1,61 
b 

11,8467 
b 

117,9467 b 0,8400 a 0,0600 
e 

C8BA 11,24 
a 

2,14 
b 

11,6400 
b 

130,2800 a 0,9700 a 0,0333 
e 

C8BB 9,87 
a 

2,06 
b 

12,3233 
a 

120,8467 a 0,8067 b 0,0533 
e 

C9B 7,98 
b 

1,34 
b 

11,5367 
b 

92,9333 b 0,6933 b 0,0233 
e 

C10B 10,34 
a 

2,24 
a 

11,9833 
b 

123,5700 a 0,8667 a 0,0633 
e 

C12B 9,90 
a 

1,69 
b 

12,3233 
a 

119,9933 a 0,8167 b 0,0633 
e 

C13B 10,46 
a 

1,31 
b 

11,1300 
b 

116,3967 b 0,9400 a 0,0400 
e 

C15B 9,90 
a 

1,57 
b 

12,1533 
a 

120,4600 a 0,8133 b 0,0233 
e 

C17B 6,48 
b 

1,54 
b 

13,4833 
a 

121,0467 a 0,6733 b 0,0567 
e 

C18B 8,59 
b 

1,57 
b 

12,6300 
a 

106,3267 b 0,6933 b 0,0567 
e 

C20B 11,46 
a 

2,14 
b 

11,3333 
b 

130,5167 a 1,0100 a 0,0500 
e 

C21B 9,77 
a 

2,27 
a 

11,5367 
b 

112,8933 b 0,8467 a 0,0533 
e 

C22B 9,79 
a 

3,15 
a 

11,9833 
b 

117,3367 b 0,8200 b 0,0533 
e 

C23B 10,63 
a 

2,60 
a 

13,4133 
a 

143,4567 a 0,7933 b 0,0367 
e 

C24B 9,18 
b 

2,50 
a 

11,2667 
b 

103,1633 b 0,8200 b 0,0400 
e 

C25BA 9,53 
a 

2,52 
a 

12,1900 
a 

116,1167 b 0,7800 b 0,0700 
e 

C25BB 11,02 
a 

2,14 
b 

12,1867 
a 

134,1433 a 0,9033 a 0,1133 
d 

C26B 10,51 
a 

3,11 
a 

11,4667 
b 

120,0067 a 0,9233 a 0,0600 
e 

C2G 10,70 
a 

2,07 
b 

11,7767 
b 

125,0600 a 0,9167 a 0,0233 
e 

C3G 10,01 
a 

1,92 
b 

11,3333 
b 

111,9267 b 0,9000 a 0,0233 
e 

C4G 9,87 
a 

2,29 
a 

12,5600 
a 

123,5033 a 0,8000 b 0,0267 
e 

C5G 10,42 
a 

2,03 
b 

11,9133 
b 

123,6033 a 0,8833 a 0,0300 
e 

C6G 13,95 
a 

2,34 
a 

11,3633 
b 

158,3300 a 1,2300 a 0,0300 
e 

C7G 12,79 
a 

2,30 
a 

12,5267 
a 

160,7167 a 1,0233 a 0,0467 
e 

C8G 13,58 
a 

2,64 
a 

11,4367 
b 

154,2067 a 1,2000 a 0,0200 
e 

C9G 11,39 
a 

2,12 
b 

11,5367 
b 

131,3767 a 0,9900 a 0,0233 
e 

C10G 11,16 
a 

1,97 
b 

12,2867 
a 

137,2967 a 0,9100 a 0,0233 
e 

C12G 11,45 
a 

2,28 
a 

11,2967 
b 

129,3633 a 1,0133 a 0,0167 
e 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

(Continua)... 
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Anexo 13 - ... (Continuação)  

