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RESUIMO

Um estudo rom balanco de nitrogs@nio  foi
Fealizado em quatro coultivares comerciais de cana-de-agidcar
crescidps em vasos contendo &4 kg de solo, com o objetivo de
quant ificar possfiveis contribui¢hers da fixaglo bhioldgica de
nitrpg@nio (FBN) para as plantas. Yinhaga foil adicionada na
metade dos vasos e todos os  tratamentos foram repetidos 19
veres. O vasps foram mantidoz no  campo € adubados com o
equivalente a 8@ kg de N/bha  com fertilizante urdia marcada
com 18N,
apde 12 meses de crescimento as  plantas
acumularam entre 19 & 24 % do N total do solo + fertilizante
adicionado. Nos nove meses de crescimento seguintes, sem
qualaguer nova adigRo de fertilizante nitrogenado, as plantas
acumalaram o equivalente a 8,% atd 19 % do N original do solo
+ Fertilizante. ( culdivar (IS5 47 -3 oyl o
significativamente mais N do qﬁm o demeie cultivares. Esta
diferenga foi maior na austncia de wvinhaga e, neste
tratamento, o enriquecinento de 15N no cultivar CH 47-89 foi
a metade do gque n dos ontros cultivares, sugerindo que  houve
uma contribuicio de N nHo marcado do  ar para sste  oultivar
via FBN.
Decorridos 24 meses de cultive o conteddo de N
do solo e das rafzes Foi determinado em 9 repeti¢des. Estas
andlises revelaram guse os% VRSO plantados perderam entvre 7,0

e 12,% g de N do solo + fFfertilizante, mas todos roeumularam
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mais do gque isto nos tecidos das plantas., No caso do cultivar
B 47-89, na ausdncia de vinhaga, as  plantas  renoveram
apradimadamente 19 g de N do solo e do fertilizante mas
acumularam cerca de 3% g de M.

FEm um  segundoe experimentn, cultivares de
cana~de~acdocar foram plantasdos  em vasos contendo 199 kg de
splo, utilizando~se duas fontes fornecedoras de LGN -~ matdria
orginica marcada € peletes de gésso -~ com o objetivo de
quantificar a contribuigio da fixagiio bioldgica de nitrogénio
em diferentes fases da cultura, atravds da tdonica da
diluicHo isotdpica de 15N. Foram realizadas colheitas wos 4,
B, 12 € ié meses de crescimento das plantas. NRo houve um bhom
desenvolvimento das plantas aue Fol atribuido a problemas de
aeracho do solo em funcio de forte compactagio, nao ocorrendo
diferengas signifivativas no enrigquecimento de 405N dosg
cultivares, sugerindo ter ocorrido contribuicio da FBN de
mesma magnitude. A matdria orglnica  mostrou-se  um melhor
fornecedor de 15N para a solugio do solo.pois permitiua uma
marcacho do N do solo mais constante para experimentos de
longa duragho do gue os peletes de wbsso.

Estes dados constituem a primecira evidéncia
direta de contribuigdes muito signiticativas da FBN associada

a um cunltivar de cana-de—agdear.



XV

SLIMMOE Y

A nitrogen halance study was perforned on four

comnercial cultivars of sugar  cane grown in pots containing

&4 kg of soil, with the wim of guantifying possible
contributions of plant-associated hiotogical nitrogen

Fivation (BNF). Stillage waste was added to half of the pots
and all treatments were replicated ten times. The pots were
situated in the open field and amended with the equivalent of
80 kg N/ha of 15N labelled uren fertilizer.

After 42 months of growth the plants
aceunuiated between 10 and 24% of the total N in the soil +
added fertilizer. In the subseaguent 9 months of growth, with
no further fertilizer addition, the plants accumulated =
further 8.5 to 19,0% of the original soil + fertilizer N. The
cultivar €8  47-89 accumulated significantly  more nitrogen
than any of the other cultivars. This difference was greater
in the absence of stillage waste and, in thig treatment, the
19N enrichment of the ﬁultivar e 4789 was  approxinately
half of that of the other cultivars, which sgggests that

-

there was a contribution of non-labelled N Ffrom the air to
this cultivar via BNF.

After 21 months of growth the nitrogen content
of the soil and roots was determined in 3 of the replicates.

These analyses showed that the planted pots lost between 7,0

and 12,% g of soil +  fertilizer N, bhut all accumalated  more
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than this in the plant tissue., In the case of CR 4789, Pn
the washsepce e f st illage waste, the  plants FERnvEd
approdimately 12 g of N from the sobl  and fertilizer, but
accunulated 38 g N

In a second sxperinegnt, 3 suagar cane cultivars
were planted in pots containing 12¢ kg of soil, with two
different sources of LSN-Iabelled oraanic matter and guposum
pellets ~ with the objective mnf guantifying the conbtribution
of BNF at different growth stages owsing the 158 isotops
diiution technigque,. Four harvests were taben atter 4, B, 13
and 1é& months of plant growth. The plants grew very pooriy
due to prohlems of insufficient asratiopn of the soil caused
by so0il compaction. No significant differences between the
L8N enricheent  of the different cultivars were observed,
suggesting that there were no differences between the
proportion of N fixed by the different cultivars. The
Tabelled organic matter proved to be the best souwrce of 15
for the sotl solution, showing less variabhility betwessn  pots
and a much smaller decrease in 15N enrichoent with time than
the gypsum pellets.

The data constitute the firet direct evidence
aof very significant contribotions of plant-associated BNF to

wosdgrr cane cultivar.
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RESUME

Une dtude avec le balancement de nitrag&ne a

3

dtd rdalisde en quatre cultivares commerciaux de canne
sucre poussds en vases contenant 64 kg de sol, dans le but de
quantifier de possibles contribuition de la Fination
biolpgique de N (FBN)Y pour les plantes. Des résidus de l1a
distillation d alcool ont &té additignnég w la moitié€ des
vases et toutes les expdrimentations ont &td répdtdes din
fois., Les wvases ont &té maintenus dang les chamnps et
engraissds avec 17'éguivalent K 80 kg de N/ha avec un
fertilisant o urde marqgud avec i5N.

Gprées 12 mois de croissance, les plantes
ontaccumuld entre 18 et 247 du N total du sol +  le
fertilisant additionnd., Pendant les newuf mois swivants de
croissance, sans  aucune nouvelle addition de fertilisant
azoté, les plantes ont accumuld 17dquivalent R 8,5 jusgu’h
19% du N original du sol + fertilisant. Le cultivar B 4/7-B%
a accumulé significativement plus de N gque les autres. Cette
diffédrence s 'est avérde plus grande en 17absence de résidus
de distillation d alconl et, dans cette eqpdrimentation,
1'enrichissenent de 15N dans le cultivar CB 47-89 a &td  1a
moitid de celui des autres cultivar, ce 9ui  SUggeEre une
contribuition de N non marqué de 17air pour ce cultivar au

mayen de la FBN.
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Apreés 24 mois de cultivation, le contenu du N
du a0l et des racings a &téd détermind dans cing répdftitions.
Ces analyses ont rdvéld que l&s vases plantds ont perdu de
7.9 a 12,9 49 de N du sol + Fertilisant, mais tous en ont
accumalé encore davantage dans les tissus des plantes. Dans
le cas du cultivar CB  47-8%, en 1 absence de rdsidus de
distillation,les plantes ont transportd approximat ivement 1ég
de N du s0l et du fertilisant mais ont accumuld environ 35 g
e N.

Dans une seconde expdérimentation, en utilisant
deux sources aui ont fourni 15N -~ matiére organique marqude
et des pellets de plétre - les cultivares de canne A sucre
ont &té& plantds dans des vases contenanl 100 kg de sol dans
le but de quantifier 1a contribuition de Fiuation binlogigue
de N pendant diffédrentes phases de la culture, au moven de 1a
technique de 1a dilution isotopique de 1YN. Des cusillettes @
4, 8, 42 et i& mois de croissance des  plantes ont  &té
rdalisées. Celles-ci n’ont pas eu un bon développement ce qul
a dtd attribud X des problémes d'adrage du sol en fonction de
la forte compactationy; aucune diffdrence significative dans
1'enrichissement de L9N des cultivares ne s est rdvdlde, ce
qui suggere qu’il ¥y & eun une contribuition de méme =amplitude
de ta FBN., La matigre organique s’ est montrde é&tre un
meilleur fournisseur de 19N pour 1a seolution du sol car elle
A permis une marcation plus constante du N du sal pour les

evpdrinentat ions de longue durde que les pelletes de platre.
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Ces donndes constituent la premiere dévidence
directe des contribuitions trés significatives de la  FBM

assocides A un cultivar de canne A sucre.



1. INTRODULA(D

A importdncia do cultivo da cana~de-aglcar no
firasil remonta de sdeoculos passados & gse wmistura  com &
histdria deste Pals. Tradicionalmente , sewpre foi uma
cultura de exportagio fornescendo agdcar para  a Ewropa, nos
primeiros t&mpas g, mais tarde tambdm para os Estados Unidos
da Ameérica. No Brasil de hoje, alédm do atendimento do mercado
interno do agdcocar, 2 cultura surge com uma nova vitalidade e
imparténcia a partir do desenvolvimento do Programa Nacional
do dlecool. Este programa, criando no auge da crise mundial do
petrdlen, tem como objetivo a substituigio de alguns
derivados do petrdien pelo etancl produszido através .da
fermentacio ¢ destilagio do calde da cana-de-agdear.  Para
atender a estas trés finalidades, = saber, exportagiio de

aciicar, agldcar para o mercado interno e produgio de etanol,



#3iste a necessidade de  pumento da praodut ividade da cultura
@, BMpansio dm Aren cultivada elevands, sensivelmente, =
importdncin econdmica & sarial da culturs da tana-re-agifoar .,
O Brasil situa~se como o maior prodotor
mundial cde canawdEMacﬁcar com 3,72 milhées de hectares

-

cultivados que produziram na safra 194G, 28 milhtes deo
.
toneladas de cana fresca  (COPERSUCAR, 198%). O conesumn de
fertilizantes nifrmneh%dmﬁ para a  producfo de cana tem sido
da ordem de 15¢.000 toneladas, tomando-se come  base  de
cdliculo, am valor conservador de 49 kg de N aplicados por
hectare. O principal fertilizante nitrogenado &m use na
cultura ¢ a wurdia, derivada do petrdleo. De acordo Com
CARVALHO (4983) este Ffato tem trazidn receios de um  futoaro
instdvel ao setor canavieiro em fungfo dan existéncin +inita
do petrdles & das suas reservas Jj3 em tdrmino. O autor aponta

s

que @ pesquisa na drea ta adubacdo orgfinica  ganha  uma

importéincia fundamental € a fixaelo hioldgica do nitrogénio
aparece com grande realce 7.

Uma cultura de cana-de-asdecar (cans-plantad
retira cerca  de 250 kg . de N/ha  em uma colheita de 100
toneladas de colmos frescos. (STONFORD & AYRES, 1964r ORLANDO
FILHO et al., 1989y SAMPATIO et al., 19#4), Deste nitroadnia,
cerca de 130 Ky lﬁﬁo rempvidos do canpo  pnos colmos &
osrestantes 120 kg estio nas folhas secas que, nas condicles
de manejo da  cultura no Brasil, sdo gqueimadas (SAMPALIO ot

al., 1984), Na cana-soca o conteddo de nitrogénia, de  uamn

ctolheita de 19¢@ toneladas de colwmos Frescos, & um pouco mais



Ratxo.em  torno de 8¢ kg de  Nha (ORLANDO  FILHO et al.,
19860). E evidente aue um dédficit entre (90 ¢ 200 kg de  N/ha
ncorre a  catda colbheita  de cana-de-agdecar. Para regiio
Sudeste, as recomendagdes de Fertilizante nitrogenado tem
sido de 40 a @@ kg NARR para cana-plantag o 120 o 450 kg N/7ha

PRAFA A CRARKATEOCA CZOMBELLO AR, & AFFEREDD, 1%83). Py  outro

lada, =a ntilizacio deste nitrogénio adicionado COmeo
fertilizante na cultura tem sido relatadas  come de 27 - 29 %

CTAKAHAEMT, 1£%9464) a 0% - 47 % (S4aMPal0 ¢ SalCEDRG, 4987 para
cana~planta e primeira soca. Desta forma, o ddficit anual de
nitrogénio permancce elevado mostrandn gue o cultivo continue
de cana-de—-agdcar por um perlfodo de décadas deveria acabar
com as  resgrvas de N odo solo, provocando uma queds muito
acentuada na produtividade da cann. Pordm, esste declinio nin
tem sitdo obhservado em solos cultivados caom cana por quURse tm
sdculn,. Estas observagoes levaram diversos aubores a  sugerip
que a cana~de-agicer se beneficia significativamente do
suprimento de N atravds do processo de Tidagho bioldgica de
nitrogénio associads (DOBEREINER, 1964: BUSCHEL et al., 1978;
PLURCHABE, 1980 SAMPALO & SALCEDRC, 198F).,

Riversos organismnos Fixpdores de nitroaglnio
tem sido igsolados no comelexo rizosfera-planta pa cultura g
canawdawacdcar, iniciando-se pelo trabalthos de  DORBERETNER

CL957)  que isolouw bactdrias do gfnero Beijerinckia sm solos

cuttivados com cana-de-agdcar em diversos Estados do Brasil.
A partir deste trabalbho, pelo menas nove diferentes  gfnerns

de organismos diagotrdficeos Jd Fforam descritos como isoluados



na cultura da cana, encontrades em diferentes locais (solo,
rizosfera, rafzes, colmos, folhas verdes € {folhas secas),

culminando com a wmais regcente descoberta de Acetobacher

nitrocaptans por CAVALCANTE & DOBEREINER (1%88).

| Aloguns trabalhos foram realizados com o
intuoito de evidenciar a FBN associada com a cultura da
cana~de-agdcar atravds da aquantificagio da sua contribuigdo
na nutrigio nitrogenada da cultura. Diferentes tdonicas gue
possibilitam esta quantificagio foram utilizadas (DOBEREINER
et al., 1972d: RUSCHEL. et al., 1975y FURCHAQE, i780y RUSCHEL
et al., 19843 MATSUI et al., 198i; YADAV e SHARHA, 1983;
FREITAS et al., 1984). Pordm, infelizmente, nenbum balangco de
N foi desenvolvido em experimento de lTonga duragio, uma ver
que o5 trabalhos realizados sdmente evidenciaram a existéncia
de fixaglo bioldgica e nitrog®nio associada, mas A
quanti#{cac%m da sun contribuigfio na nutrigfo da cana  foi
apenas est imada.

Desta forma, este trabalho tem por objetivo
gquant ificar » contribuiglo da fimm;ﬁm.bioldgima de nitrogénio
na cultura da canp~de-agdonr, en cana-planta & CaANA-S0CR,
cultivadas em grandes vasos através do uso das tdonicas de

halango de nitrogénio total e diluigfio isotdpica de 15N.



2w REVISAO DE LITERATURA

2.4, -~ Mdtndos de quantifFicagRo da Fixagio

hioldeica de nitrogénia -

Mos J1timos  wnos tem sido desenvalvidne &
adaptados uma sdrie de ndtodos com o objetivo de estimar =a
contribuigio da Ffivagio bhioldgica assnciada na nutrigfio das
plantas. Ms metodologias mais comuns encontradas em uso  sior
redugio de acetileno, balangeo de nitrogénio e nétodos
isptdpicos com  incorporacio de  1HNY, diluiglo isotdpica e
abundédncia natural. Com o ohjetivo de esclarecer o porque da
metodologia adotada neste trabalho serd exposta umi breve
FEVisAn das metodologiag, evidencianto N ST
caracterfsticas & principais limitagdes nguando se desedn

guantificar o fixacio bioldgica do nitrngénio associada.



Poi.la~ Método da redugdo do acetileno -

& enzima nitrogenase & capar de reduxir outros
substratos aldm do N2. Substratos como CRH2, N2Z0, H2 ¢ CN-
podem sofrer reduglo na presenea da nitrogenase. De  acordo
com DILWORTH (i966) e SCHOLLHORN ¢ BURRIS (1766) o presenga
de acetileno (CAH2) no melo inibe a redugho de N2 pela
nitrogenase, redurindo—o =@ etileno (C2H4). Esta descoberta
resultou em uma nova metodologia para medir a atividade da
hitrogenase. Esta metodologia trouaxe nam novo impulsn - aos
estados com fixaclo bioldgica de N2 &m ftungio de apresentar
muitas vantagens analiticas € bioldyicas, tais como! a) alta
sensibil idade de leitura devido A4 utilizagdo de cromatografia
gaspsa; b)Y rapidezr na obtencglo de dados, uma vesr que &  uma
medida instaptdneas c} facilidade de manipulagifios ¢
cetabilidade do produto, o que permite a sua estocageny ) =2
utilizagio de equipamentos de fdoil transporte e baimo custo
er £) a permissfo de andlices mem @ destruigfo do material
(HARDY et al.,19268: HARDY et al., 1973).

Esta metodologia tem sido empregada tanto ewm
estudos com culturas puras de bactdrias como em sistemas
agudticos, em solos & si%temaﬁ com piantas diversas (HARDY et
al., $973). Bdsicamente, o método consiste da introduglo de
acetileno ,numa concentraclo suficiente para saturar a enzina
nitrogenase {aproximadamente 1@ % v/v ) ,no sistema onde se
deseja nedir a sua atividade. Este sistema deverd estar

fechado de modo que possibilite & permanéncia no melo do



etilena evolufdo pela atividade da nitrogenase. Em intervalos
de tempo préd-estabelecidos sBo retiradag amostras dos gases
do meio e o etileno evolufdo & mensurado com grande
sensibilidade atravds de cromatografia gasosa, utilizando-se
um detector de ionizacio de chama com coluna de separngno  de
Porapak (DART et al., 1972).