Tratamento 
MSPA

 
MSR

 
NT NA IE NR 

------------- g ------------- g  Kg-1 mg g-1planta 
g2biomassa g-1 

nutriente 
µmol NO2 g

-1 

C13G 11,65 
a 

2,65 
a 

12,1500 
a 

141,4567 a 0,9600 a 0,0200 
e 

C15G 10,26 
a* 

1,76 
b 

12,4933 
a 

128,4800 a 0,8200 b 0,0400 
e 

C17G 10,89 
a 

1,65 
b 

12,7000 
a 

136,0033 a 0,8833 a 0,0533 
e 

C18G 8,27 
b 

1,57 
b 

13,6700 
a 

111,2700 b 0,6133 b 0,1100 
d 

C20G 12,42 
a 

2,08 
b 

12,6267 
a 

156,6700 a 0,9867 a 0,0267 
e 

C23GA 11,78 
a 

2,27 
a 

12,0500 
b 

141,9133 a 0,9767 a 0,0400 
e 

C24GA 13,23 
a 

2,13 
b 

12,5600 
a 

166,5867 a 1,0533 a 0,0467 
e 

C25G 9,99 
a 

1,57 
b 

12,3900 
a 

123,2500 a 0,8167 b 0,0267 
e 

C26GA 11,25 
a 

1,94 
b 

12,0833 
b 

136,9533 a 0,9267 a 0,0400 
e 

C2H 10,45 
a 

2,10 
b 

11,1933 
b 

117,4633 b 0,9300 a 0,0933 
d 

C4H 10,43 
a 

1,87 
b 

11,5700 
b 

121,3967 a 0,9000 a 0,0433 
e 

C6H 6,26 
b 

1,49 
b 

13,8767 
a 

85,8000 b 0,5920 b 0,0967 
d 

C7H 6,24 
b 

1,55 
b 

11,4333 
b 

100,2267 b 0,7700 b 0,0867 
e 

C8H 8,15 
b 

2,20 
b 

11,8433 
b 

95,7800 b 0,6967 b 0,1000 
d 

C9H 8,65 
b 

2,49 
a 

11,3300 
b 

97,9267 b 0,7667 b 0,0667 
e 

C10H 7,96 
b 

1,63 
b 

12,1500 
a 

96,1800 b 0,6633 b 0,1733 
c 

C11H 7,05 
b 

1,60 
b 

10,8867 
b 

107,5000 b 0,9067 a 0,0833 
e 

C12H 9,40 
a 

2,36 
a 

10,9950 
b 

103,1400 b 0,9200 a 0,1450 
c 

C13H 7,71 
b 

1,62 
b 

11,4200 
b 

87,9750 b 0,6800 b 0,1150 
d 

C15H 7,00 
b 

1,27 
b 

12,4933 
a 

87,6433 b 0,5633 b 0,1400 
c 

C17H 6,50 
b 

1,44 
b 

12,0833 
b 

109,6900 b 0,7600 b 0,1267 
c 

C18H 7,91 
b 

1,56 
b 

12,2867 
a 

96,1800 b 0,6533 b 0,1333 
c 

C19H 9,80 
a 

1,87 
b 

11,6733 
b 

114,1600 b 0,8400 a 0,2300 
b 

C21H 7,96 
b 

1,76 
b 

12,9500 
a 

103,1067 b 0,6133 b 0,3100 
a 

C25HA 7,71 
b 

1,97 
b 

13,0733 
a 

100,5633 b 0,5900 b 0,1367 
c 

C25HB 8,41 
b 

2,11 
b 

12,2200 
a 

101,9367 b 0,6967 b 0,1733 
c 

C26HA 8,93 
b 

1,62 
b 

11,7433 
b 

104,8633 b 0,7600 b 0,1367 
c 

R1B 10,87 
a 

1,46 
b 

12,0500 
b 

130,2300 a 0,9067 a 0,0333 
e 

R2B 11,26 
a 

1,87 
b 

12,1200 
a 

136,0100 a 0,9300 a 0,0567 
e 

R4B 6,98 
b 

1,13 
b 

12,8033 
a 

118,4333 b 0,7267 b 0,0567 
e 

R7B 7,97 
b 

1,66 
b 

11,7433 
b 

93,9433 b 0,6833 b 0,0433 
e 

R8B 8,33 
b 

1,17 
b 

12,7633 
a 

105,3267 b 0,6633 b 0,0300 
e 

R12B 8,57 
b 

1,57 
b 

12,3200 
a 

105,3933 b 0,7033 b 0,0400 
e 

R13B 7,99 
b 

1,49 
b 

12,4233 
a 

99,0467 b 0,6467 b 0,0333 
e 

R17B 9,88 
a 

1,80 
b 

11,8800 
b 

117,5333 b 0,8300 b 0,0400 
e 

R19B 9,85 
a 

1,96 
b 

12,2200 
a 

119,9800 a 0,8100 b 0,0200 
e 

R20B 9,63 
a 

2,14 
b 

12,6633 
a 

121,2533 a 0,7667 b 0,0433 
e 

R21B 9,43 
a 

1,69 
b 

13,0767 
a 

126,8267 a 0,7133 b 0,0933 
d 

R22B 10,34 
a 

2,40 
a 

12,7667 
a 

131,7167 a 0,8133 b 0,0500 
e 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

(Continua)... 
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Anexo 13 - ... (Continuação) 

Tratamento 
MSPA

 
MSR

 
NT NA IE NR 

------------- g ------------- g  Kg-1 mg g-1planta 
g2biomassa g-1 

nutriente 
µmol NO2 g

-1 

R23B 10,07 
a* 

1,78 
b 

12,8333 
a 

129,4167 a 0,7867 b 0,0600 
e 

R24B 9,02 
b 

2,05 
b 

12,5600 
a 

113,1567 b 0,7267 b 0,0500 
e 

R26B 7,54 
b 

1,75 
b 

12,4267 
a 

93,6733 b 0,6067 b 0,0300 
e 

R1G 10,28 
a 

3,27 
a 

11,6067 
b 

118,3733 b 0,9067 a 0,1000 
d 

R2GA 10,49 
a 

3,47 
a 

11,5367 
b 

120,3633 a 0,9133 a 0,0433 
e 

R2GB 10,72 
a 

2,74 
a 

12,2200 
a 

131,3900 a 0,8767 a 0,0733 
e 

R4G 10,00 
a 

3,28 
a 

11,7100 
b 

116,9933 b 0,8567 a 0,0833 
e 

R5G 10,00 
a 

2,82 
a 

11,6367 
b 

115,5733 b 0,8767 a 0,0967 
d 

R6G 10,74 
a 

2,07 
b 

12,0500 
b 

127,0500 a 0,9100 a 0,0700 
e 

R7G 14,63 
a 

4,23 
a 

11,3300 
b 

164,3067 a 1,3133 a 0,0867 
e 

R8G 12,54 
a 

2,59 
a 

12,2867 
a 

154,6467 a 1,0267 a 0,0700 
e 

R11G 10,11 
a 

2,47 
a 

11,9833 
b 

121,0433 a 0,8500 a 0,0733 
e 

R12G 8,46 
b 

1,57 
b 

12,6967 
a 

107,3400 b 0,6733 b 0,0333 
e 

R13G 12,17 
a 

2,65 
a 

10,6500 
b 

129,5900 a 1,1433 a 0,0733 
e 

R14G 12,75 
a 

2,54 
a 

12,2900 
a 

155,6600 a 1,0533 a 0,0433 
e 

R15G 6,86 
b 

1,76 
b 

14,1633 
a 

96,3333 b 0,4900 b 0,0767 
e 

R16G 10,31 
a 

2,16 
b 

12,4600 
a 

128,0600 a 0,8300 b 0,0500 
e 

R17G 10,13 
a 

2,42 
a 

13,0733 
a 

131,6067 a 0,7867 b 0,0600 
e 

R18G 9,95 
a 

1,66 
b 

11,8433 
b 

116,5833 b 0,8533 a 0,0800 
e 

R19G 12,09 
a 

2,25 
a 

12,5267 
a 

151,6867 a 0,9633 a 0,1167 
d 

R20G 9,67 
a 

2,18 
b 

13,9967 
a 

135,7767 a 0,6933 b 0,1067 
d 

R21G 7,31 
b 

1,27 
b 

13,4467 
a 

98,6633 b 0,5433 b 0,0933 
d 

R22G 10,02 
a 

1,81 
b 

13,1433 
a 

131,4167 a 0,7633 b 0,0733 
e 

R23GA 7,54 
b 

1,48 
b 

14,1667 
a 

128,3133 a 0,6500 b 0,1167 
d 

R23GB 7,81 
b 

1,35 
b 

13,3100 
a 

104,5367 b 0,5867 b 0,0767 
e 

R24GA 8,37 
b 

1,49 
b 

13,6533 
a 

113,7900 b 0,6167 b 0,0700 
e 

R25G 9,83 
a 

1,58 
b 

12,4233 
a 

122,4967 a 0,7933 b 0,0467 
e 

R26GB 11,80 
a 

1,97 
b 

11,6767 
b 

137,2367 a 1,0133 a 0,0433 
e 

R1H 6,93 
b 

1,47 
b 

10,7167 
b 

97,5467 b 0,8600 a 0,1133 
d 

R2HA 7,68 
b 

2,05 
b 

12,2200 
a 

94,0000 b 0,6267 b 0,1433 
c 

R2HB 6,50 
b 

1,45 
b 

12,4233 
a 

81,3100 b 0,5233 b 0,0933 
d 

R3H 6,83 
b 

1,67 
b 

11,5033 
b 

79,3233 b 0,5900 b 0,0733 
e 

R4H 9,13 
b 

3,07 
a 

11,6400 
b 

106,2733 b 0,7867 b 0,1133 
d 

R5H 8,00 
b 

2,36 
a 

11,9433 
b 

95,5833 b 0,6700 b 0,0933 
d 

R6H 8,65 
b 

2,66 
a 

11,5700 
b 

99,4233 b 0,7533 b 0,0367 
e 

R7H 8,32 
b 

2,43 
a 

12,5933 
a 

105,7300 b 0,6600 b 0,0767 
e 

R8H 9,31 
b 

2,67 
a 

11,6733 
b 

106,0733 b 0,8267 b 0,0833 
e 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

(Continua)... 
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Anexo 13 - ... (Continuação) 