Em condigdes naturais, a reagio catalizada pela

nitrogenase pode ser expressa do seguinte modod

N 2 -+ é, !..I + -+ é} [ e e g e e st s i s g e ? N Il '3
Quando o substrato para & redugdo & o acetileno

pode~458 EXHPressar A FEagrob

2 C2H2 + 6 HE + & @ e 3 R4
Comparando-se Bs 1FEacoes Observa-sg que,
tedricamente, existe uma relagio de 3 moles de CIHE redunido
para tada mol de N2 reduxido. Esta relagio & importante em
funt:%o da necessidade do  sew conhecimento para gst imat iva
da quantidade de N2 reduzido. Pordm, a nitrogenase, quando se
encontra reduzindo N2, tem parte da sua atividadé canalizada
para reduxir hidrogénio, © que consoms energin € eldtrons. Se
houver a presenca de outra enzima, a Hidrogenase -~ que oMida
H2 -~ parte da energia que fora anteriovmente desviada pode
Ser reutf]izada para.reduzir N2 (SCHUBERT ¢ EVANS, 19746).
Esta evolucRo do H2 & inibida quando existe = presenca de
acretileno no meig, portanto, existe a possibilidade de que as
avaliaglies da atividade da nitrogenase realizadas con

acetileno super-est imem a abividade real da enTima.



De acordo com RFEGERSEN (4976), o wscetileno &
cerca de 49 vezes mais soldvel em daun gue o N2. Desta forma,
em condighes alagadas pode ocorrer oma sobre-estimativa da
atividade da enwima. Nestas condigtes alagadas fenram
encontradas relagdes de 19 moles de C2H2 reduzido paran  cada
mol de NP2 (RICE ¢ PAUL, 1974).

ghaerva-se, desta forma, que existem Fatores
capazes dg alterar as relagbes de conversio de acebtileno
redurido para N2 reduzido que podem lgvmr a sobre-estimabivas

ou sub-estimativas da real capacidade de redugfo de N2 pela

nitrogenase. Realizando  ana revisio de varios estudos
cupecificos sphre estas relagles de conversho HARDY et al.

(1i973) apresentaran os seguintes valores de conversio para
diferentes sistemas? 3,624 para avaliagnes dw nitrogenase in
vitro, 3,911 para leguminosas, 3,205 para =lygas cianoficeas,
2,434 para nfo~leguminosas, 4,394 para bactdrias em cultura
pura £ 4,381 para solos,

O método de redogio  de acetilena fFornece
medidas da atividade enzimdtica momenténen da nitrogenase.
Comn  toda atividade enzimdt ica, 4] Funclonament o da
nitrogenase estd  sujeito a variagdes clfclicas que  podem
ocorrer tanto diurno-noturpamente quanto  durante o ciclo  da
cultura (DOBERELNER .w b, LW D . Leto  +ay  coam  que as
est inativas da gquantidade de nitrogénio fixado durante o
civlo de umn  cultura baseadas em  redugio do  acetileno,
mensurado em alguns momentos durante »ate ciclo, estejam

maite sujeitas a  &€1rros (MASBTERSON &  MURPHY, 1200 ) . Aldm



disto, n2o existem evidfnecias de que o nitrogéniao fixado na
bactdria esteja prontamente disponivel para ser absorviao
pela planta (OKON et al., 1983).

Para mensurar a atividade da snitrogenase en
gramineas através do método da reduglo do acetileno, tem sido
empregados dois sistemas de avaliagBor o sistema de ralzes
destacadas e o0 sistema de amostras intactzs.

No siestema de ralzes extrafdas, as ralzes da
planta em gug o descjia conheooer o atividade da nitrogenase
sho coletadas e colocadas em recipientes gue nRo apresentem
ou tenham pequena porosidade. O seguir, as ralzes sac lavadas
com dgua destilada e o restante do volume do recipiente &
conpletado com foua. No laboratdrio a dguan ¢ substituflda por
W2 m owpeiniantes A hermdticamente ferhadn & o injrba-ce (8%
(v/v) de acetileno £ 1 8 4% de oxigénio (DOBEREINER et al.,
19732, Apds & indegdo dos gases sdo retiradas amostras A
intervalos pré-estabelecidos para avaliar-se =a evolugio do
etileno.

Fata tdenicn tem sofrido algumas nodificaches e
algumas crfticas tem sido apresentadas. Maita controvérsia
tem sido observadaz em fungio da ocorr@ncia  de uma  fase
latente em que & constatada uma atividade de redugiio muito
baixa. & Fase latente ¢ varidvel e pode alecangar até 18
horas. Apds esta fase o etileno ¢ produzida em taxas mais
altas (YOYHHIDA & ANCAJAS, 19790; DOBEREINER e DAY, 1976). Uma
sdrie de hipdteses tem sido levantadas na  tentativa de

explicar este comportamento. Moitos actores (BARBER et al.,



19763 KOCH, 1977 ESKEW e TING, 1977y QKON et =nl., 1977
BERKUM & SLOGER, i979) Jjustificam que durante a fase latente
ocorria a nultiplicacio das bactdrias fixadoras de nitrogénio
associadas com as rafzes, levando a uma sobre—estimativa da
b Evidade U NICFOYgeEnast, O 0 wue ey cobcurdem S0UTO &
DOBERE INER (1.984) que nio verificaran Lim aunento

significativeo da populaciio de Azospirillum durante =a faze

latente. Antericrmente, DOBEREINER et al.(i972) demonstraram
que a existéncia da fase latente nio era devida & presenga de
acetileno, mas sim ao ajuste da pre%aﬁo de oxigénio do meio
necessdrio para a atividade da nitrogenase das bactérias.

O sistema intacto de BALANDREALU & DOMMERGLES

r

(1974) para medidas da reduglo do acetileno “in situ” parece
ser mais  seguro. Neste sistoma um cilindro metdlico &
enterrado no 5610 A cerca de 7 centifmetros de profundidade em
torno da planta. O cilindro & a planta s3o cobertos com PVC
rigido que tem wuma vdlvula de baorracha perfurdvel ao lado
onde sHo injetados os gases e retiradas amostras. 0 acetileno
& injetado (cerca de % 1) e para a estimativa do volune &
veriticagho de perdas injeta-se o gds propano (inerte).
Aguarda-se a difusfio do acetilenn ans si{tios ativos de
fidagio e o infeio da liberagico do etileno e a intervalos
regulares retirammsé amostras para veriticar = evolugao de
etileno.YOSHIDA e SUZUKI (i%7%), LEE et al.(i977), BODDEY et
al.C 19768 e BODDEY & AHMADC 198B1), utilizaram este sistema
em estudos com arroz irrFigado. Tem sido bastante utilizado a

retirada de amostras em blocos intactos contendo solo &
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planta (“soil cores”™)y (DAY &t al., 19752 DOBEREINER et al.,
1972y WEIER, 4980), d9ue sio colocados em sacos pldsticos bem
vedados onde injetam-se 1@ a 124 (v/v) de acetileno.

O cuidados mais importantes que devem ser
obhservados guando da utllizagio desta técnica referem-se &
ndo perturbaclo do sistema que pode reduziv sensivelments =&
atividade da nitrogenase (MIRANDA et al., 1982). Em funcio do
enterrio dos cilindros no solo & 2 sua retirada provoca-se
cortes nas ralzes & @ainda pode levar & compactagio do  salo
criando sftios anaerdbicos ou dificuldades na difusio dos
gases, 0 que afebta as deterninagdes da redugio do acetileno.
Comparando a atividade da nitrogenase em milheto gquando a
retirada das amostras com ciltindros era Feita momentos antes
da determinagiho e yuando o milheto j4 foi plantado no
cilindro} WANL et al.(1983) verificaram atividades de 10 a 23
veres mnaiores quande o sistema niAo foi perturbado. Com  um
aumento na umidade do solo foi observado um aumento nas taxas
de redugdo de'acetilana, fargendo com gque a umidade seJa mais
um fator de variaglo nos resultados obtidos por este sistema.
Em sistemas intactos deve—-se ainda ohservar a possibilidade
da existéncia de cianobactérians na superficie do solo e
elimina~las (BODDEY_Et al., 19278y FANZERES et al., 1%284).

De acordo  com YOBHIDA & OUZUKT (497%9), pode
ocorrer a produglo natural de etileno no solo pela agio de
plantas, bactdrias & fungos &m sftios anaerdbicos,
independentemente da atividade da nitrogenase. Este etileno

produzido em condigfies de s0log bem aerados & inediatamente



oxidado. De acordo com BONT (4974) a presenga do  acetileno
no meio leva & inibigde da oxidagdo do etilenco chamado
enddgenn que passa a acumilar no mein. o gue pode resultar em
erros de avaliagho da atividade da redugdo do acetileno. Para
gvitar problemas com a presenga de etileno enddgeno ho meio &
necessdrio conhecer a quant idade de etileno enddgenc
produzido durante o perifodo de incubaglo, descontando-o da
leitura total. NOHRBTEDT (1983 conclul quUE  para &6
quantificar o etileno enddgeno pode~se ter uma testemunba com
uma atmosfera de 1090 ml . de C2H2.1-1 com mondxido de carbono
adicionadao. 0 mondxido de éarbona bloqueia o funcionamento da
nitrogenase, portanto o etileno produzido serd sdmente o
chamado cnddaeno. £ acetilent & colocado no meio para evitar

gque o etileno enddgeno produzideo seja oxidado.

Dot.e~ MEtodos isotdpicos -

0 elemento nitrogénio tem uma série de seis
isdtopos cujas massas atBmicas variam de 12 a i7. Destes
isdtopros, os de massa 14 e 1% sio estdveis € nio radioativos.
0z demais sfo radioativos e de mela-vida curta. Devido &
estabilidade e ndo-radioatividade w3 L3N tem sido
frequentemente utilizado em estudos com Fixagio bioldgica de
nitrognio, gquer na  forma  gasosa  (AEND) quer em  formas
combinadas (sulfato e nitrato de ambnio, urdia marcada,
cte.). Nestes estudos sfo empregadas formas de N enriguecidas

com 19N em niveis superiores agueles em aue ele se encontra
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na npatureza {(abundincia de 5N no  ar = 00,3443 +~ 0,004 % de
dtomos de 15N ~ JUNK ¢ 8SVEC, 1958r citado por BREMMER, 1977
Y. Desta  forma, o nitrogé@nio contido em um determinado
sistema passa a ter uma marcagdo (15N em excesso) que permite
acompanhar os seds desdobramentos. O sistema marcado pode ser
0 0l ou a atmosfera em ambiente fechado. Para verificar a
contribnigio da Fixagio bivldgica de nitrogdnio tem sido
empregados vdrios métodos ut i lizando 10N atmosfera
enriquecida com L9N2, diluigio |mmtmpipa e abundfncia natural

de 185N.

2.4.2.4.~ Atmosfera enriguecida com iHNd -~

Fste método permite medidas diretas da
atividade de reduglo do N2 pela nitrogenase. O sistema
fivador a ser avaliado & exposto a uma atmosfera contendo
15N2 em excesso em ambiente fechado por um perifodo de tempo
que varia de 48 a 72 horas. Se houver fixagio de nitrogénio
durante este perfodo, o nitrogénic marcado serd incorporado
Ao sistema na o ma de aminodeidos & protelnas.
Posteriormente o materinl do sistema em avaliag@o & analisado
por espectrometria e massa obtendn-se os teores de 15N que
possibilitam estimar as percentagens de N obtidas pela
fixacio binldgica.

Fata tdfcnica Fpi utilizadwn para detectar
Fivagho bioldgica de nitrogénio em diversas gramingas? arroz
(ITO et al., 1780 YOSHIDA ¢ YOMEYAMA, 1963 ESKEW et al.,

1981 VENTURA e UWATANABE, 1982), sorgo (GILLER et al., 49845,
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cana-de-~aglcar (RUSCHEL et al.,4i975y MATSUI et al., 1981,
milho (ELa et al., 1982), Fforrageiras diversas (De POLLTL et
al., 1977 OKOH et al., 1983: MORRIS gt al., 198%5).

Aapesar de se tratar de um ndtodo de medida
direta da atividade da nitrogenase ¢ de apressntar regsultados
de fdcil interpretagao, tem sido apontadas algunas restrighes
A sua utilizaglo (RENNIE et al.,i978; DOBEREINER, 1980
KNOWLES, 496#0). Comn zs avaliagoes sRO raaiizadaﬁ em ambiente
fechado & necessdrio um controle rigoroso do fluxo de gases
CLEN2, Co2, 027, da temperatura, da intensidade luminosa, da
umidade, © que ndo permite gue os experimentos com esta
tdenica sejam prolongados. Desta forma é gdifleil
acoempanhar~se todo o ciclo de uma cultura, principaimente
culturas de ciclo longe como € o caso ta cana—de—-agdcar. Um
dos problemas mais criticos deste médtodo € o controle dos
vazramentos de  gases que  possam ocorrer. Um vazamento no
sistema trard como consequlncias a perda de 15N2 e a entrada
de 1ANZ do ar que provoca a diluicio da atmosfera interna que
eatd enriquecida, fazendo variar o teor de A15N2 durante o
desenvolvimento das avaliaghbes, o que nio ¢ desejdvel.
Existem evidéncias mostrando que plantas de arroz subwmetidas
a este sistema comegaram a exibir anomalias de comportamento
apds 4 dias nestas condigdes controladas (ITO et al., 198@).

Qutra restricio apontada € o elevado cutsto do 15N2.

2eda2.2.- DilwicgRo isotdpica de 15N

b



Nesta tdanica emprega~se uma planta controle
“nfio fixadora de NR” e R planta fixadora (plantm teste) cuja
capacidade de fixar nitrogénio deseja-se conhecer. Assume—-se
que & planta fixadora ¢ capaz de acumular nitrogénio do solo
com tdéntica relagdo de N marcado e nho marcado gue a3 planta
controle nifo fixadora. Assumindo-se isto, @& possivel

calenlar-se a proporgio de M derivado da atmosfera na planta

teste, atr avids dan segitinte expr Gashol

dtomos X 15N em eMcesso na planta teste

ZONDEFE =¢ {1 - i ey 4 1 ey e P 148 PR wn g SFPR PPN SR RESh WS LSS AL SEES 4347 PPRE NN BEES $27F SHEE SESH £ APAN TOVR MAd SRS R P CRS4 v i et PN 17

Atomos % 45N em eMcesso na planta controle
(MeAULIFFE et al., 1958).

Em grance parte dos trabalhos que utilizaram
esta tdonica adicionou-se 15N a0 solo por  interméddio de
fertilizante mineral marcado aplicado antes ou no momento  do
plantio das duas culturas(CHALK, 1985)., Com esta forma de
aplicagio de 15N ocorre, com o tempn, um declinioc no
enrigquecimento do N mineral dm_ﬁmlo que se dd, em geral, e
fungdo da entrada do N wineral nko marcado =através da
mineralizagio da matdria orglnica do sole (BROADBENT e
NAKASHIMA, 1986%y WITTY, £983). Consequentenente, s a planta
teste & a planta controle retirarem diferentes quant idades de
N do solo em momentos diferentes elas acumularSo nitrogénio

derivado do solo com diferente enriquecinento de 19N, dssim,



é necessdrio que as plantas teste v controle tenham a mesma
capacidade no tempo de retirar N do solo ( RENNIE, 4982;
RENNIE & RENNIE, 1983; FRIED et al., 4983 ).

Foi demonstrado por WITTY (12832 que se =@
velocidade de declinio do enriguecimento de 18N & lenta, as
diferengas no enriquecimento de 1SN no nitrogénio derivado do
solo presente nas culturas sfo pequenas, mesmo que  axistan
diferengas na capacidade de absorgio de N no tempo entre =as
duas culturas. Esta afirmacio regpnnde_o porque de diferentes
plantas controle apresentarem diferentes estimativas da
Fivagio bioldgica de N na plants teste quando 0
eniriquecimento de 15N do sclo decresce rapidamente durante o
crescimento das plantas.

Um dos grandes problemas para aplicar-se eata
tdfenica €, sem divida, a dificuldade envolvida na verificagio
das proposi¢oes bisicas assumidas pela téenicna da diluigho
igsotdpica como demonstraram os  estudos de WAGNER ¢ ZAPATA
(£982), LEDGARD et al.(i985%a,b,c). Encontrar~se plantas n&o
firadoras de N2 que possam servir comp controle  para @
est imativa da fixagRo bioldgica de nitrogénio em leguninosas
tem sido objecta de vdrioe trabalhos (RENNIE, 1982y WAGHNER e
ZaPATA, 1982y FRIED et al., 1983; WETTY o RITZ, 1984). Destes
eastudos & possivel encontrar uma ou maig plantas testadas que
podem funcionar come controle, pordm nRo se pode fazer
recomendagdes general izadas de que uma planta controle seja
semore um padriin efetivo para qualauer planta fisadora de N2.

Tanto as tamdas de crescimento da planta controle quanto  da
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planta teste poderfo sofrer variaghes em funglo de muitos
tatores ambientais. We wm o 8ol apresentar  dami cont Fnua
mudanga no enviguecimento de 189N no nitroglnic disponfvel
para a planta & impossivel predizer qual a planta controle
que acunulard N com o mesmo enrigquecimento do N derivado do
solo na planta teste (BOPDEY, 1987). & melhor solucio para
este problema & reduxir as variagdes no enrigquecimento de 15N
no nitrogénio do solo. Com esta finalidade tem sido
utilizadas marcaedes do  solo emprmgmndamme matérina orglnica
parcada com 15N (HENZELL et al., 1?48y BODDEY et al., 1984) e
pellets de géssp marcado com LD (WITTY, 4983:; WITTY ¢ RITZ,
i984).

Qutra precaugdo que deve ser observada a0
utilizar-se esta tdenica € que o enriguecimento de 15N no
nitrogfnio do solo disponfvel & plantn deve ser de magnitude
suficiente para gque as dJdiferengas entre enriquecimentos nas
diferentes plantas pdo sejam confundidas com as discriminaglo
isotdpica diferencial na retirada do nitrogénio mineral do

solo (BODDEY, 1987).