Tratamento 
MSPA

 
MSR

 
NT NA IE NR 

------------- g ------------- g  Kg-1 mg g-1planta 
g2biomassa g-1 

nutriente 
µmol NO2 g

-1 

R9H 9,63 
a 

3,24 
a 

10,9200 
b 

105,3367 b 0,8800 a 0,0967 
d 

R10H 10,16 
a* 

2,96 
a 

11,5067 
b 

117,2300 b 0,8833 a 0,0433 
e 

R11H 10,15 
a 

3,11 
a 

11,8300 
b 

120,0300 a 0,8600 a 0,1600 
c 

R12H 10,44 
a 

2,90 
a 

11,7800 
b 

122,6700 a 0,8900 a 0,1167 
d 

R13H 9,07 
b 

2,36 
a 

11,6733 
b 

106,3367 b 0,7800 b 0,0567 
e 

R14H 7,16 
b 

2,00 
b 

11,6033 
b 

108,0900 b 0,8133 b 0,0667 
e 

R15H 11,49 
a 

2,62 
a 

10,6833 
b 

122,0233 a 1,0900 a 0,0367 
e 

R16H 10,95 
a 

2,87 
a 

10,8200 
b 

117,8367 b 1,0233 a 0,0333 
e 

R17H 8,85 
b 

2,77 
a 

10,8867 
b 

96,3400 b 0,8100 b 0,0633 
e 

R18H 10,41 
a 

2,59 
a 

10,9900 
b 

113,6233 b 0,9533 a 0,0800 
e 

R19H 11,57 
a 

2,79 
a 

11,1967 
b 

129,2667 a 1,0400 a 0,0300 
e 

R20H 10,02 
a 

2,76 
a 

11,4000 
b 

113,9900 b 0,8800 a 0,0533 
e 

R22HA 13,44 
a 

2,79 
a 

10,8900 
b 

146,4033 a 1,2367 a 0,0933 
d 

R22HB 11,77 
a 

2,50 
a 

11,8100 
b 

136,5700 a 1,0167 a 0,0633 
e 

R24H 8,69 
b 

1,98 
b 

11,9100 
b 

103,4367 b 0,7300 b 0,0667 
e 

R25H 10,41 
a 

2,42 
a 

11,4700 
b 

119,2500 a 0,9100 a 0,1000 
d 

R26H 10,22 
a 

1,90 
b 

11,9833 
b 

122,1633 a 0,8567 a 0,0900 
d 

CV (%) 20,73 30,57 7,45 17,43 21,02 38,30 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Anexo 14 – Teor de Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total e Carotenoides - µg mL
-1

 de 

extrato. 

Tratamento      Clorofila a      Clorofila b        Clorofila total     Carotenoides 

Test II 9,0200 
a* 

1,8280 
a 

10,9000 
a 

648,3740 
a 

Test 9,8040 
a 

1,8820 
a 

11,6320 
a 

626,7700 
a 

C1B 9,7200 
a 

0,5300 
c 

10,2467 
b 

499,8233 
b 

C2B 8,9350 
a 

0,5050 
c 

9,4350 
b 

578,3900 
a 

C4B 10,0933 
a 

0,5000 
c 

10,5900 
a 

650,4600 
a 

C5B 9,1067 
a 

1,1533 
b 

10,2533 
b 

609,3467 
a 

C6B 8,4600 
b 

0,9733 
b 

8,8900 
b 

647,6267 
a 

C7B 10,2533 
a 

1,5433 
a 

11,7933 
a 

534,6067 
b 

C8BA 8,8633 
a 

1,2767 
b 

10,1433 
b 

646,8867 
a 

C8BB 11,1100 
a 

1,9733 
a 

13,0800 
a 

589,3700 
a 

C9B 9,4933 
a 

1,1600 
b 

10,6533 
a 

609,2500 
a 

C10B 8,6367 
b 

0,3833 
c 

9,0200 
b 

684,2933 
a 

C12B 10,1333 
a 

1,3000 
b 

11,4333 
a 

594,7633 
a 

C13B 8,7400 
b 

1,2433 
b 

9,9833 
b 

506,2800 
b 

C15B 9,1567 
a 

1,6467 
a 

10,8000 
a 

583,6133 
a 

C17B 10,0400 
a 

1,3967 
b 

11,4367 
a 

674,2567 
a 

C18B 8,5500 
b 

1,1233 
b 

9,6733 
b 

472,2533 
b 

C20B 7,6000 
b 

1,0633 
b 

8,6567 
b 

662,4267 
a 

C21B 10,4533 
a 

1,9800 
a 

12,4333 
a 

700,5300 
a 

C22B 9,5533 
a 

1,5967 
a 

11,1500 
a 

619,8000 
a 

C23B 9,6800 
a 

1,4167 
b 

11,0967 
a 

603,6433 
a 

C24B 9,0300 
a 

1,1833 
b 

10,2133 
b 

649,6000 
a 

C25BB 10,4500 
a 

1,4850 
b 

12,0500 
a 

530,6500 
b 

C25BA 10,9000 
a 

1,6000 
a 

12,3800 
a 

625,8500 
a 

C26B 10,6000 
a 

1,2000 
b 

11,8000 
a 

542,4600 
b 

C2G 9,6200 
a 

2,3433 
a 

11,9633 
a 

684,6933 
a 

C3G 8,1100 
b 

1,7433 
a 

9,8533 
b 

519,0933 
b 

C4G 10,8233 
a 

1,3733 
b 

12,1933 
a 

684,4833 
a 

C5G 10,1467 
a 

1,8233 
a 

11,9700 
a 

614,1567 
a 

C6G 9,0433 
a 

1,4833 
b 

10,5233 
a 

673,3767 
a 

C7G 9,3400 
a 

2,3400 
a 

11,6800 
a 

670,0800 
a 

C8G 9,4567 
a 

0,4867 
c 

9,9467 
b 

611,2367 
a 

C9G 9,1133 
a 

0,8433 
c 

9,5967 
b 

634,9933 
a 

C10G 10,5100 
a 

2,3667 
a 

12,8700 
a 

577,2400 
a 

C12G 7,7667 
b 

1,5667 
a 

9,3300 
b 

555,2033 
b 

C13G 8,6267 
b 

2,0967 
a 

10,7233 
a 

752,5233 
a 

C15G 9,7967 
a 

1,6567 
a 

11,4533 
a 

585,8600 
a 

C17G 9,2000 
a 

1,3950 
b 

10,5950 
a 

676,2950 
a 

C18G 9,3200 
a 

1,6500 
a 

10,9700 
a 

627,0450 
a 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

(Continua)... 
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Anexo 14 – ...(Continuação) 

Tratamento      Clorofila a      Clorofila b        Clorofila total     Carotenoides 