2.4.2.3.~ Térnica da ahund&ncia natuwral de 185N -~

Em fungio da discriminagio isotdpica que ocorre
nas transformecoes flsicas, quimicas ¢ bioldgicas sofridas
pelo nitrogénio do =soleo surge um enriguecimento natural de
15N aque ¢ detectdvel auando comparado com o enriquecimento do
ar atmosfdrico (DELWICHE e STEYN, 1970; MARIOTTI et al.,

1984 TURNER et al., 1983). Este enriguecimento & peqgueno e &
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mensurado cam  um espectrOmetro  de massa  equipado com dois
detetores ¢ um sistema de dupla entrada para comparar 0
enriquecinmento da amostra com o enriguecimento de um  padrio.
A diferenga no enriquecimento  entre a amostra e o padrio &
eupresso em unidades de DiI5N. Se o padriio utilizado for o
nitrogénio cantide no ar, und unidade de DIEBN (4 9/00)
equivalerd a ©,00036463 dtomos % de 1%5N.

E possivel utilizar—-se deste enriguecimento
natural para ge fazer estimnativas da' fixagan bioldgica de
nitrogénio, desde que o so0lo apregente altos valores de DifN
e que se possua um bom equipamento de espectrometria de massa
que possibilite medidas de enriguecimento de 19N contra  uma
amostra padrio. Para se calcular a % de nitrogénio fixkado a

equag o padrio da diluigdo isotdpica sofre modificaghes:

(dtomos %i%N do controle -~ Jtomos Xi5N planta teste)

'): N F I 1t ok i e 48he 4 RS 4S8 S S5 PR V48 S5 S B RS SO S s S e S Srnm e s 1 b e e e e e 490 AR 0SS S AR UL A AP DO G Spre s e e i e -i e {()

( dtomos ZiSN do contrele -~ 8 )
(BERGERSEN e TURNER, 1983: SHEARER et al., 1983

onde % NF & & porcentagem de N derivado da fixagdio bioldgica
de nitrogénio na planta teste ¢ B ¢ o enriquecimento de 15N
da planta teste quando cultivada inteiramente com nitrogénio
derivado da fixa¢Bo bioldgica (ou seja, gm plantas cultivadas

em solugRo nutritiva sem N ou cultivo em arcial. Esta equagiho

pode ser exdpressa na forma de DLEN2
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(1SN do controle ~ DL3N da plantan teste)

B NIT 5 e s ur o e srn s o e s s 2 v s 51 e 7 5 S 154 1 1 75 o . £ e b e 100

(Di%N do rontrole =~ ®B)

onde oz valores sfio mensurados contrz umzs amostra padrio  de
N2 ( normalmente o ar atmosfdrico ). Esta equaglo permite gque
pecorra discriminagio isotdpica durante a fixagio de N2 e @
assimilagho do nitrogénio atnosfdrico fixado, & isto estd
expresso no  enriguecinento  ocorrvido em B oque  deve ser
diferente do enriguecimento do N2 atmostériceo (SHEARER e
KOHL, 1984).

Fara leguminosas tem sido mensurados valores de
B por vdrios autores (AMARGER et al., 19773 KOHL & SHEARER,
19860y RERGERSEN ¢ TURNER, 41983y SHEARER et al., 19283:
 BERGERSEN et al., 1989 ¢ todos apresentoram valores menores
que 2 0/90. Para os estudos com gramineas a determinagiao do
valor B torna-se um problema enm  funclo da dificuldade de
crescimento destas plantas ¢m meio sem nitrogé@nio mineral.

Ohserva-se que nesta tdenick a proposicio
bfesica da diluigio isotdpica estd mantida, ou sejn, gue as
plantas teste e controle acumualem N do  solo com O meEsSHD
enriquecimento de 18N,

Ocorfem variagdes no enrigquecimento natural de
15N do  solo com o tempd 0 que pode ocaﬁionaf distorgdes
relativas ao padrio diferencial de retirada de N do solo
gntre a planta teste e o controle (WETTY, 41983). Entretanto,

PRrecse que s mudangas no enrviquecinento com o tempo sR0
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muito lentas € proporcionalmente de pequena magnitude gquando
comparadns com 0 enriguecimento artificial atravds da  adigio
de fertilizantes contendon $5M.

Oz soles apresentam, em geral, gradientes no
enriquecimento de 45N & medida gue se aumenta a profundidade,
o que pode introduzir erros nas estimat ivas (BLACK e  WARIHNG,
1977 STEELE et al., 198143 RENNIE et al., 1976). No entanto,
ns dados disponiveis sugerem que o enriquecfmentm do nitrato
em profundidade varia menos que o enrigquecimento do N total
(FEIGIN et al., 1974: RENMNIE et al., 19763 KARAMANOS e
RENNIE, 1980).

Em recente revisho, SHEARER ¢ KOHL  (i986)
compararam =a metodologia de  DISH com  outros mét ados
isntdpicos empregados e demonsteraram que ¢ uma tdonica vdlida

gquando se deseja est imar a Fivagio bipldgica de N2.
2.8.3.~ Balango de nitrogénio -

Esta metodologia de avaliar a din&mica do
nmitvogenio (i sislend swrooplanba-atmosfera consiste ne
comatdrio de todos os ganhos & perdas de N pelo sictems. De

acordo com  KHNOWLES (i980) as adighes de N ao sistema  gue

devem ser consideradas sfot  fidagho bioldgica de N
(assimbidtica & wsimbidtica), precipitagio ploviomdtrica

(NH4, NO3, N-orgdnico), adigho de fertilizantes nitrogenados

e de dedjetos de animais. 65 perdas de N do 50 4L e ma
solo-planta a se considerar slos deusnitrificapio, lixiviacio,

o

valatilizagho de NH3, aqueima, erosa’ao, colheitas e ingestin
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por animais. Desta  Fforma, observa-se que a ohtengio de uam
halan¢ao positive de N em um determinado sistoms Ao
representa uma  medida direta  sd da Fixa{ﬂm hioldaica de
nitrogénic (APP et al., 1986,

Na utilizagio deste método a auantificagino
precisa da dindmica do nitrogénio no sistema & importante. 6@
facilidade ou dificuldade de se obter bons resultados na
quantificagiio tas adigdes e perdas de N no sistema depende

maito de dois fatorest ol o modelo experimental atlotado

CKNOWLES. i9#m) e b)) da precisdo da wmetodologia analltica
ut ilizada (APP et al., 1989).

Experimentos de balango de nitrogbnio
realizados no campo nfio tem sido recomendados em fungio de
uma  sdrie de gificuldades L poden DLOrrer para
quant i F1car-se4  PEYUENAE VI IAaGoes pa grande  reserva de
N~prgdnico do solor as perdas de N por lixdiviaglo €3 evolugho
dee ganen. Coutra dificuldade & estabelecer =@ profundidade
real de exploragin do solo pelas ralres uma ver gue  disso
depende o volume de solo a ser considerado nos cdleulos de
balango de nitrogfnio (BROﬁDHﬁNi, 1981, Experimentos de
campn podem  ser recomendados  gquando  se deseja observar o
comportamentn do N no sistema solo-planta por longo tempo.
Nos experimentos de longa duragio as alterasdes acumidlativas
do nitrogénio total do solo goderiam  ser melhor observadas
(BROADBENT, 1981).

A utilizagho de lisimetros para experimentos de

campt elimina ou diminuwi eates problemas, uma ves que as
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plantas pagssam =a crescer em um ambiente confinado pelas
paredes dos lisfmetros ¢ obrigatdrianente as ralzes terfio que
explorar agquele determinado volume de solo. Entretanto, se o
lisfmetro nio possuir drenagem em profundidade ocorrerd  uma
regifo saturada no fundo do lisimetro que criaria um ambiente
redutor  favarecendo as  perdas por  desnitrificagio. A
colocagao de drenos no funde dos lisfmetros evita a  sun
saturacio, diminuindo a desnitrificasio, porém, pode Provooar
um flusto de dHgua artificial mais elmyndm o gue possibilita
upa sobre-estimativa da lixiviagho de nitrogénio. Por ountro
lado, torna possivel a gquantificacio do material lixiviado,
quando isto & desejdvel. De acordo com KNOWLES 141980 e
BROADBENT (4984) a utilizacho de lisImetros ainda € o ndtodo
que mais #e aproxdima do ambiente natural facilitandog ase
estimat ivas de balango de nitroglnio, apesar da  perturbagdo
do solo envolvida gquando da instalagRo dos lisinetros.

O tipo maie sinples de experinentos cam balango
de nitrogénio € aquele realizado em  vasos colocados en
rasa-de~vegetagio. Neste caso, as perdas por lixiviagio s3o
eliminadas & as plantas, como nos  lisimetros tem Lim
crescimento radicular limitade ag  volume de solo contido no
vaso. Porém, se for um experimento de  peqguena duragfo, as
pequenas alteragdes ocarvidas no N -~ total do solo devidas a
perdas gasosas ou fixaclo bioldgica de nitroglnio serido
diffceis de serem mensuratdas. Para melhorar a sensibilidade

do método, recomenda-se =z utilizagio de wuma  fonte de

.22.



nitrogénio marcado (15N). 0 balan¢o deste nitrogénio marcado

aerd bhem mais senafvel para rhoervyar-ose pequenas perdig.

2.0~ O processo de Fivaglo bioldgica do nitro-

génio associada a graminers -

P

) maior reservatdrio de nitroanio do planeta ¢
a atmosfera que o envolve.Nz atmosfera, sob a forma gasosa
(N2), o nitrogénio & abundante, perfarendo cerca de 787 da
composicio do ar atmosférico. Como um 9ds, o nitrognio nio
poade participar diretamente da nutrigdo tas plantas
supertores, onde & requerido &m outras formas., £ absorvido
principalmente nas formas de  NH4 & NOJ guE  represent am
sdmente 0,04% do total de N existente na biosfera (SODERLUND
g ROSSWALL, 1982). Para que ocorra a transformagio deste N2
nas formas assimildveis de N parn as  plantag existem  duas
vias, uma Fisico~quinmica e putra bhioldgica. FPela via
figico—quimica ocorre ionizagio do M2 na atmosfera em  fungio
da energia proveniente de descargas eldtricas, formando-se
nitrato € andnio que 3o trazidos ao solo pela precipitagio
pluviondtrica. Quantificaghes realizadas en Campinas  (SP)
durante um  periodo de dersssete  anos mostram que a
incorporacio de nitrug&nio an solo por egste processo  variow
de 3 a % kg HN.ha-i.ang-i distribuidos ifagalmente entre
nitrate e amBnio (VERDADE e KUPPER, 1955).

A via bioldgica € =a forma predominante de
entrada do nitrogénio combinado no sistema ¢ se dd em  fungio

de Lma Fedugio enzimdtica  do M. Microarganismos
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procaridticos diazotrdficos que sio agtotrdficos em relaclo
ap nitrogénio, possuen = €nTima Nitrogenase que € capaz de
reduzir o Nz (PDePOLLI e ROBEREINER, iv8er ., Estes
micronrganismos podem ser encontrados em condigfes de  uma
simbivse eficiente com Aas plantas £m Aassoc iagdes
mutunlisticas com plantas ou minda em vida livre nos solos.
JE s8p conhecidos cerca de 246 9éneros de bactdrias caparzes de
fivar nitrogénio (SPRENT, 4197%: POSTGQTE; 1981) & wvirios
destes génerns Jd& foram isolados na rizosfera e em solos
cult ivados com cana-de-agdocar (RUSCHEL, 1981).

Uma sfrie de fatores propiciam matwr atividade
da enzima, destacando-se as condigdes microaerofflicas € o
haixo nivel de nitrogénio combinado do meio (DOBEREINFR e
DAY, 19767 EADY et al., 4278) ¢ ainda a presenca de compostos
orgdnicos que serio utilizados como fonte energédtica (HARDY e
HAVELKA, 1976). Em associagdes com as gramineas nio existe um
sjstema eficiente paras 2 protegio  da enxima contra
concentracbes elevadas de oxigénio nos sftios de fiwxagdo,
comd  ocorre na simbiose com as  leguminosas atravds  da
leghemoglobina (APPLERY, 1984). Entretanto, jd foi observado

que, com Azospirillum (bactdria diazotrdfica associada con

gramineas), ocorre am deslocamnento ativo da bactdria a sftios
de baixa pressio de oxig@nio (BARAK et wl., 1982).

Quande se avalia a atividade da nitrogenase  enm
condi¢Bes alagadas temmse observado frequentemente gue ocorre
mxior atividade nestrs Areas da que em  Areas menos dmidas

(TJEPKEMA & EVANS, 19768). Em solos cde  Areas nAo  inundadas
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obhserva~se gue variagoes no estado de umidade do solo levam a
mudangas significativas na atividade da nitrogenase (WANI et
al., 1983 RAO & RAO, i?ﬁ4Jh_Em condigdes de umidade elevada,
o aumento da atividade da nitrogenase deve estar associada
com a criagio de microsftios com baiuxa pressio de oxigénio.
Estes micrositios ocorreriam em fun¢do da expulsio do ar pela
dgun e ainda pela competigdn por oxigénio estabelecida entre
as rafzes de plantas € microorganismos do solo, devido a
diminuigio da disponibilidade de 02 (WANI et =al., 1983).

Com relagio & presenga de compostos orgfnicos
estd evidenciado.quﬁ, em cana-de-agfcar, ocorve exsudaglio de
uma série de polissacar [deos das ralees para ¢ meio, provendo
uma fonte d€ energia para ps  microorganismeos fixadores de
nitroglnio aue vivem niR rizosfera, o que possibilita uym
eat fmulo & atividade fisvadora (CHILD e KURZE, 1978).

A partivr dos anos 49 muitos estudos tem sido
desenvolvidos no sentido de se confirmar € quantificar =
contribuicko da €ivaglo bioldgica de nitrogénio associads =@
gramineas. Para tanto, todas as tdéenicas de estudo conhecidas
para quant ificar este progesso tem sido enmpregadag.

Existem evidéncias nuito fortes de gque ocorre
fivacho de nitrogénio expressiva em gramineas, principalmente
com arros inundmdn; Vv ios estudos de balanco de N realizados
no canpo  demonstran  acrdscimos  de nitrmg&&fo advindog da
fivagio bioldgice da ordem de  30-49 ky N.oha~t.cultura-i
(FIRTH et al.. 1973y WUaALCOTT et al., 4977y Wer TANABE et

al ... 1977 KOYAMA & APFP, 1979y, APF et al1.{i?84) encontraram
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halangos de N positiveos no  CAmpn EmM RFEAS rlantadas
cont inuamente com arror inundado com  valores de /79 & 1@3 kg
H.ha—4%.ano-4i.

Através da incorporagan de  185N2, IT0 et

al.¢1980), YOSHIDA e YONEYAMA (49689) &  ESKEW et al (1781
encontraram evidénoias conclusivas de acréscinos

gignificativos de nitrogénio via Tinagdo bioldgica em ralzes
de arror inundado.
Com a tdcnica da diluigiio isotdpica BODDEY et

al.{(i983) verificaram para Pagpalum notatum gv.batatais,

~

crescidos em cilindros de concreto no campo, uma contribuigio

da FBN de 20 kg N.ha~i.ano—1. BODDEY & VICTOEIA (4986) com &

meema  tdcnica observaram contribuigdes de 30 e 45 kg
N.bha-i.ano~-1 &m Brachiaria humidicola & B.decumbens,

respect ivamente.

Vdrios estudos com @ tdenica da redugio do
acetilenn tem sido realizados com diferentes gramineas
(TJEPKEMA e BURRIS, 197646 NELSON et al.,19746p WEIER et al.,
1981y PEREIRA et al.,1984; MIRANDA, 1285) com resultados
hastante diversns, uma ves que  a tdenica limita uma

quant i ficagio correta para um ciclo todo. (ver item 2.1.1.).

2.9, 0 nitrogénio na cultura da cana~de-agloar

Ha literatura cientifice brasileira sfo raros
0% trabalhos que abordam a marcha de absorgio de nutrientes e

acmuleo de matdria sfca pela cana-de-acgcar, tanto na
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cana-planta quanto nas socas subsequentes. No trabalho  de
CATANT et al.(4259) estudou-se o acdmulo de matdria %&Ca na
cultivar Co 4419 em Piracicaba, 8P, egfetuande-se coletas
mensais da parte adrea da cana-planta no perifodo compreendido
entre o & ¢ L9 neses de crescimento. O experimento  foi
adubado por ocasian do plantio, empregando-se, por hectare,
49 kg de M, 100 kg de  P2OE o AR kg.dm 120, Calaton-ase o
material de 4 touceiras completas onde separou-se Ffolhas e
colmos € obteve~58 0 peso $e8C0 de%ta$ partes. O perfodeo de
maior acdmula de matdria sfca se dew entre o oitavo e o
dfecimo msegundo més € o maior crescimento percentual  ocorreu
erbre nodle i prinmirn s ddeimn meanndn ey

Posteriormente, neste mesmo trabalbho, o
material coletado foi analisado ¢ gquantificou—-se o teores de
macronutrientes, estabelecendo-se, agsin, A marcha de
absorgdo destes nutrientes. fAos 19 meses, a ordem das
quant idades extraidas de macroelementos apresentada pelr
cana~de~agicar fois

K >N » Ca >» Mg > 8 > P.

Destaca~se que as quant idades extraidas de K & N apresentaram
praticanente os mesmos vialores & foram cercn de quatro vezes
superiores as quantidades extraldas de Ca.