C20G 8,1767 
b 

0,2067 
c 

8,1600 
b 

661,3967 
a 

C23GA 9,8567 
a* 

1,2033 
b 

11,0600 
a 

425,1267 
b 

C24GA 8,0733 
b 

1,1200 
b 

8,6467 
b 

610,2100 
a 

C25G 10,3500 
a 

1,5967 
a 

11,9433 
a 

605,5633 
a 

C26GA 10,6833 
a 

1,6600 
a 

12,3433 
a 

517,3900 
b 

C2H 9,3000 
a 

1,8233 
a 

11,1233 
a 

649,1467 
a 

C4H 7,7600 
b 

1,6400 
a 

9,4000 
b 

645,0450 
a 

C7H 10,1150 
a 

3,0900 
a 

13,2050 
a 

715,1900 
a 

C9H 7,9200 
b 

1,6533 
a 

9,5700 
b 

593,7733 
a 

C10H 7,6300 
b 

1,9200 
a 

9,5533 
b 

572,5600 
a 

C11H 6,6933 
b 

1,3700 
b 

8,0600 
b 

560,3167 
b 

C12H 8,3467 
b 

1,9900 
a 

10,3333 
b 

682,5700 
a 

C13H 9,1450 
a 

2,3000 
a 

11,4500 
a 

640,3600 
a 

C17H 8,9833 
a 

2,1300 
a 

11,1133 
a 

667,8700 
a 

C18H 8,6100 
b 

2,0567 
a 

10,6667 
a 

665,4033 
a 

C19H 9,2633 
a 

1,9933 
a 

11,2600 
a 

420,3367 
b 

C21H 9,1200 
a 

1,9900 
a 

11,1050 
a 

589,5450 
a 

C25HA 7,9700 
b 

1,6133 
a 

9,5900 
b 

507,1000 
b 

C25HB 10,0867 
a 

2,0933 
a 

12,1800 
a 

318,9867 
b 

C26HA 7,7167 
b 

1,5200 
a 

9,2367 
b 

500,0900 
b 

R1B 9,4533 
a 

1,9900 
a 

11,4433 
a 

630,7867 
a 

R2B 8,3200 
b 

1,9725 
a 

10,2900 
b 

567,2200 
a 

R4B 6,4000 
b 

1,5933 
a 

7,9900 
b 

665,7367 
a 

R7B 9,6600 
a 

1,9867 
a 

11,6433 
a 

609,7800 
a 

R8B 8,5600 
b 

1,9333 
a 

10,4967 
a 

568,9833 
a 

R12B 10,5300 
a 

2,2133 
a 

12,7400 
a 

588,0867 
a 

R13B 7,9533 
b 

1,6467 
a 

9,6100 
b 

573,2633 
a 

R17B 5,9067 
b 

1,0400 
b 

6,9467 
b 

514,7533 
b 

R19B 7,8567 
b 

1,6167 
a 

9,4733 
b 

649,6767 
a 

R20B 5,3267 
b 

1,0967 
b 

6,4233 
b 

581,6467 
a 

R21B 5,5167 
b 

1,0967 
b 

6,6100 
b 

728,9367 
a 

R22B 9,0267 
a 

2,1267 
a 

11,1533 
a 

593,8867 
a 

R23B 7,2467 
b 

1,7533 
a 

9,0033 
b 

510,7800 
b 

R24B 8,9167 
a 

1,9567 
a 

10,8733 
a 

643,3333 
a 

R26B 8,1733 
b 

2,2600 
a 

10,4333 
a 

613,5600 
a 

R1G 7,6167 
b 

1,5233 
a 

9,1367 
b 

598,3000 
a 

R2GA 7,0200 
b 

1,8500 
a 

8,9500 
b 

551,5900 
b 

R2GB 10,1167 
a 

1,9250 
a 

11,9667 
a 

635,5000 
a 

R4G 9,1100 
a 

1,7133 
a 

10,8200 
a 

630,7933 
a 

R5G 9,4233 
a 

2,0633 
a 

11,4867 
a 

533,9567 
b 

R6G 7,7067 
b 

1,6300 
a 

9,3367 
b 

507,0433 
b 

R7G 8,0067 
b 

1,9633 
a 

9,9667 
b 

692,7933 
a 

*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 

(Continua)... 
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Anexo 14 – ...(Continuação) 

Tratamento      Clorofila a      Clorofila b        Clorofila total     Carotenoides 

R8G 9,9900 
a 

2,0033 
a 

11,9933 
a 

621,5900 
a 

R11G 7,3933 
b* 

1,8267 
a 

9,2133 
b 

637,4367 
a 

R12G 7,5867 
b 

1,3533 
b 

8,9367 
b 

593,0533 
a 

R13G 8,2233 
b 

1,7500 
a 

9,9733 
b 

572,3567 
a 

R14G 8,0000 
b 

1,7650 
a 

9,7600 
b 

731,2400 
a 

R15G 8,6500 
b 

1,6667 
a 

10,3167 
b 

614,1367 
a 

R16G 8,2433 
b 

1,8900 
a 

10,1333 
b 

580,4500 
a 

R17G 10,8533 
a 

2,3767 
a 

13,2300 
a 

510,7867 
b 

R18G 9,7733 
a 

1,5467 
a 

11,3167 
a 

444,8967 
b 

R19G 8,6700 
b 

1,8900 
a 

10,5600 
a 

435,1100 
b 

R20G 9,0000 
a 

2,0633 
a 

11,0633 
a 

644,3867 
a 

R21G 7,7200 
b 

1,4500 
b 

9,1733 
b 

559,7933 
b 

R22G 8,0650 
b 

1,7100 
a 

9,7700 
b 

629,9450 
a 

R23GA 8,4867 
b 

1,7333 
a 

10,2200 
b 

609,8067 
a 

R23GB 9,3433 
a 

1,8067 
a 

11,1467 
a 

602,1767 
a 

R24GA 8,6900 
b 

1,9000 
a 

10,5900 
a 

491,9500 
b 

R25G 9,5100 
a 

2,3333 
a 

11,8400 
a 

624,0867 
a 

R26GB 7,3367 
b 

2,0633 
a 

9,4000 
b 

594,5100 
a 

R1H 8,7600 
b 

1,9967 
a 

10,7533 
a 

567,6333 
a 

R2HB 6,9067 
b 

1,6233 
a 

8,6867 
b 

645,0733 
a 

R2HA 8,1633 
b 

1,7833 
a 

9,7900 
b 

513,6367 
b 

R3H 6,5533 
b 

1,3000 
b 

7,8533 
b 

540,2967 
b 

R4H 9,2867 
a 

1,8067 
a 

11,0967 
a 

669,1167 
a 

R5H 8,6167 
b 

2,0533 
a 

10,6700 
a 

659,4800 
a 

R6H 8,1633 
b 

1,7267 
a 

9,8933 
b 

624,0233 
a 

R7H 8,6033 
b 

1,9300 
a 

10,5333 
a 

577,9700 
a 

R8H 9,2133 
a 

1,7767 
a 

10,9900 
a 

661,9267 
a 

R9H 8,9567 
a 

1,9767 
a 

10,9367 
a 

668,3033 
a 

R10H 8,6467 
b 

1,5133 
a 

10,1600 
b 

469,2300 
b 

R12H 9,9667 
a 

2,5700 
a 

12,5367 
a 

674,4567 
a 

R13H 9,4600 
a 

1,7900 
a 

11,2500 
a 

580,2200 
a 

R14H 9,1167 
a 

1,9200 
a 

11,0367 