Os teores e quantidades de nitrogénio
encontrados nas guatro touceiras de cana no decorrer do

experimento estio representados nzr tabela i.
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Tabela & ® Variagio dos bteores e quant idades de N absorvido
por 4 touceiras de cana-de—agdocar (Co 449 enm

fungdo da idade da planta. CATANI et al.(4959)

Jdade da planta em meses
7 8 8 i@ 14 i2 i3 i4 i5
“N folbhas 1.2 1.49 1.48 0.94 1,42 1.27 1.159 1.29 1,50
AN colmos C0.87 4.05 0.90 0.64 9.46 0.42 0.45 0.49 .35
Quant idade de
N aborvida(g) 13.5 17.7 29.59 33.3 37.4 74.0 73.6 B1.0 79.6

Observa—se, de maneira geral, um decrdscimo nos
teores de N nas folhas ¢ colmos com o passar do tempo.  Ho
final do ciclo, os =autores constataram um pequeno acréscimo
no teor de M nas fFolhas. Em termos quantitat ivos ocorren  oma
diferenga muito grande na absorgio entre o ddcimo primegiro e
o décimo segundo més, representando um  acréscimo de  quase
190X na quantidade de N acumuelada.

Utitizando-se os dados apresentados por CATANT
et al. (1959) & possivel calculnr que 400 toneladas de colmos
frescos contdm cerca de 177 kg de N. Tomando-se como base umn
populacio de $15.600 touceiras de cana  em um hectare ¢
possivel eat imar-se que foram extraldos pelos colmos 269 kg

de N/ha.
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UKLfRhsyw b iLe gt oal. Civie ) estudaram  a
absorede de nautrientes pela cana-de-agdoar (cultivar CH
44-76) em trés solos do Estado de SRo Paulo, com amostragens
realizadas a cada dois meses a partir do asunrto més ao ddeimo
sexto mds  para cana-planta € para cana-soca do quarto  més
an décimo segunde més. & gquant idade de nutrientes extralda
pela parte adrea (folhas + colmos) se dew na seguinte ordems

K >N > Ca » Mg » & > P
Para os colmos & ordem de quantidades extraldas fois
N YK > TCa »Mg >0 > P
;

Em valores absolutos, as gquantidades de
nitrogénio exigidas pela cana-de-aglcar sio elevadas &
prd{ticamente se equivalem hs guant idades exigidas de K.

Nestes experimentos, os autores verificaram gue
o acdmulo de matdria sfca na cana-planta foi maior nas folhas
atd o décine més de  crescimento. 6 partir do décime segundo
més atd o dédcimo sexto més o acdnmulo de matdria s@ca passou a
ser maior nos colmnos. Foi observado que o perfodo de maior
acdmulo de matdria s®oa ocarrew a partir do décimo més.  Na
cana~s0ca as folbas acumularam mais matdria sbaca atd o sento
nés é, do oitavo até o dédcimo segundo o acdmulo foi maior nos
colmos.

Em todos os solos, a concentragfo de nitrogénio
nas folhas e colmos decrescew em fungio da itdade das plantas.
Na cana-planta, #aos 146 meses, o teores de N nos colmos
variaram de @,32%4 a 0,39%, considerando-ze os trés solos. Nas

fFolhas ocorreud mator variagan nos teores de N em fungfio do
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solo (@0,%9 a @,62%). ﬁs quant idades de N extralfdas pelos
colmos sempre foram crescentes €, aos 14 meses apresentaram
valores entre 104 ¢ 4149 kg de N/ha. Nas folhas, o acdwule de
N foi crescente atd o décimo segundo wls, sofrendo um
decrdscimo até o décimo sexto més. Mo +Final do ciclo as
folhas acumularam quant idades de N gue variaram de 70 a 79 kg
de N/ha. A quantidade de N extralda pela parte adrea  dan
cana-de—-agdcar (cana-planta) variou de 4173 a 168 kg de N/ha,
que  representon o  dobro da quanﬁidade farnecida CoOmnc
fertilizante por ocasifo do plantio.

Na primeira soca deste experimento =
concentragio de N nas folhas e colmos decresced em fungio da
idade. Aos L2 neses os teores de N nos  colmos variaran  de
d,20 a @,30% & nas folhas de 9,92 = 0,484, A guantidade de
nitrmg@nin.entrafda.pe}a rana~socin pelos colmos varioun de 76
a 8% kg de NAha e nas  Folhas de &5 & 77 kg de N/ha. A
extragio total de nitrogénio pela parte adren da cana-socan
(eultivar CB 44746 ap final de 18 meses foi de 138 a 164 kg
de N/ha.

QO requerimento interno de N para que se atinjam
hoas produgdes de cmnawde“agdcmr nAn se  apresenta muito  bem
definido, em funglo das discrepdncias nos valores encontrados
na literatura. 08 autores divergem quanto a quantidade de
nitrogénio necessdria para a produgio de 1 tonelada de colmos
{ pest fresco 22 @,%4 kg ( DILLEWILJIN, 4952 J3r 1,32 kg (CATANDT
et al., {985¢); ©,41 -~ 9,80 kg (GOLDEN, 19465): 9,68 ~- @,80

(BARNES, 1944): 0,91 kg (STANFORD e AYRES, 1964); 2,24 kg
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(GEUS, 196723 41,00 kg (ANDREILS, $975)3 9,87 ~ 1,02 kg
(ORLANDO FILHO et wl. 1980).

Devido as préticas culturais utilizadas pela
grande maioria dos produtores de  cana—de-agdear no Brasil,
quais sejam, a queima da cana e do palhigo residual, arandes
quantidades de nitrogénio deixam de retornar  ao solo
anualmente. Pelos dados de ORLANDO FILHO et al.(1i789) as

folhas contém, em médian, 75 kg de N em um hectare que se

perdem do sistema solo-planta por intermddio du queima. Estes

dados sao bastante semelhantes ans obtidos por GOLDEN (i%6i)
que est imou uma perda de 70-80 kg de nitrogénio através da
queima das folhas & pontas da planta.

A  adubaglo nitrogenada da cana~de-aglcar no
frasil tem despertado mmita polémica desde o infcio dos
estudos  com adubagido nesta cultura. Hoje, =a adubagiio
nitrogenada & uma pritica rotineira nas regides canavieiras,
pordm, os seus efeitos sobre o rendimento agrfcola ainda sio
bastante discutidos. 0 porgud das controvdrsias existentes
gquanto A adubagdo nitrosenanda na cana-de-agudcar estd  bem
evidenciado em um trabalho de revisho realizado por AZEREDO
et alnfi986) onde € apresentada una coleténen dg resultados
de emperiménfos "que procuravam observar a resposta tda
cana-planta h aplicacio de nitroglnio. Foram avaliados §35
experimentos realizados nas regides HNordeste, Sudeste ¢ Sul
do Brasil. Sdmente 492 dos 135 ensaios PrOporcionaram
respostas positivas € significativas da aplicagio de N sobre

a produgRo da cana~planta. Calculando—~se 2 produgdo relat ivax
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Produgio sem nitrogbnio adicionado
¥ ProduGRo remb i vmm m e e e s e 1 e e o e e D

Mddia das produgdes o/N adicionado

observada nos 3% ensaios verificou—se que 1.5 dows
experimentos apresentaram produgfies relativas entre 90 ¢ 100%
e que em 224 deles a producgio de colmos sem adiglo de
nitrogénio fol superior h produgido com nitroglnio adicionado
(prmducﬁp relativa > 100%).

Estudando a resposta da cana«-planta a doses e
fracionamento da aplicaclo de nitrogénio em 9 locais
abrangendo a regifip Sudeste, AZEREDO et al.(i984) utilizaram
doses de atd 186 kg de N/ha aplicados: todo no plantio; 1/3
no plantio ¢ 273 apds 4 nesess; 1/3 aos 4 meses e 2/3 aos 8
meses. Apenas dois locais mostraram resposta & aplicaciio de N
gquando colocade totalmente no plantio. A resposta mayima
ocorred quando da aplicagio de 12¢ kg de N/ha. Outros autores
tenm observado que fracionamento  do nitrogénio na
cana-planta ndo influencia a produgio de colmes quando
comparada com a aplicaglc de uma  sd  vex (AZEREDO (3
BOLSQNELLO:i?BO: 0RLﬁND? FILHO et al., 49777 SAMPAIQ et
al.,i984; ALVAREZ et al.,1963).

Procurando obhservar a eficiéncia da adubagfo
nitragenada na cana-planta, SAMPATO et al.(41984) utilizaram
urdia marcada com 1SN para quantificar o nitrogénio derivado
do fertilizante na cultura, em condigdes de campo. Com  tal

Finaltidade, instalaram um experimento atillzande doses de @ &
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6@ kg de N/ha, aplicads totalmente no plantio e 2/3 apds 3
meses. O material Ffoi coletado aos 3, 6, 11 ¢ 16 meses e
anal isado para N total e Z 10N em excesso nas folhas, colmos
€ rafzes. Verificaran que niio houve resposta significativa da
cana-planta & adubagiao nitrogenada com ou sem parcelamento e
Qe a. quant idade de N absorvida an final dos 164 meses
correspondey a 250 kg de N/ha. Do nitrogénio aplicado como
fertilizante (69 kg N/ha), sdmente cercmhd; 173 (23 kg N/ba)
foi absorvido pelas plantas, o que representa menos de 10X do
N total retirado pela cultura. A absorgdo do M vindo do
fertilizante ocorreu atd os 3 meses apds n sua aplicagio.
Pelos dados apresentados em trabalhos
realizados no Brasll, a absorgio de nitrogénio pela
cana-planta & bastante elevada? 473 a 188 ka de N/ha (ORLANDO
FILHO et al., 192689);, 259 kg de M/ha (SAMPATO et al., 1984) e
269 kg de N/ha (CATANI et al., i9%9%). Para a cana-soca, em
funcio do seu ciclo mais curto (42 meses) a absorgdo de N
mostra-se um pouco menor? 138 a 1646 kg de Nha (ORLANDO FILHO
et al., 1989).
as Fevumehdugbes de aplicagnn de fertilizante
nitrogenado na cana~planta na regidn Centro-~8ul do Brasil
efetundas pelo Planalsucar s8o baseadas em resultados
experimentais em campo  onde mé observou =a resposta A
apiicacﬁn de nitrogénio. Em fungiio destas observagdes, nio se
recomenda a aplicacan de fertilizante nitrogenado, ou, no
mdsimo, o emprego de &0 kg de N/ha (ZAMBELLO JR. e AZEREDO,

4989y, Tomando-se como base uma eficifncia do fertilizante
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nitrogenado de 49X (SAMPATO et al., 19684), =& cultura
ahsorveria 24 ka de N/ha vindo do fertilizante. Se, =a
absorecio média de nitrogénio pela cana-planta situar-se em
torno de 220 kg de NZha, o zistema solo deverd contribuir com
cerca de 194 kg de N/ha (aproximadamente $0M4).

De acordo com ZAMBELLO JUNIOR & ORLANMDO  FILHO
(4981), a baina resposta da cana~-planta & aplicagio de

fertilizante nitrogenado poderia ser explicada pela fixagao

bioldgica de nitrogénio associada g pela presenga de grandes

quant idades de N em forma disponfvel no solo. Para AZEREELC et
al..(1981) a preaencalde grandes gquantidades de N disponlfvel
ne seclo por ocasifio do plantio da cana pode ocorrer em fungio
das operagbes de preparo de solo, que aumentam a  asragdo,
criando condi¢des para maior oxidagdo da matdria orglnica.
Como o plantio da cana € realizado, geralmente, no perlodo de
Janeiro a mar¢e, dpocas de elevada temperatura & umidade,
criam—-se condigBes wmais favordveis parn a atividade de
microorganismos do solo que decompdem rdpidamente s restos
de cultura (principalmente as rafzes). Esta decomposiciio do
material provoca uma diminuigdn nan relzglo O/ do solo,
prnpmrcianandu maior quantidade de N disponivel para a  cana
PO mcaﬁfﬁo.dé.ﬁlantio.

A cana-soca tem apresentado resposta positiva &
adubasgBo nitrogenada na regiio Centro-sul & o Planalsucar tem
recomendado quant idades econdmicas de N gque variam de 80 a
149 kg de N/ha (AZEREDO &t al., 1981, Por ocasifio do

estabelecimento da  soqueira da  cana  (perfodo de maio a
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agosto) ocorve baixa uamidade gue por veres s gncontra
associada tom baixas temperaturas afetande 2 atividade
micwmbimldgica, provocando  menor  decomposigiio dos restos
vegetaiﬁ;. ﬁesfa..?nrma, a sistema radicular da cultyra
anterior, qﬁe apresenta alta relagdo C/N, deconpden~se RNRIs
lentamepte, fornecendo menores guant idades iniciais de N no
s0lo para =& soqueira (AZEREDO et =wl., 1981). Devido ao

desenvolvimente inicial mais rdpido da cann—-soca, quando

comparado com o da cana~planta, ocorre malor exiglncia em N

nos primeiros meses (mais  de $0X nos primegiros & meses -
ORLANDO FILHO ef al., L9802, Portanto, & possivel supor gque
qualquer adigdo de N disponfvel ne sole beneficiard o
crescimento da soqueira. Neste perilodo de baix precipitagio
¢ temperatura, a atividade de microorganismos fixadores de
nitrogénio poderd sofrer, tambdém, uma redugio em fungio de

suas caracteristicas microasroff{licas.

2.3, 4.~ Fivagio bioldgica de nitrogénio
“associada A culturs da cana~de-

agiicar

Em  fungio das elevadas quantidades de N
eqigidas pela cultura da cana~de-agdcar, da verificagio de
frequentes auséncias de  resposta da cultura R adiglo de
$erti1izanté$ nitrogenadeos e do progresso do conhecimento  da
fivacgAo bioldgica de nitrogénio associada a gramineas, vdrios

estudos tem sido conduzidos no  sentido de. revelar a
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contribuigio do processo de fidacio bioldgica asspciada na
nutrigan nitrogenada da cana~de-agicar.

Vdrias tdenicas que possibilitam quantificar
esta contribuicio tem sido utilizadas porédm, poucos siko os
estudos dque permitam uma  quantificag¢lo mais acurada do

Processo.

2.3.4.4. - Ocorrdncia de bactédrias Fixkadoras de N2 na cultura

da cana-de-agdear -

As primeiras constatagtes da existéneia de
microorganismos Fixadores na cultura da cana no Brasil datam
de 1957 em trabalho realizado por DOBEREINER (41957) visando

observar a ocorréncia de bhactdrias do glnero Beijerinckia em

‘alguns solos de diversos Estados do Brasil. Foi cnhstgtado
gHe , em solos plantados com  cana~de-agdcar, havia LMy
populagio abundante destas bmctéwiag. Em trabalhos
subgsequentes (DOBEREINER = LEMOS, 1938: DOBEREINER, 193%) foi
observado que existia a influénecia da cank no  aumento da

populagio de Beijerinckia .do solo, resultados estes que

conduziram =2 oubtras invest.igasbes onde ge  estudou o

desenvolvimento de Beijerinckia em solos atd entilo nunca

cultivadps com cana  (PORERETIMER, 19442, Pelos resultados
apresentados, ficou evidente gue, apds o plantic da cana,
ocorren um  aumento bastante significativo np  mlnero de

bactdrias diazotrdficas {Beijerinckiad vivendo tanto na

Fizosfera comp no rizoplann., Foi observado, no entanto, e

dois meses @apds 0 corte da CRARNA OCOFreEu um decréscimo PBn
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populagio de HBeiJerinckiaq em rungan de gque os efeitos

bendficos na rizosfera da cana sobre os RECroorganiamnns vem
das raizes vivas € nRo das mortas { apds o corte da  cana
DCOrre A FENOVARGRo do sistemy radicular Y. Em outro
experimento verificou-se ocorrer um  aumento na populagio de

Beiderinckia no solo a medida gue w@s amostras estudadas se

aproximavam da touceira de cana (DOBERFEINER et al., 1973).
‘ ‘Em secedes de ra!zémrde cana~de-agicar
tncubadas em meio originalmente assdptico foram observadas,
em microsedpio eletrdnico as coldnias de microorganismos  que

s desenvolveram apds 48 horas e encontrou-se abundincia de

bactdrias do género Azotobacter @ provavelinente de

Azaspirillium  (ARIAS et al., 1978 0 eyxame de cortes

ultrafinos de ralzes mostrou bactérins do g@nero Spirillum

colonizando cdlulas epldérmicas. Em 1979, HEBAZI et al.
publicaram s investigaghes rexlizadas em solos do Egito
cultivados com cana-de~acdcar onde efetuaram isolamentos de
micrporganismos da rizosfera, Pixmplmnm & so0lo livwwe de

rafzes e identificaram a ocorréneia de Axotobacter em grande

nimero, soaspirillam, Baciilus e Klebsiella, todos
organismos fiuxndores de N2,
PURCHASE (1i989) em solos da ABfrica do  Sual

observou a presenga de Azospirillum na rizosfers de

diferentes cultivares de cann e verificou gue o tamanho da
populagio presente gstarin intimamente associndo A
determinados cultivares comerciais. Verificando o existéncia

der microargan bamos +idadores de N2 na filostfera de cultivares
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de cana-de-aepfear, GRACIOLLI ¢ RUSCHEL ¢49841) encontraram um
grande nuimero de organismos fixadores de N2, tanto em folhas
de plédntulas, como em folhas Jovens ou folhas secas. De

acorda com o5 antores & posslfvel gque Arospirillun  brasilense

sg encantre nos tecidos vasculares das Folhas. A presenga de
microorganismos Figadores de N2 em folhas secas revela  gue
elags possam contribuir para a manutencio desta microflora

auando caem ao chifo. As bactdriag mais comuns isoladas das

folhas foram as do género Beijerinckia. HNeaste mesmo estudo

foram isoladas bhactdrias fixadoras de nitrogdnio da rizosfera

da cana-de-agdcar Ident ificadas como  Azotobacter tmais

abundante), Beijerinckia, Glostridium e Hacillus.