a 

573,9533 
a 

R15H 8,1200 
b 

1,8467 
a 

9,9633 
b 

616,2500 
a 

R16H 8,3433 
b 

1,7867 
a 

10,1300 
b 

583,7100 
a 

R17H 10,4233 
a 

1,9367 
a 

12,3633 
a 

538,8233 
b 

R18H 10,0200 
a 

1,8600 
a 

11,8800 
a 

518,2233 
b 

R19H 9,8833 
a 

2,8967 
a 

12,7800 
a 

459,3867 
b 

R20H 8,8767 
a 

1,7233 
a 

10,5933 
a 

632,4900 
a 

R22HB 8,9300 
a 

1,8467 
a 

10,7667 
a 

613,4467 
a 

R22HA 10,2867 
a 

2,0767 
a 

12,3633 
a 

447,4633 
b 

R24H 8,0500 
b 

1,6050 
a 

9,6650 
b 

620,3250 
a 

R25H 10,0633 
a 

2,0833 
a 

12,1433 
a 

593,4633 
a 

R26H 10,5367 
a 

2,1767 
a 

12,7100 
a 

598,3600 
a 

CV (%) 16,73 26,92 16,61 15,93 
*  letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% 
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Anexo 15. Correlação entre as variáveis estudadas no teste de  eficiência de mudas micropropagadas em casa de vegetação. Massa de matéria 

seca da parte aérea (MSPA), massa de matéria seca da raiz (MSR), teor de nitrogênio (TN), nitrogênio acumulado (NA), índice de eficiência do 

uso do nitrogênio (IEU), nitrato redutase (NR), clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofila total (Chl total) e carotenóides. 

  MSPA MSR TN NA IEU NR Chl a Chl b Chl total carotenóides 

MSPA 1          

MSR 0,5245 1         

TN -0,2681 -0,4264 1        

NA 0,8698 0,3188 0,0888 1       

IEU 0,8833 0,5542 -0,5811 0,7450 1      

NR -0,3295 -0,0392 0,0906 -0,3070 -0,2911 1     

Chl a 0,1288 0,0967 -0,0246 0,1108 0,1006 -0,0404 1    

Chl b -0,1434 0,1152 -0,1112 -0,1699 -0,0505 0,2402 0,2429 1   

Chl total 0,0486 0,1240 -0,0641 0,0206 0,0607 0,0591 0,9336 0,5697 1  

carotenóides 0,0127 0,0917 0,0534 0,0982 0,0370 -0,1713 -0,0717 0,0034 -0,0651 1 

 