Em isolados de colmos e ralzes de cana, RENNIE

et al. (1982 observaram o desenvolvimento de Enterobacter

cloacae, Brwinia herbicola, Klehsiella pneumoniae, Bacillus

polimiva © outros nlo identificados. Emn isolados de amostras
de campo foram encontrados o mesmos microorganismos.
Procurando isolar bactdring finadoras de N2 en

diferetes partes da plantar de cana-de-agdear, GRAGCIOLLI et

ht

Al . ivEE) utilizaram = cultivar- NA Héa-7% & separaram as
rafzes, colmos & Folhas. Na parte externa da raiz isplaramn

Enterobacter cloacae, Erwinia berbicola (o frotohacter

vinelandii. Nag folhas secns obuservaram » existencia de .

herhbicola, A. wvinelandili i Derxia gqummosa. Nos colmos

intermedidrios encontraram mais bactdrias do que nos colmos

basals e/apicais, sendo E.herbicola predominante nos  colmos
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intermedidrios, enquanto a. vinelandii sd foi isolado em
colmos apicais.
SELDIN et alli(i984) isolaram € descreveram umna

nova espdcie de Bacillus, B. arzotofiuans encontrada em ralees

de capa~-de-agicar de diversas reaiies do Brasil & Hawsl.
Recentemente, CAVALCANTE e DOBEREINER (1788
descreveran uma nova - espédcie de bactéria gntontrada
pruﬁovendo firagho de nitrogénio aﬁﬁoci;d% % cana-de-aglcar
(rafzes & colmos). Esta nova bactédria recebeu a  denominagiio

de Avetobacter nitrocaptans & 2 apregsenta caracter fsticas

xtremamente interessantes. Tem dtimo crescimento em meio com
i9% de agdcar e pH 5,5, podendo aceitar meios com até 304 de
agidicar e pH 2,5, fiuando nitrogénic. Na presenga de nitrato
no meio (i@ mM) & capaz de fixar N2, possibilitando assim  a
complementagfio da adubagio nitrogenada com fFigaglo bicldgica
de NZ.

Alguns trabalhos foram desenvolvidos com =a
cultura de callius de cana-de-agdcar visande observar o

comportanentoe da associagio com  Azeoaspirillum brasilense,

hartdria fixadora de N2, inoculada no meio de crescimento dos
callus., RERG et al. (1979) verificaram gue uma semana apds =2

- L] 1 "l » £l -
inoculagio & populaglo de Azospirillum ainda ers peguenn.  Na

segunda seEmana Jﬁ' era visfvel em maitas hreas do callus
populagdes bem maiores, Formande uma camadza fina sobre o
calius de %HoO um de espessura. Com o passar  do tempo os
calius de cana promoveram um  abundante crescimento de

yeoapirillum  nR sual superffcie & dentrao  ros SBPREDH
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intercelulares £ este crescimento nfo provocou uma  resposta
rdpida de defesn da planta. O callus gue cresceram em meio
sem nitrogénio permaneceram vidveis por um longo perfodo de
.tempm na  presenca de uma  grande  populagfio de banctérias

fivadoras. sl et al. Ciwiy gdemonstrariam gue estn

assoc laclo de callus de cana-de-agdcar com Arospirillum  pode
ser mantida por 18 meses senm adigoes de N combinado € que
deste tecido diferenciaramn—~se plantas @ hrotos novos. BERG et

al. (i986) compzraram reisolados de Azespirillum brasilense

de associagies com callus de cana-de-agdoar com as culturas
guatoque das bactdrias que foram inoculadas, e constataram uma
atividade = nitrogenase mrito superior no naterial
reisolado.

A presenga desta gama de microorganisnos
fisadores de nitrogénio na rizosfera, rizoplano, colmos e
filosfera da cana-de-agdcar parece eetar associadsa B
eusudachio de compostos orgfniceos pelas plantas dé cana. De
acordo com CHILD e KURZ (4978), a indugBo de altos niveis de

atividade fivadora de N2 c¢un Arospivillum Dbrasilense sob

condigfes associativas com trigo foi totalmente dependente da
qualidade dos exsudatos da planta, £Em  cultura pura as
pentoses @ hcidos_ tricarboxilicos foram necessdrios para
induzir altas nfveis de atividade da nitrogenase. Em
cana—-de-agdcar, BURKE et =al. (1%74) mostraram gue otorre
evsudagio de uma vartedade muito grande de polissacarideos e

que componentes da parede celular exsudam arabinose (31 L) =

.40



wilose (28 ¥). A arabinose estimula o fixagdo de N2 en

B.hrasilense (CHILD e KURZ, 1978: BERG &t al. 1979).

2.3.4.2.- Téenica da reduglo do acetileno -

tm dos primeiros dados publicados wmostrando uma
tentativa de gquantificar a fixagdo bioldgica de N2 associada
A cana-de-agudcar, utilizando = tdonica da  redugdo do
acebtileno, Fforam obtidos por DOREREINER et al.(i972) que
verificaram a atividade da nitrogensse nas rafzes da cana e
no solo da rizeosfera apds 48 horag dé incubagdo. Usando uma
extrapa]acﬁolde dados com os resultados obtidos, calcularam,
para o primneiros 20 cw de scolo, valores de 67 kg de N
fivadodha~i.anp-1.

PURSHIAGE (4004 phocrcoun om o s0los dan ﬁFrica do
Sl uma atividade da nitrogenase em amostras intactas de solo
+ rafzee (soil core) que permitiram estimar, indiretanente,
uma fixagio de cerca de 29 kg de¢ N.ha-i.ano-i, coencluindo,
ainda, que a Ffixagho de nitroglénio & muito menor em solos
arenosos do que em argilosos.

Az quantificaeBes da Fivaglo de N2 na cultura
da cana-de-agdcar n3o tem se restringido sdmente hs ralzes e
solo da rizosfera. PATRIQUIN (1982) observou a atividade da
nitrogenase na palbhada de cana  gue permanece sobre o solo
apds a colheita da cana, guando esta nfo & gqueimada. Através
da redugao do acetileﬁo verificou taxas de redugdo que
variaram de 2 a 415595 g9 de N.ha~i.dia=%: sendo que, as tauas

mais elevadat ocorreran durante a estagio dmida e as  taxas
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mais baixas na estagio seca ouw em restos de culturs mais
velhos. Ao adicionar sulfato de amdnio ao material ocorreuy
inibigio da FTixagio de N2. A fixagdo de N2 associada com a
decomposigio da palhada e  de outros reslduos Foi est imada
come sendo da ordem de 2@ kg de Noha-i.ano~1.

Par intermdcio da técnica da redugio do
acetileno foram obtides outros resultados que, apesar de n#o
representarem quantificagdes da Fixagdo bioldgica de N2
asgsociada, permitem 95ﬁlar3ﬂiment05' importantes sobre ()
processo. PATRIQUIN et al. (1980) ohservarsm quUue oOrganisnes
fisadores de N2 eram capazes de serem transmitidos pelos
toletes de Cana. Utilizande toletes esteril irzados
superficlalmente nlo wverificaram atividade da redugdo do
acetilenn antes  da brotagio das gemas em vermiculita
esterilizada. Apde a brotagio cerca de 174 dos toletes Jd
apresentavam reducio do acetileno. Concluiram gue fixadores
de N2 estido presentes nos colmos de cana em estado latwnte.lo
restabelecimento das bactdrias nas ralzes ¢ solo aPGs A’
germinacio resulta de um ¢iclo de inteccdo de significincia
ampla, uma ver que possibilita a perpetuncio da Ffiungio de N2
quando novos cultivos sdo estabelecidos.

A quant ificasgbes do N2 fFixado pela cana
utitizando o mdftodo da reduglo do acetileno sRo muito pouco
acuradas em fungio de uma série de varidveis Jjd comentadas no
ftem 2.2.4.e, para a cana~de-agdcar, as restricfies impostas
pela tdecnica sho especialmente vdlidas em'Funcﬁo do seu ciclo

longo. A nwiopr fonte de ervro ratd  asesociada  com a
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extrapolacio da reduglo do acetileno obtida em ralzes

eutraidas & prée—incubadas em baixas pu2,
2.3.4.3 ~ Hétodo da incorporagido de 15N2 ~

Com 0o objetivo de evidenciar diretamente a
fiagAo bioldgica de nitrogénic em ﬁanamde“acdmﬁr, RUSCHEL et
al. (4975) desenvolveram um experimento no gqual plintulas de
20 e 40 Eias cultivadas em sacos de pm]ietilmno contendo solo
foram colocadas em diferentes atmosferas artificiais contendo
L1EN2 em excessn., Para tanto, as plantas foram transteridas
para frascos de 1L litro de capacidade com tampa de boryracha
onde foram aplicados os tratamentos? 1) pOR=0,0R: piSNR=0,%5
2) pO2=@,4i4r piSNI=@,.4 ¢ incubados a 28-24 U (dia-noite) por
3049 horas.

Verificaram gue ocorred incorporagio de {58 na
plantsa da ordem de 1,946 ug 15N/g ¢ 25,85 ug 18N/g em 40 horas
nas pressdes pOR=0,446 4 pO=0, Pu respect ivamente,
consideradas, pelos autores, come grandes quantidades de $5N
fivado. Observaram também acumulagiio de 15N nas Folhas o que
sugere rdpida transiocagfo dn N fixado HEm OCOrr e
incorﬁoracﬁo inicial nos microgrganismos  ou enlao A
existéncia de fixdagio de N nas folbas.

Em ooutro  experimento, HUSCHEL et al.i1981)
submeteram plantas de &2 diag 2 uma atmosfera contendo A415HN2
an excessn € as colheram 72 horas apds. Novamente verificaram
enriquecinenteo de 1SN em diferentes partes da planta,

aparecendo mais L5N nas ralzes ¢ toletes & menos nas  folhas.



v

Observaram também gque em tratamento contendo NO3 em  soluglo
ocorreun incorporacao de 15N,

Pretendendo desenvolver um método para
determinar a fixacho de N em cana-de-agdocar sob condigdes de
campo atraves do suprimento continuo da atmosfera do solo com
nitrogénio gasoso marcadeo com 15N, MATHUL et al.(i981)
utilizaram plantas de i1 meses de idade encerradas em um
cilindro metdliceo cravado no solo antes da realizaglo das
avaliagbes. O experimento foi desenvelvido em um perfodo de &
dias. Trés meses antes de serem submetidas R atwosfera
enriquecida com 15NZ as plantas foram adubadas com sulfato de
ambrnio (49 kg/ha). Apds o perfodo de exposicdo ao LHN2 asm
plaﬁtaﬁ foram colhidas e separadas mm-lehaﬁ, colmaes, rafzes
e touceira e analigadmm para N-total ¢ §9N, Em todo o sistema
nag foi detectado penhun enriquecimento  de 5N sweeto n=
touceira, pordm, foi um acréscimg pequUeno.

Um cdos problemas apontados pelos autores & que,
admitindo~se que haja uma Fixagho de 199 kg de N/ha em 209
dins, a quantidade de N fixado a ser detectada nos O dias  do
experimento equivaleria a @,i%4 g de N, aquantidade que
poderia estar incluida em egrros analiticos ocorrentes  na
obtengio dos dadnﬁf Pode ainda ter ocorvide que o periodo
escolhido para a avaliagfo (planta com 11 meses) nRo  tenha
sido significativo do ponto de wvista da FBN para esta
cxltivar. Outro aspecto @ observar ¢ que para  1i meses de
idade, a touceira utilizada apresentava  uma produgio muito

baixa de matdria seca, nio representativa da culturaa
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A.3.4.4.~ Tdonica da diluigio isotdpica -

RUBCHEL et al. (1984) cultivaram toletes de
cana—de~agldcar com uma gema em sOluglo nutritiva contendo £5N
em excesso por um perfodo de 60 dias empregande as doses @y
3,% ¢ 14,0 ppm  de N-NO3 marcado. Para detectar fixaglo
bivnldgica de N no tratamento com @ ppm N realizaram um
halanco de N-total no sistemn. Meste tratamento verf#icaram
que 19,5 & 17.7% do total das cultivares NA S546-79 & CB  41-76
eram derivados da FBN, respectivamente., Nos tratamentos que
receberam 15N utilizaram a tdcnica da diluiglo isotdpica e
cat imaram, para os &9 dias de cultivo aue 47 =a 294 do
nitrogénio contido na cana era derivado da FBN. Mais uma vez
a existéncia da FBN foi confirmada, porém os dadoz n3ao
permitem emtrapnlacﬁes para todo o ciclo da cultura, uma vem
que o perilodo experinental foi muito curto e as condigdes de
enltivo muito especiais (solugfo nutritival.

FREITAS et al. (i984) cultivaram cana-de-agdcar
(cv. NA 54-79 e CB 41i-74) e isolinhas de soja nodulante e
nio-nodulante em baldes de 12¢ kg de <solo previamente
miﬁtuEado com matdria orgdnica vegetal marcada  com LON. As
plantas cresceram por 6% dias € apds a colheita  foram
analisadas para N-total ¢ 15N, Tomando-se @& s0ja nEo
nodutante como planta controle, estimaram , pela tdconicsa da
dilniclo isotdpica de 15N, & contribtui¢fo da FBMN na nutrigdo
da soja nodulante € da cana. O percentagem de nitrogénio

fixado neste perifodo foi de 72, 22 e 26% para a soji
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nodulante, cultivar NA 94H-79 @ cultivar [ 31 45 -F&,
respect ivamente. Uma das criticas mais fortes n este estudo é
que existe uma grande diFerenca na disponibilidade de 138 no
soln para as diferentes espdociss em funglo do sistema
radicular mais vigoroso da cana-de-agdcar. Outro problema
apresentado neﬁta. comparagin tdeve-sg  apg ciclos mrito
diferentes destas calturas. Aos 6@ dias, a soja praticamente
J& comnpleton o seu ciclo vegetative, enquanto a cana-planta
nado cumpriu /78 do g ciclo, possibilitando ENOrmes

diferengas quanto % capacidade de absoredo de N no tempo.
2.3.4.5.~ Balange de N -

Uma estimativa baseada em um balango de N em
grandes vasns, mais o uso de  DISEN 0/¢? mostros que 17% do
nitrogénio da planta veio da fixaglo bioldgica de N (RUSCHEL.
¢ VOSE, 1984). 0 autor observa aque o crescimento das plantas
de cana nio foi satisfatdrio, sugerindo gue egsta  estimptiva
deQe ser examinada com cautela.

Um balango de N no campo foi realizadeo por
YaDAY & SHARMA (1983) em quatro cultivares de cana-de-agdear
eﬁpreﬁando aquatro niveis de N (@3 78y 190 e 229 kaNsha)  em
cana-planta e cana-soca. O wolo utilizado apresentava
inicinlmente ©,0422% de N~total. Diferentes niveis de N nao
inFluenciaram n produtividade da cana-planta, mas na cana
sren ororren  aumento de produatividods com o mumento  da
quantidade de N aplicada no plantio. © balango de N n=w

cana-planta fol positivo, representando um acrdscimo de N no
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giastema que vﬁrimu de 389 a 987 que pode ter ocorrido devido a
FEBN. N=na .cana soca o balango de N folb  sempre negativo
ocorrendo uma evidente perda de N do solo ou por lixiviagao
on por desnitrificagio em funeglo das irrigagtes realizadas na
BOCA

Criticas sédrians A estes resultados podem  ser
realizadas uma ver gque a metodologia empregada pelos  autores
nan esclarece pontos importantes como @ profundidade do solo
congiderada no estudo, mmnitoramentm' das perdas de N do

gistema & 0 sistemn de amostragem de solo adotada.
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3., MATERIALS E HETODOS

Cem a +inalidade de atingiv os ahjetivos

propostos foram conduzidos dois experimentos.

3.4. Euperimento 1 -~ Balan¢o de N-total ¢ diluigio iso-

tdpica de 15N,
Goisd e Material vegetal o« de w0l

Neate experimento foram utilizados guatro
cultivares cémerciaiﬁ de cana~de-agldcart dois origindrios de
Campos, RJ ( CB 47-89 e ©CB 47-303)7 um de Campinag, P (IAC

2-150) & um do Norte da Argentinm.(Nﬁ Sh-79). O material (em
toletes de uma gema) foi fornecido pelo PrLANALSUCAR ( Estagio
Experimental de Campos, RJ Y onde recebey tratamente  tdrmico
e com fungicida.

O materinl de selo empregoado foi @ camnada de @
a Bé em de um Cambissolo Eutrdfico de uma Area cultivada con

cana~de-agdear por muitos anos na Usina %o JoRo em Campns,



R.J, cuga andlise com algumas propricdades guimicas

encontira-se na Tabela 2.

Tabela 2 ~ Algumas propriedades quimicas do material de so-
1o utilizado (Cambiesolo eutrdfico) antes d9a

adig30 de fertilizante.

pH &m Complexo sortivo P (4 N
H29 meq /199 g ppm disponivel total

(Le2.9) Ca Mo fl K Na =30} (L
5.8 3.0 1.9 d.i 0o 44 31 @G,08%

(1) Extrafdo com solugdno aguosa  de HCT (8,905 N) e H2ZS04

(2,825 N).

Cerca de 8 toneladas de material de solo foram
transportadas ¢ depositadas em um galpdo sem paredes laterais
onde permanegcen  por duas  semanas recebendo movinentagio a
cmdé dois dinzg com a Finalidade de obter-se um material
secado a0 ar. Apds este perfodo, o material foi todo passado
em peneira de 4 mm de malha. Deste material pengirado
pesou-se, para cada vaso, 64 quilos dque foram colocados em um
tambor-misturador ¢ com  capaCidade de @290 litros ) &
homogeneizado vigorosamente. hpdm a homogeneizacio o material

de solo +oi colpecado em  vasos pldstices de 6% litros de

49,



capacidade e, h nedida gque cada ter¢o do vaso era completado
com anlto, Foi rebirada uma amestra de aproximnagdamente 466 g,

completando~-se ao final trés amostras de terra de cada vaso.
3.1.2.- Delineamento experinental ¢ sistema de cultivo -

O delincamento experimental adotado foi Hm
Falorial i blowts wasusli=adon consistindo os - Iatores  de
cinco tratamentos com planta, dois tratamentos com vinhaga e

dez repeticdes.

d.4.2.1 - Tratamentos com planta -

O cinco tratamentos com planta consisat iram de
guatro cultivaregs comerciais de cana~de~agufcar (CB 47-35%, CB
4789, IAC S2-15%0 = NA  H56-79) e um  vaso controle ndoe
plantado. Este wvaso controle nfo plantado serviu comp  um
indicat iveo.das perdas. ovorridas no sistema solo em Fungio do

modela experimental empregado.

B.4.2.2. = Tratamentos com vinhaga
Empregou-se dois tratamentos procurando
investigar a influénclia da vinhaga no balango de nitrogénio
na cuitura da cana consistinde em vasos que recebsram £ 2 que
nio receberam a adigRo de vinhaga. Foram adicionados por vaso
3.0 litros de vinhaga que continhami 20 g de Oy 3,5 9 de Ky &

®,492 g de Nslitro e no momenta da apllcacio apresentava

pH=4,0.

F.4.2.3. = Instalaglo & cultivo
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O vasos preparados com 84 kg deg materizl de
anla foran dispostos npo campo  conforme o delineamento
proposto, umedecidos atd atingir a capacidade wdxima de
reteng o de Fagun . Coloncou~-se trés mini-toletes de
cana-de-aglicar com uma gemna cada por vaso em 83 de mutubr5 de
1980, Apds  seils semanas operou-se o desbaste deixando-se
sdmente uma planta. @& wvinhagwa foi adicionada em 22 de
dezenbro de 1982. Em 94 de janeiro de 1983 adicionou-se 2,65
g de N/vaso na forma de uwdia marcada com 5N ( 1,221 dtomos
% em excesso ) em s0lucRn aguosa. 08 vasos Fforam mant idos  no
campo durante o transcorrer do eqperimento e Jrrigatdos pela
chuva ou, guando necessdrio nos perlodos secos, atra#éﬁ de
irrigagio artificial. Para evitar o excesso de dgua  nos
vasns, cstes foram perfurados  lateralmente na base,

propiciando a drenagem.
3.4.3 ~ Calheita -~

Duorante o crescimento dags plantas, as _Fo]ham
senescentes  foram removidas  um pouco  antey  de calrem
naturalmente. Foram secadss en estufa e armazenadas €m  Sacos
de papel. Apds doze meses de cultivo, em 16 de outubro de
19493, toda =w parte_aérea Foi colhida & separads em colmos @
folhas. 0t eolmee  foran picadoe on pedagos de 3~ 5 om para
facilitar o processo de secagem. Todo o material {(colmos
folhas) foi secado . em estufa ( 6% C durante 96 horas ) €
pesado. Neate estdgio ne folhas senescentes foram

incorporadas as demais folhas do sew respect ivo tratamento.
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O material que PEFMANECEY NOS VASOS N0 Campo
rebrotou & o mesmo procedimento  de cultive observado para 2@
cana-planta foi adotade. Em &7 de julho de 1984 toda & parte
adrean da cana-soca foi colhida, secada e pesada come
anteriormente. apds a colheita da cana-soca ns vases de cinco
repet igoes (hlocog) foram escolhidos ao acaso, levados para
um g9alpio g esvaziados. O material de solo foi secado ro ar €
passado em  pengiras  de 4 mm de matha. 6% Pafxes foram
separadaé éllﬁ;adﬁs para tirar o excesso de solo com  Hgun
comum & depnis com f9ua destilada. Em seguida, foram levadas
3 estufa para secar ( 65 C por 72 horas ). O solo de cada
vaso fal colocado no  tambor-misturador, homogens i sado,
retirandofse trés amostras de terra (4990 9 cada) poar  vaso,

como feita anteriormente.
2.4.4. - Métodos de determinngiio -
J.4.4.4. - Anmostragem ¢ preparo de amostrag -

J.i.4.1.4,. ~ Material vegetal

Todo o material vegetal da cana-planta cono da
ﬁanawsoﬁa (folhas e colmos) foi mofdo em um wmoinho mais
agrosseirao ( malha 4.5 mm ) e em segueida em  um mounho  com
malha de .0,42 mm.  Apds  x moagem o material foil colocado
dentro de grandes BACOS pldsticos, homogeneizado
intensamente, tirando-se uma amostra de cerca de 20 g que fol
acondicionada em sacos de papel parafinado ¢ reservado para

andlise.
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Faisa.t 020 - Materital de solo
As amostras de terra coletadas (trés no infcio
e trés no final do experimento) de cada vaso apds secadas  ao
ar foram mofdas em moinho de disco, obtendo-se partflculas com

didmetros menores que 9,25 mm.
Goiad.2. ~ Determinagio de nitrogénio total -

3.i.4.2.0. ~ Haterial vegetal -~

Foram tomadas ﬁuhjammatraa de 2900 mg de
materia] vegetal mofdo & analisados para nitrogénio total
ueando-se 0 mdtodo proposto por LIAG (49847, Este método
indica um pré-tratamento da amostra com liga de Devarda que
inclui todo o nitrato presente na  amostra, mélhmrando &
recuperacio de nitrogénio quando comparado com o método de
BREMNER ¢124%) (LOURETRO, 19805)., A digestio do ﬁatEFIal fai
realizada em bloco digestor de aluminio com caprcidade de 49
tubos, onde, 34 Foram usados com dore amostrase em triplicata,
2 para uma amostra padrﬁ& de material vegetal (@,45605 % de N)
e 2 brancos. 0s padrdes foram  incluidos para monitorar e
corrigir gqualquer variagho nos resultados existentes entre
hlocos de digeatﬁn:tmmo ﬁugerido por APP ét al.(1980). aApds n
digestdo, gquando o material encantrava~ae frio, 0 digerido
foi transferido para frasco de 150 ml com fundo arredondado
dest ilado por arraste de vapor com  captura de  aménia  em
asplugio indicadora de dcido bdrico, usando o equipamento & ©
procedimento descrito por BREMNER & EDWARDS (1946%5). & solugao

resultante foi titulada com Heldo sulfdrico com concentragio
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variando de ©,005 =» 9,04 N padronizado com TRIS (KEENEY e
HELSOM, 1982 usando uma bureta de pistio METROHM.

fs solucbes de sulfato de anbnio ¢ mais dcido
bdrico e indicador ) resultantes da titulagio das anostras de
material vegetal foram acidificadas com H2E04 0,000-9,81N

as amostras levadas parm a estufa (89 ) para EVAROrAGHO .

3.1.4.2.2. - Material de solo o
Tomou-—-se sub-amostras de 1000 mg de wmaterial
de solo e analisou-se confoarme o procedimento adotado para o
material vegetal. Para cada amostra de terra foram feitas
duas repeticles resultando em seis determinagdes por vaso. As
ampstras de material de solo iniciais ¢ finais do mesmo VAasE
foram analisadas ao mesmo tempo no mesmo bloco de digestho

para prevenir qualquer erro devido & variagfes entre blocos

de digestio.

A.4.4.3. ~ Determinagio da concebtragBo isotdpica de

15N (% de dtomos) -

0 resfduo obtido da evaporagio da  solugio
resultante da  titulacho com H28504 do  material vegetal foi
colorado em frascos de vidro, lacrado e enviado ao Uentro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA), Piracicaba, SP. 0
enriquecimento de 15N no material foi  determinado no N2
fibérado destas  amostras come descrito’ por BODDET et al.

(i983) em espectrdmetro de masza atlas-Varian wmodelo CH-4.
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.82, - Experimento 2 ~ Quantificacio da fixngiio bioldgica de
nitrogénio associada b cana~de-aglear
atraveds da tdenica de diluigla isotd-

pica de 15N -~ ontogenia.
3.2,.1. ~ Material vegetal & de splo

Utitlizou~ge tré&s cultlvares comerciais de
cana-de~agcars LB 47-89, InL S2-1%0 e Nﬁ.ﬂéw??. O material
foi fornecido pela EstacBlo Experinental de Cann-de-Agdear de
Campos, RJ pertencente ao PLANALSUCAR em mini-toletes de uma
gema tratados térmicamente ¢ com fungicidn.

0 material de solo Foi proveniepte do Centro
Ternoldaico COPERSUCAR em Piracicaba, SF, constituindo-se da
camada de ¢ a 30 cm de um Podzdlico Vermelho-Amarelo variagio
Pirag{cgha de uma drea cultivada com cmna“de~acdcar. (2]
andlise deste material contendo algumas propriedades qufmicas
eatd na Tabela 3.

Em torng de dez toneladas de material de solo
faoram transportados e depositados em uma drea cimentada limpa
e espalhado em uma camada fina para secagem ao ar. Purante
cerca dg duas  SEMANASs o material sofreu revolvimento
periddico sendo coberto com lona plidstica durante a noite  ou
em dias chuvosos. Depois de secado nflo foi  necessdrio o
pehreiranento do material pois apresentava agregntdos  mPENOres
que 4 mm. Em seguida, a terra.fui colovada (com auxilio de pd
carregadeira) no  interior de  um caminhido betoneira onde

sofreu homogeneizacho. Apds a homogeneizacino foi colocado em
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vasos que congistiram de tamboros de metal cortados ao meio.
O tambores foram previamente lavados e pintados internamente
com material anticorrosivo (Meutrol). Adicionou~se 100 quilos

de material de solo por vasc.

Tabela 3 -~ Algumas propriedades gquimicas do material de solo
utitizade no superimenteo antes da adigRio de

fertilizante.

pH en Campleso sartivo P N
H20 mEq/ 190 o PRm disponlvel total

(1:22,5) Ca Mg Al 1y PPm i)
wel i.7 1.4 &, 8 42 7 O, 0675

(i) Extrafdo com solugiio =aguoss de HGT (9,65M) = HZ2504

C,RREND

A.0.2, -~ Dellneamento experimnental ¢ sistema de cultivo

O detineamento experimnental utilizado foi  um
fgtmr?a}lem _b]mcms naﬂualixaﬁnﬁ mompre&nd@ndp_.ng Fatnrgg:
trés tratamentos com plantas, dois tratamentos com matérial
fornecedor de  i5N, quatro dpocas de colheita e cinen

repet icoES.

.2 2.4 .~ Tratamentos com plantas -
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Foram empregados trés cultivares de
cana~de-agicars CB 47-R%, 1ol 92-i%5¢ g HNa S56-79. Dos
cult ivares CB 47-8% e 1AL 524150 foram plantados vasos  em
ndmero euficiente para que @ cada 4 meses fosse poss [vel
colher-se a parte adrer do material vegetal. € cuttivar NA
s4m7% ol cothido sdmente 20 final do  experimento, aos

dezecueis HNESES.

3.0.2.2.- Tratamentos com material fornecedor ge L8N -

Como fornecedor de 15N utilizou-se de peletes
de glsso que promovem liberaglRo  lenta de 158 ou matdérin
orginica marcada. 0s peletes foram prﬁduzidmﬁ misturando-se
59 m1  de uma  solucio anuvosa  de 9% de KNOZ  warcado .ﬁ18,3
dtomos % de 15N) com 10¢ g de géssc emn uma forma metdlica que
gerou'peletE$ cibicos de aproximadamente 7,5 mm de lado. fm
cada vaso deste tratamento adicionou-se 1350 g de peletes. A
matdrin orginica utilizada foi um material vegetal maroado
com 15N retirado de  uam superingnto  com cana~de—-aglcar
realizado no Centro de Energia Muclear na fgriculitra (CENA),
Piracicaba, 8P, que gentilments cedeu o material. © material
constituia-se de folhas & principalmente colmos de
cana~de-agoar . Foi secado em  estufa & mefdo (¢ 1 mm). O
conteddo médio de N no material foi de @,432% warcado  com
B, 84% Stomos ¥ ode 19N. Emocodn vaso adicionou-se 1,99 quitlos

de matdria orgfnica marcada.

> Fe

oo - Fpocas de colheita -
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Para os cultivares OB 47-89 ¢ [AC S2-150 foram
real izadas guatro coltheitas espagandas de  aprodimadamente
qumtrm meses em: 18/42/85, QBXQQfHé, 19/70B/84 e 6/704/787. O
cultivar NA 56-79 foi colhido sdmente ao final dog 16 wmeses

en @6/ 01/87 .

3.2.2.4,~ Instalaglo e cultivo ~

Em fung@o da baiva fertilidade natural do
material de selo aplicou-se em cada vaso 5@ g de calcdrio
do]nm?tico (4 tons/had, 7,5 a PR0% (150 kg PR0S/ha), 7,% g K20
(15¢ ka KEO/h#) e & 4 FTE.(ﬂﬂ kg FTE/had). © calcdrio foi
aplicado por ocasifo.. da homogeneiza¢ho do material de solo
con 0 Uso do caminh®3o bLeloneira. Fara adicionar os
fertilizantes ¢ os peletes de gfsso ou matdria orgénics

marcada, o material de solo de cada vaso foi traneferido para

um tambor-misturador (capacidade de 200 litros) g
vigaorosamente homngeneizado  juntzmente com  o0g materiais

adicionados.

Oz vasos foram dispostos no campo de  acordo
com o delineamento experimental proposto ¢ umedecidos até
at ingirem a capacidade mdxima de retengio de dgun. Em 19  de
agosto de 198% foram plantados & mini~toletes em cada  wvaso.
Apds 5 semanas procedeu-sg o desbaste deidando-se sdmente a
methor planta.

Durante o perindo experimental os vasos foram
Irrigados naturalmente com dagun  da chuva ou artificialmente

em periodos mais secos. Na tentativa de evitar excesso de
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Agua  no  fundeo dos  vasos foram  providenciadas aberturas

laterais na parte inferior dos vagsos.
uluBde = Lolheitas -

Burante o crescimento das plantas, as folhas

senescentes Foram removidas, secadas em sstufa ¢ pesadas.
f cadn gquatro meses, nas datas  estabelecidas,
o material da parte adrea dos trataméntm& contendo o8
cnltivares CB 4789 e IAC G450 fqi calbido., Beparog-se
folhas ¢ colmos ¢ os colmos foram plicadas em  pedagos de
aprovimadamente 5 cm. ¢ material foi secado em estufa (65 €
durante 9¢ horas) e pesado. As  Folhns senescentes  forzm

incorporadas ao restante do material nesse momento.
3.2.4. — Métodos de determinagio -~

BeZedaio~ Amostragem £ preparo de amostra
Adontou-se o mneasno procedimento usadp no itemn

Bnit"tniuiu

3.2.4.2.~ Determinagiio de nitrogdnin total -

Conforme descrito no item 3.1.4.2.4.

F.2.4.3.~ Determinacgio doa concentragio isotdpica de 45N

¢ % de dtomos ) -

O residun obtido da evaporagio da  solugho
Fesultante da tituwlagBo com H2E04  do material vegetal da

primeira colheita foi colocado em frascos de vidro, lacrado &



enviado ao Centro de Energin Nuc lear nn daricaltura (CENAY. O
enriguecimento de 4L9N ne material foi determinado como
descrito por BODDEY et al. C(i983) em espectrdmetro de massa
Atlas-Varian modele CH-4,

Os materiais das demais colheitas foram
anal isados na Unidade de Apoit apc Programa Nacional de
Pesquisa em Biologia do Solo (UAPNPBS), EMBRAPA, [tagual, em
espectrmetro de massa VG 9200 (VG -~ .i;ogas, Middlewich,
Inglaterral) segundo os procedimentos descritos por LIRQUT AGA

et al. (1988).



4., RESULTADOS E DISCUSSHO

Aud.~ Ewperimento 4 -~ Balango de M-total e diluigdio isotdpica

e 15N -
4.4.1. ~ Produsio de matdria sfoa -~
A4.t.t.1t. -~ Primeiva colheita - cana-planta

A secagen, o penereiransnto € A hOMOYENEiTagdio
a que foi submetido o solo utilizado nos vasos do experinento
prmmm@eram o estimeln da mineralizaeio do nitrogénio do solo.
Isto permitiu que as plantas se apresentassem verde-esculras
no seu estddio inicial de crescimento, nido mostrando sintomas
de deficidncia de nitroglnio mesmo antes da adigho de urdia
marcada com 15N em 26 de janeiro de 1983,

A brotagio dos mini~taletes adicionados a06

vasos nio se dey uniformemente e fFoi um pouco lenta em fungdo
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do tratamento tdrmico a que Foram submet idas 2 o gmp gueda na
temperatura ambiente nas primeires semanas apds o plantio.
FPor ocasido do desbaste para Cse deixar uma e«d planta, MESMO
os toletes gue nio brotaram Foram retirados dos vasns  pars
no afetarem o balangn final do nitraogénio.

N Apds & mdicﬁm oo F&rtilixmntﬁ.mmﬁcadp ne
plantas  continuaram =& ter  um crescimento vigoroso @
acumialaram entre 1409 e 2600 ¢ de matéria SecA Ppor VRS0 num
periodo de 12 meses apds o plantim,_ como s verifica na
Tabela 4. Como era de se esperar, devido 3 fZpoca  da
realiza¢Ro da colheita (12 meses), .DhﬁQFVH“EQ am  acdmuln
maior de matdria serca nos colmes, As diferengas obtidas no
acdmulo de matdria seca em toda = planta foram altamente
significatives, destacande-ce dag denais o oultivar G 4789
(no tratamoente sem adigho de  vinhaen) gue produziu cercn de
40% a mais de matédria seca.

N adig@n de vinhagn aos vasos (realizada em 22
de derembro  de fYH2) p#eced@u a aplicagio de fertilizante
nitrogenado, uma  ves  que, gm  Fungio daz modifFicagies
tisico-~quimicas provocadas no meio por  esta substincia,
pmderiam QCoreer pérﬁmg de N odo Fertilizante (AMoRal. SOBRLIMNHO
et al., $983: aMaRal. SOBRINKO &t al., 1987},

A vinhaga provocoun um efeito negativo severo

bt}

no desenvolvimento das plantas  por cerca de a3 semanas.
Progressivamente ente efeito foi sendo dilufde ¢ a8 plantas

FECUPREIaram [ desenvolvinento, tanto e nao DCOFFE am
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 TABELA 4. Efeito da vinhaga na produgao de matéria seca de gquatro

cultivares de cana-de-agucar crescidas em vasos con

tendo 64 Kg de solo. Primeira colheita aos 12 meses de

idade.Médias de 10 repetigoes.

TRATAMENTO CULTIVAR PESO DA MATERIA SECA (g/vaso)
COLMOS FOLHAS PLANTA TODA
Com Vinhaga CB 47-89 748 715 1463
CB 47-355 806 621 1427
IAC 52-150 994 664 1658
NA 56-79 1207 549 1756
Sem Vinhaga CB 47-89 1420 1164 2584
CB 47-355 857 596 1453
IAC 52~-150 896 ol7 1513
NA 56-79 994 484 1478
D.M.S.{TUKEY P= 0,05 457 267 677
Andlise de variancia
VINHACA 2,0NS 3,4NS 3,1NS8
CULTIVAF, 3,0% 18, 6%** 5,1%%
INTERACLO 7, 3xxx 8,b5%** 9,2%**
Coeficiente de variagao(%) 32,9 28,2 29,0
N.S.- diferengas nao significativas entre médias a P= 0,05
* - diferencas significativas entre meédias a P £ 0,05
** - diferencas significativas entre medias a P < 0,01
*x* _ diferencas significativas entre medias a P . 0,001

oggo



diterencas sianiFicativas no modmlo de matey in secn opeandn

comparadng os dois bratamentos.

4.4 1.2, ~ Beagunda colheits - EANATEOC

gy Tabels % mostra oz dados de amfaulo  de

matdria secn da cana-soca eolhida nove neses apae o primneiria

colheita. fuande se peojetow o experimento, n colheita  da
cana-soca  estavia  programada para doRe meses apde wood=m
cana~planta, proacurando simalar Cr TJLE ORGSR pratica  dn

cultyra ne Brasil. Fsta colheita teve gue ser antecipanda em

H

Funcio dn ocrescimento vigorosn apres entade pelas plantas,
provocandn o tombamento e Fachamento  oe alguns YAS06 com 0%
ventos {fortes comuns no perfodo de inverno, Portanto, wpgsar
do fato de que nephuma adigio de nitrogbnio via fertilizunte
ull] vinhaga tenhn s ido Fenl izadn na CAana-HOCA, 0
desenvolvimentn das plantas  fol notadamente  SUPErior R
desenvolvimento da  cana-planta  f{eevon e e ow mads  de
matdrin seca =R nove nesesd. NEo foram chservaduas diferengan
significativas entre os  tratanestos emw termos de acdmelo
tntal de metdrin seca.

Dhaerva-ge que o variabilidads ceneticients de
war iaeRny o muifn meiore o ne oscgandr oo quo nn primeira
rolheita, [sto de deuw principalmente pela brotagin maxito
desigual da CBENA-BOCH causando grandes didferengas no numer o
de perfilhos sntre repetig@es  de plantns do mesno cplt ivar.
Mesmo com esta alta variabilidade, o sedmtlo de matdrian  sEra

Ao B b e e T e (7 47 Q0 P eakamenta o sem ardjechin  de
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TABELA 5. Efeito da vinhaga na produgao de matéria seca de quatro
cultivares de cana-de~agucar crescidas em vasos con
tendo 64 Kg de solo.Segunda colheita aos 9 meses de

jdade.Médias de 10 repetigoes.

TRATAMENTO CULTIVAR PESO DA MATERIA SECA (g/vaso)
COLMOS FOLHAS  PLANTA
TODA
Com Vinhaga CB 47 - 89 1167 1052 2220
' CB 47 - 355 1044 825 1869
TAC 52 - 150 1047 730 1777
NA 56 - 79 1699 847 2547
Sem Vinhaga CB 47 - 89 1712 1215 2927
CB 47 - 3535 1213 832 2045
IAC 52 - 150 1039 711 1750
NA 56 - 79 1060 584 1644
D.M.S{TUKEY P=0,05) 1120 _ 614 1692
Analise de variancia
VINHAGA 0, 1NS 0,1NS  0,1NS
CULTIVAR 1,2NS 4,0* 1,6NS
INTERAGAO 1,9NS 0, 8NS 1,6NS
Coeficiente de variagao{(%) 64,0 51,5 57,5

N.S.- (iferencas nao significativas entre médias a P = 0,05
* _- diferencas significativas entre médias a P £ 0,05
*#* _. diferencas significativas entre médias a P <« 0,01

*»x%_— diferencas significativas entre médias a P £ 0,001
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uinhmwﬁ} fri cignificat ivemente  muime . apesar e k-t
cignifFicative, cate cultivar apresenton 2 maitor producio de
mater in seca total.,

Meamn com a colheita antecipads (ROVE mMEses’?,

ne enlmog apresentaram naior acdualo de mat drin seca.
40502 =~ acdmalo de H-total -

44004, = Frimgirsa colheita ~ cana-planta -

ne wndlises de N-total nos colmos & folhas

foram processadas  de mddm que as  repet igHes de  uma mMEZWR
ameatrn que sprasentaeam erro padrdo  da médisn superior wo A%
foram descartadas o a  amostra novamsnte analisada. Com  este
procedinento procurog-se mineimizar 0% possfvers (G o g W
anad Tticos na  determinagho  do nitroglnio acumnlsdo pelas
plantas.
apds  dore  meses e onlbivo verificne-ae
diferengas altamente ﬁiﬂﬁifiﬁﬁtivm% entre o8 onltivarss  no
aciimale de N-~total naz  folhas & colmos @ NaA porcentagem e
nitrogénia, indicandn diterengns en tri eles na osun cmpacidode
de ohter nitrogénio {(Tabela A). 08 colmos,  Como fvgios  de
reserva  de carbohidratos na plants  de cana-de-agloar,
apresentaran menopr porcentagem @ manopr ol de nitrogénio
tatal do que as folhas.
Ae porcentagens de nitrog@nio encontradas nas

folhas o colmos reprezentan vatores  hastante prrolsimen
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TABELA 6. Efeito da vinhaga no actmulo de N- total de quatro cultivares
de cana-de-agucar crescidas em vasos contendo 64 Kg de solo.

Primeira colheita aos 12 meses de idade.Médias de 10 repeti-

coes.
TRATAMENTO  CULTIVAR 3 N N-Total{ g/ Vaso)
Colmos Folhas Colmos Folhas Planta
Toda
Com Vinhaga CB 47-89 0,310 0,673 2,45 4,85 7,31
CcB 47-355 0,297 0, 647 2,42 4,06 6,49
IAC 52-150 0,244 C, 561 2,39 - 3,69 6,08
NA 56-79 0,263 0,630 3,30 3,47 6,78
Sem Vinhaga CB 47-89 0,390 0,685 5,47 8,12 13,59
CB 47-355 0,302 | 0,667 2,73 4,04 6,77
IAC 52-150 0,285 0,601 2,62 3,78 6,41
NA 56-79 0,2-8 0,653 2,40 3,17 5,56
D.M.S{TUKEY -P=0,05)} 0,126 0,138 2,15 2,25 4,06
Andlise de Variancia Valores F
VINHACA 1,6NS 1,2NS 3,7Ns 4,5%* 4,8%
CULTIVAR 4,8%% 3,7* 3,9% 15,8%%* 10,2%%*
INTERAGAC 1,3ls 0,1NS 5,9%% 5,5% 6,6x**
Coeficiente de varia
gao(%) 30,1 15,4 51,5 36,4 39,2

NS-diferencas nao significativas entre medias a p= 0,05
* _—diferengas significativas entre médias a P+ 0,05
**_djferencas significativas entre medias a P < C,01
x*x*x_diferencas significativas entre médias a P 20,001

“19°"



daqueles encontrados por ORLANDO FILHO et al. (198@), em um
gstudo de canpo.
- 0 cultivar CB 47-89 na aus@ncia de wvinhaga

acumiloy mais do que o dobro de nitrogfnio que os  outros

Cewltivares. 0 nitrogénio acumulado pelo cultivar B 47-89

neste tratamento representou uma retirada de N squivalente =a
mais de 24% de todo o nitrogénic existente no vaso no inlcio
do experimento ( 93 ¢ de N do solo mais 2,65 g de N aplicado
como fertilizante uréia ). Pa;ece improvével aue esta alta
'hrohorcﬁa"dn_ nitrogénio total do solo possa tornar-se
disponfvel para.a planta em um a’ne € isto supere que deve ter

havido uma contribuic®o de nitrogénio via fiuagho bioldgica

.68,

ﬂwwﬁumpnutﬁnmwpromasﬁnu#ﬂnmo‘W.adiﬁﬁm de N wvia precipitacﬁo“

pluviomdtrica. De acorde con SAMPAIO e SALCEDO (1987), em
experimento de  campo que envielveu quatro cartes de
cana~de~agdecar, & retirada média anual de nitrogénio do splo
plea cultura serian de 4%, valor jd considerado muito alto
pelps autores. Por outro lado, este cultivar (CB 47-8%9) pode
ser muito mais eficiente que os demais  em  extrair o
nitrogénio do solo e.do ferttlizante.

Apegar dos efeitos da vinhaga nAo se revelarem
gignificativos, © acdmulu de N total & as porcentagens de N

apresentaram-se um pouce inferiores na presenga de vinhaga.
4.1.2.2. - Segunda cotheita ~ cana-soca -

A Tabela 7 apresenta os resultados da

porcentagem & acudmulo de N-total encontrados na cana-soca. A



TABELA 7.Efeito da vinhaga no acumulc de N- total de quatro cultivares de cana-de-acucar creg
cidas em vasos contendo 64 Kg de solo na segunda colheita aos 9 meses de idade € no

somatério da primeira e segunda colheita.Médias de 10 repetigoes.

TRATAMENTO CULTIVAR 3 N N-total (gq/ vaso )
COLMOS FOLHAS COLMOS FOLHAS PLANTA PLANTA TODA
TODA COLHEITA 1+2
Com Vinhaga CB 47 -89 0,277 2,383 3,52 3,91 7.43 14,74
CB 47 -355 0,247 0,404 2,75 3,33 6,08 12,57
IAC 52 -150 0,224 3,408 2,58 3,04 5,62 11,70
NA 56 -79 0,238 2,373 4,10 3,03 7,13 13,91
Sem Vinhaga CB 47 -89 0,319 3,392 5,95 4,72 10, 67 23,80
CB 47 -355 0,229 n,387 3,44 3,30 6,75 13,52
IAC 52 -150 0,209 D, 349 2,29 2,45 4,74 11,35
NA 56 -79 0,225 7,382 2,68 2,15 4,84 10,40
D.M.S{TUKEY P= 0,05) 0,096 3,076 3,75 2,38 "6,00 8,92
Andlise de variadncia '
VINHACA 0, 1INS 1, 4NS 0, 4NS 0, 2N5 0, 1NS 1,2NS
CULTIVAR 5,5%%* 2, BNS 2,6NS 4,2%% 3,0% ©,3%%*
INTERAGAO 0, 9NS 1,8NS 1,9NS 1,0NS 1, 5NS 3,6%
Coeficiente de variacgdo
(%) 27,9 27,9 78,2 52,3 64,0 45,4
N.S.- diferencas nao significativas entre medias a P = 0,05
* - diferencas significativas entre medias a P L 0,05
** - diferencas significativas entre medias a P £ 0,01
xx* _ diferengas significativas entre medias a P £ 0,001
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porcentagens de N observadas nos colmos concardam com agquelas
Pl b e e OB GRS T Y e Y (3R RD ) poardm, pare o8s folhas
as porcentagens encontradas neste experimnento sHo um pouco
inferiores. A concentragio de nitrogénio nas plantas nmﬁtﬁ
colheita foi congsideravelmente nenor  do que nE o primeirs
colheita, mpg  COme  OCOFre no  comern, RS S0CAS POSSUEN,
invariavelmnente, um conteddo menor de N do gue a  cana-planta
¢ ORLANDO FILHO et al., 1780 3.

Na mauséncia de vinhacm_m actimulo de nitrogénio
pelo cultivar CR O 47-8% continuou & 4er © dobro dos  demais
cultivares que acdmularam  quase btanto nitrogénio quanto  na

primeira colheita.,
4,.1.2.8.,~ Soma das colheitas

A gquantidade de nitrogénio acunuladn pelos
cultivares de cana-deg-agdear  durante todo o periado de
euperinentagio (24 meses) encontra-se vepresentado iz Tabela
7. MHeste prrindo, o0 ralt beare %1 A7 -8 woumlon
significativamente mais nitrogénio que os demais ocultivares
na gnelneia de vinhaga., Nos vasos onde onorreg o presengsn de
vinhaga o acdmulo de N por este cultivar ol também o maim,
pordm, a diferenga com pe demats ol menos pronunt indn.

O nitrogdnio acumulado pelas plantas an final
dos 24 meses de cultivo wvariouw de 19 a  A3% do nitrogénio
total de sole + fertilizante +  vinhaga, gque sio valores

subpremnamente elevados quandp  comparados com os obtidos  por

.70.



SAMP AT & SALCEDO (4987) -~ 11i% do nitrog@nio total do solo em

duns coglheitas ( cana~-planta & primeirs s0ca ).
4.4.3.~ Dituicio isotdpica & recuperagian de 158 -
4.1.3.4.~ Primeira_cm]hﬁita = opanacplanta

De dados de enrigquectmento de 195N revelaram
que atd a primeira colheita, no mdeimo 31% . do A5 em  excesso
aplicnds ¢ 20,7 mg 45N en wxcessosvase 2 Fol recuperado na
parte adrea das plantas ( Tabelm 8 ).

O culttivar CR A7-89 recuperow entre 27 & 44X
mais nitrogénio marcade do  aque os outros trés  cultivares.
fota difterenega Foi muito menor do que & diferenga no acdmuel o
de N total, resultando, nos vasos sen adiglo de vinhaga, em
um enriguecimento de 15N po caltivar CB 4789 pouco maior do
que a metade do enrigquecimento dos  outros cultivares neste
tratamento. Se for assumido que a diferenga no enriquecimento
de 15N entre os cultivares foi devida inteiramente b fixagho
binldgica de nitrmﬁ&nio, entAo  a contribuigio da FBN na
nutricio nitrogenads do cultivar CR A47-8% foi ds ordem ﬂ& A5
do nitrogénio totatl da planta. Entretanto, cCome 0
fertilizante marcado fol adicionade em uma Forma schivel, é
gasperado gque =% marcacio com 1SN do nitrogénio do solo
disponivel & ﬁlanta tenha dectinado rdpldamente  WITYY,
{9R3), Se o cultivar OB 47-89 foi capag de explorar mais
tardiamente o nitrog@nio do solo do gue os outros cultivares,

entfo a marcagia  com %N do nitreoénin disponivel do soio



TABELA 8. Efeito da vinhanga no enriquecimentoﬁagsN de quatro cultivares de cana-de-agucar

crescidas em vaso de 64 Kg de solo adubadec com uréia marcada com

15N. Primeira

colheita aos 12 meses de idade .Médias de 10 repetigoes.

TRATAMETO CULTIVAR ATOMOS % °N RECUPERACAOC DE N :MARCAD®
COLMOS FOLHAS PLng'iﬁ(a) NA meglz AEREA DA PLANTA
( mg ~“N em excesso/vaso)
Com Vinhaga CB 47 89 0,0680 00,0920 0,0825 5,26
CB 47 355 00,0573 0,0748 G,0689 _ 4,12
IAC 52 150 0,0773 0,1115 0,09%90 5,66
NA 56 79 0,0644 00,0902 0,0719 4,52
Sem Vinhaga CB 47 89 0,0425 00,0677 0,0586 7,15
CB 47 355 0,0735 0,1238 g,1015 5,05
IAC 52 150 0,1027 00,1178 0,1097 5,61
NA 56 79 c,0877 0,111417 0,1047 5,32
D.M.S{TUKEY P=0,05) 0,0661 0,0732 0,0624 1,82
Andalise de variancia .
VINHACA 1,3NS  1,4KS 1,7NS 9, 5k*
CULTIVAR 1,9NS 1,5NS 2,0NS - 6, 3%**
INTERACﬁO 1,5NS 1,8KS 1, 8NS 1,9NS
Coeficiente de variacao(%) 66,8 52,6 51,0 24,3

(a) Média ponderada=(Recuperacao de 15N em excesso _na planta toda) X 100

N total na planta toda
NS- diferencas nao significativas entre médias a P = 0,05
* - diferencas significativas entre médias a P < 0,05
*+- diferencas significativas entre médias a P < 0,01
*+*_djferengas significativas entre médias a P < 0,001

coge



encontrava-se mais  baiMa, podendo ser confundida con LRR
dituigfo provocada pela FBN, No jtem 4.1.4. serd montrado que
este nia foi o caso em auestRo.

Poar outro lado, o baixo enriguecimento de 10

nags  tetcidos  dos calmos  comparado com o4 ralhas nan
necessdr ianents  deva weEr interpretado COmD Uma mator

contribuicio da FBN nos colmes. Esta ocorr@pcin € mais
tdciimente explicada pelo Fatb de que o8 colpns S
produsidos mais tardiamente do que  as folhas. wmoum momento
em que o enriguecimento de UGN do nitrng&nim'diEPUvaal do
solo era mais baixo.

No tratamento que recebeu a adigio de  vinhaga
aroFren  uma  recuperacido  de N omarcado significat iveamente
menor. Joato pode ser explicado poar o aumento na imobilizagio
gron perdas  por desnitrlficagino do N do fertilizante
induridas pelo alto teor de carbono disponifvel adicionado
pela vinhaga ( AMARAL SOBRIMHO et al., L1983 2.

Conasiderandp-se a varitabilidade dos dados e
$5N, prde-sec notar aque = sariabilidade ny  recuperagio  do
fertilizante marcado foi  sewpre muito  menopr do que  a  do
enriquecimento de  1HM ( ftomos % de 158 em oexogssn J. A
explicagBo para este fato pode ser  que enguantn plantas
individuais, em qualquér cultivar, tihtem auant idades
relat ivamente semelhantes de N do solo, o nitrogénto derivada
da FBH +oi muito varidvel de planta para plantn  cauz2ndo
grandes diferencas  no enriquecimenta  de 18M. D nitrngénio

total das plantas consiste de nitrogfnio  devivado das  duas

.73,
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fontes, entdo, A i tabi L rdade plapta-a-planbka, ¢

intermedidria entre & recuperacio de L8M e o enrigquenimento.
A i a0~ Begunds colheita - cana-s0Ca

hs andliges de 195 do material vegetal  da
segunda colhgita mostraram uma recuperagio de sdmente cerca
de 1% do 45N aplicado em excesso. O enriquecinento de 15
nestas amostras . foi muito bhaixse  pars mmfém et imndas  Com
confinnea usando um espectrdmetro de NV 65 de ontrads simples

e os dados Foram, entio, deccartados,
gt~ Balango de Mebotal

Em fungfo da alta retivada de nitrogénio pelas
plantas, especialmente pelo cullivar TR 4749, um bhalango de
M Poi desenvelvido com 5 das  $¢ repebigdes selecionadas &0
acasn, com o objetivo de confirvmar o ganhos rexis  de
nitrogénio no sistems solo-planta (Tabels $). Grandes perdas
de nitrogdnio QOO ErRmn Nnos VEHEE nio plantados,
principalmente pagqueles que  recebeEram aplicaglo de  vinhaga,
gue deve ter estinulado a desnitrificagio. Halangos positivos
faram ohservados emn todos  os vasos  plantados mesmo tendo,
certamnente, ocorrido alguma perda de nitrogénio como indicado
peln bhaixa recuperacno do Fertilizante (18 & i - Tabela Bl.
Foram obzervadas difeorengas altamenbe significativas ro
conteddo de nitrogdnio entre os culbtivares 8 o coltivar
FRATL Y mostecs meioe acdn o de W, MEe hd indicaglio de que

erate cultivar tenhn wmuptorado mais eficientewente 1



TABELA 9. Balango de N-total em quatro cultivares de cana-de-agucar crescidas por 21 meses em
vasos contendo 64 Kg de solo.Médias de 5 repetigdes.

TRATENENTO CULTIVAR ' NITROGENIO NO ( g/ vago) (b)
MATERIAL VEGETAL SOLO BALANCO
COLHEITA 1 COLHEITA 2 RAfZES TOTAL INICIAL FINAL perDa ‘3’
Com Vinhagi®'cB 47-89 6;87'e) 6,628 2,12 15,61 50,50 45,73 6,25 +6,71
CB 47-35% 6,20 7,17 2,28 15,65 - 54,91 46,50 9,90  +3,11
IAC 52-150 5,37 5,52 1,83 12,72 50,76 45,58 6,66 43,41
NA 56-79 5,21 5,93 2,21 13,35 49,39 45,82 5,06 45,64
fido plantadn . 52,01 42,04 11,45 -14,10
Sem Vinhaga CB 47-89 16,53 13,82 4,44 34,78 53,60 46,82 6,79  +25,34
CB 47-355 6,67 6,82 3,05 16,54 49,67 44,54 4,91 + 6,98
IAC 52-150 6,59 5,00 1,91 13,50 52,67 45,07 7,60 + 3,24
NA 56-79 5,68 5,36 1,95 12,99 54,16 45,81 8,35 + 1,99
Nio plantado 51,13 44,10 7,03 - 9,68
D.M,.S{TUKEY P= 0,05) 4,74 8,62 2,14 12,88 8,54 &,40 7,86 13,67
Analise de Variancia
VINHACA 16, gk NS 4,9* G,B* 0.4NS O,1NS O,BNS 7,7%%
CULTIVAR 16, 2%%* 3,0% 3,7 8,4%% 0,1NS 1,7NS O0,9NS 24, 5%**
INTERAGKO g, THuw NS 3,0% 5, 7% 2,5N5 0,7NS 2,4NS 4, g%*
Coeficiente de varia )
cio (%) 30,8 59,0 41,8 36,8 7,7 6,6 49,7 6,4

{a) .-Perda de N do solo = (N inicial no solo + N na vinhag¢a,se aplicada)- N final no sclo.

(b}.- Balango de N={N final no solo + N no material vegetal)-N inicial no solo + N na vinhaga +
2,65 g N no fertilizante uréial. .

{c).- 3 litros de vinhaga adicionada por vaso contendc 492 mg N/L.

(d).- Desvio padrao.

(e).- Os dados diferem dagueles das tabelas 4 e 5 porque aqui 46 foram analisadas 5 repetigoes.

NS .- Diferengas ndc significativas entre meédias a P =0,05.

* .- Diferencas significativas entre medias a P <« 0,05.

**+ __ Diferengas significativas entre médias a P £ 0,0Ll.

##* - Diferencas significativas entre médias a P £ 0,001.



nitrogfnio do solo como estd revelado pelas “perdas”™ de N do
enlo ¢ Tabela 9 ). Menns do onoe 428 g de pitreogénio do solo e
do fertilizante foram usados, epgquanto 1% € 24 g Foram
assimilados pela planta nos tratamentos com o sem 2 adigEo de
vinhaga, respectivamente. No @1t imo cnsc, a ahaoredo de N foi
duns veres maior do que o N oassimilado pelos outyos
eult ivares., Deste modo, para o cultivar CB A47-09 o balango de
nitrogénio total mostrou-se o MRS pmmitf?d L ob,7 & 29,3 5 de
NASvasn ) nos tratamentos com @ gsem R adighio de wvinhaga,
respect ivamente. A grande diferenga ent?e gntes dois
tratamentaos, aue tambdm foi observadsn en menor maonibtude parn
o cultivar CH 47355, & diffcil de explicar shmente pela
grande variabilidade entre ng vasos, e prode estar rFelacionadas
com ae mudancas na microflora  do solo  que ocorre  apds  w
aplicagio da vinhaga ¢ NEVES et al., 1983 ).

Os tados de enriguecimento de 45N ¢ Tabela 8 )
cemfirmam 26 diferengas entre o trabtamentog na contyibuigso
dan Fivaglo bioldgica de nitrogfnio na assionitlagio de N do
cultivar 0B 4789, Eles tanbdm indicam gue as estimativas R
cmntribuicﬁm da  FBN para o cultivar OB a7-8%  atravds o=
diluigio tsotdpica sRo sub-estimat ivas, uma vern Aue 0% darlos
de balango de N suagerem qus s posslveis candidatas & planta
cantrole “nio fixadora” =  NA 5679 (menovr  balango de N2 on
(A0 S2-459 (maior enriquecimentn de L5M) - obtiveram wmlgum
nitroglnio derivado da Fixaghiio biotdgica.

Oe dados obtidos neste balango de nitroglnia

em plantas crescidas e€m VRHEES pPor LM per Todo de 24 meses
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mostram @ primeira Evidéncia direts de contribuiehes maito
signiticat ivas da FBN associada na nutriglo nitrogenadas  de,
relo menos, um cultivar de cana~de-agdear . Parece imposslvel
que gualquer outra entrada  de nitrogdnio ne sistenn como
atraveds da  dgua de  chuva, peeira ou  absorgio de ambdnia
atmosfdrica possa ser da magnitude dos  balangos positivos
encontradog. Parece impessivel, tambdém, que algumn destas
entradas de N estejn associada qu@r?ﬁicnmﬁnte CoOm tim
cultivar on sejam afetadns pela aplicagho de vinhagn.

A confirmagio da ewinténecia desta alta
contribuicio da fFixagho bioldgica associada h cana”d@macdcar
abre possibilidades maiﬁ promissoras de melhoramngnto da
cultura para asltas colheitas bhaseadag na fivaglo bioldgica de
nitrogé@nio como =@ principal fonte de nitregénio par? @
planta. hpésar de que extrapolaghes de dadpe obtidos em
exper imentos de vaso para situacdes de  campo  sEjRm SENPre
especulativas, o balango positivo de 20 9 dee N por planta
representa ~ em uma  populacio conservadoramente estimada  de
15000 plantas/ha - uma entrada de M via fixagio hioldgica de
aprodimadamente 209 ke de MAha/ano. Primeiramente,
entretanto, experimentos de campo deven ser realizados  para
confirmar se £stas grandes contribuicBes nfo Pwr&m simples
artefatos de um sistema radicnlar at fpico, compactado,

encontrado em Vvasns.
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4.2, Experimento 2 - Quantificagio da Fixacfo bioldsicw de
nitragénio asaocindn h eana~-de-agdear
stravids a tdonica da diluigiio izotdpica

e BN -~ ontooenta.
4.2.1.~ Producio de matdria seca

o matdria seca prmduniﬁa pelos cultivares de
cana~de-agdcar nas diferentes dpocas de cm]heifa ¢ 4, 8, {2 ¢
14 meses de idade ) encontra-ae na Tabela 1. MNip ocorreram
diferencas significativas entre os cultivares. Ohserva-se que
na it ima dpocn de colheita, a matdria ceca produzida neste
pxperimento em 44 meses Foi menos da metade dagquela produzida
pela canan-planta d Experimento i, Em 19 M HeE s s
Pesafortunadamente, o crescimento das  plantas  nio fol
gat isfatdrio. As dnicas diferengas encontradas  entre o
Fuperimento i @ o 2@ foram o tipo de vaso & 0 sl wbilizndo.
0 sonlo empregado apresentava agregados de menor tamanho & com
menor estabilidade. Isto pode ter levado % uma  comprctagio
euressiva que diminniu a porosidade total e o que $ mais
grave, a macroporosidade responsavel pela asragio  radicular.
Aldm disto, os vasos do Experimento 2 eram maie largos & mais
haivos que os do Fuperimento i, o que pade ter levado 3 uma
maior concentragio de ralzes no fundo do vaso, regiao &m que
arorre maior  acdmulo de  daua,  dificulbande 2 agragho das
rafzes, sendo, provavelmente, =a melhor puplicagio para t3o

haiva produtividade. Em FungRo disto, n variabilidade entire
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TABELA 10.Peso da matéria séca produzida pela cana-de-agucar cultivada em vasos de 100 Kg de solo

com diferentes de 15N em 4 épocas de colheita ( 4 , 8 , 12 e 16

meses) .Médias de 5 repe

tigoes.
FONTE CULTIVAR | PESO DA MATERIA SECA ( q )
15y FOLHAS COLMOS_ PLANTA TODA
COLHEITAS COLHEITAS COLHEITAS
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Materia
Organica CB 47-89 2,7 78,9 184,1 279,4 0,6 68,9 272,3 387.,7 3,3 147,8 456,4 667,1
IAC 52-150 2,3 73,1 132,6 253,1 0,8 96,3 262,4 377,4 3,1 169,4 395,0 630,5
Peletes '
de Gesso CB 47-89 25,2 123,99 182,2 242,4 11,5 123,1 195,4 226,7 36,7 246,0 377,6 469,2
IAC 52-150 27,2 93,8 126,8 313,6 15,8 117,9 188,6 374,1 43,0 211,7 315,4 687,7
D.M.S(TUKEY P= 0,05)
COLHEITA 42,6 80,7 118,1
Analise de variancia Valores F
COLHEITA 91,51%* 45,93*%%* 65,04%*
FONTE 2,00NS 1,53NS8 0,11NS
CULTIVAR 1,12NS 0, 73N8 0, 04Ns
Coeficiente de varia
¢ao (%) 38,1 56,7 46,5

NS.- Diferengas nao significativas entre meédias a P = 0,05.
* - Diferencas significativas entre meédias a <« P 0,05.

** _ — Diferengas significativas entre médias a £ P 0,01.
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vasone foi  extremamente elevada, obserwvando-se, em alguns
casos, o dobro do crescimentoe das plantns de alguns vasos.
Outro aspectn mosteado na Tabela 12 € que  nos
vasns onde foi adicionada matdria orafnice marcada  colmos @
folhans de cana-de-agdear moldos Y, ocorred  um forte efeito
inibitdrio ac desenvolvimento das plantas nos primeivos
gquatro meses de  cultivo. A brotagin dﬁa gemns i bastante
demorada, provavelmente devido w un mFa?tb alptopdtico. M
adic3o de matdeian oraloten hruban 1Pwnp foambfm o intensa
imohilizagio .dos nutrientes do wolo, acasionando L1
decsenvalvimento dez veres menor do que as plantas  cultivadas
com peletes de glsso. Com a  decomposigido do material e
diminuiglo da atividade wmicrohiana estss  npubrvientes foraw
navamente rcrlneades em condicdeoe  de disponibilidade he
plaptas de nodo gue, aog 1d meses, O desenvolvimento das

plantas foib recuperado e 0% tratamentos igunltaram-ne.
4.2.0.- Teor de nltrogénico & acimulo de N-total -

Ma tabela 11 encoanbram-se ns teores de N onx
parte adrea do material vegetal. Os  teores phaervados  Sno
compardveis agueles encontrados para ® CRNBA-EDCR ¢l
Experimento i que, por sua ves, produsin meis matdria seca.

0 mal desenvolyvimentn das plantas rvefletiv-se
ne medmulo de N-total ¢ Tabeln 1R ) aque, em média, foi trés
veres menor do gue o acdmulo observado para 0 Experimento 1.
Novamente & observada uma  alta variabilidade entre oz vasos

orasionada pelo desenvolvimento irregular  entre plantas de

.B80.



TABELA 1ll.Teor de nitrogénio encontrado na cana-de-agucar cultivada em vasos de 100Kg de solo

com diferentes fontes de 155 em 4 épocas de colheita(4,8 12 e 16 meses).Médias

S5 repetigoes.

de

FONTE CULTIVAR TEOR DE N (mg/q)
15y FOLHAS COLMOS
COLHEITAS COLHEITAS
1 2 3 4 1 2 3 4
Matéria
Organica CB 47-89 6,41 5,59 4,61 3,66 4,99 2,21 1,52 1,33
IAC 52-150 7,28 4,86 4,46 3,83 5,33 1,98 1,56 1,36
Peletes _
de gésso CB 47-89 5,67 4,08 4,79 3,59 4,07 1,56 1,50 1,31
- IAC 52-150 4,90 3,82 4,50 3,91 3,30 1,60 1,37 1,37
DMS(TUKEY P= 0,05) |
COLHEITA 0,51 ' 0,28
FONTE 0,28 f 0,15
Analise de variancia Valores F -
COLHEITAS 49,56%* 368, 15%*
FONTE 24,67*%% 48,37**
CULTIVAR | 0, 58NS 1, 04NS

Coeficiente de variagao($%) 12,89 14,83

NS.- Diferencas nao significativas entre as médias a P = 0,05.

* .- Diferencas significativas entre as médias a P < 0,05.
#%* - Diferencas significativas entre as médias a P <« 0,01.



TABELA12 Acimulo de N-total pela cana-de-agicar cultivada em vasos de 100 Kg de solo com diferentes fontes

de 15N em 4 épocas de colheita ( 4,8, 12 e 16 meses).Médias de 5 repetigoes.
FONTE CULTIVAR N-total (wg/vaso}
154 FOLHAS COLMOS PLANTA __TODA
COLHEITAS COLHEITAS COLHEITAS
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Mateéria
Organica CB 47-89 16,82 441,09 837,23 1025,13 3,16 148,27 414,97 525,71 19,98 589,36 1252,20 1550,84
IAC 52-15C 16,58 156,77 591,48 972,66 4,29 189,80 411,26 505,51 20,87 546,58 1002,75 1478,17
Peletes
de géssc CB 47-89 142,¢1 503,95 871,09 869,68 46,38 199,28 299,10 298,44 189,29 703,23 11790,19 1168,12
JAC 52-~150 122,72 360,57 572,61 1333,12 50,91 181,24 254,80 574,97 183,43 541,81 827,41 1908,09
DMS{TUKEY P= 0,05)
COLHEEITA 246,88 152,99 386,49
Analise de variancia Valores F
COLBEITA 39, 71%w 22,91%* 32,02%%
FONTE 1, 00NS 0,83N5 0,08NS
CULTIVAR 0, 50N8 0,53Ns 0,03N8
Coeficiente de varia
cao (%) 52,2 71,2 5.2

N.S.-Diferengas nio significativas entre médias a P = §,05.
* __piferengas significativas entre médias a P < 0,05.
*#% __ Diferemgae significativas entre médias a P 4  0,01.
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mesmo tratamento, oma ver qne a variabilidade  do teor de N

Fob muito mais haisa.
4.,0.%, - Diluiglo isotdpica & recuperagio de LHM

Pelos resultados de e iquesinento de 15
apresentados na Tabeta 43, penbum  dos cultivares estudodos
Fiston nitrogénio ou a fixaglo bioldgica de N foi de  igual

1

intensidade, uma  ven  gue nfin  Fforamn significativas ne

-

diferencas encontrada entre eles. N sEgundn hipdtese & mnig
vidvel, uma vex que ne Experimento 4 anbos ms cultivares
mastraram  balangos de nitrogfnio positives, indicande
contribuisa da fixagio binldgica.

O dades mostram que na primeira cotheita, o
enriguecimento de ANN nos  ocultivares do tratamento com
peletes de adeso Foi  superior ha  cultivadsas  com mat & iw
orgidnica. Neste perfode os peletes  liberaram main 1%M nn
solucin do solo, provocando maiopr ahsorean. Com o passar  do
tempo a materia orgdnica liberow maie gradualmente 15H R
medida que se decompunha ne golo,  enquanta os peletes  de
atssn j3d  haviam solubilizado m boa parte, diminuinde =2
marcagRo do N do solo dispoanfivel Mo oplantazs com 5N, JIsto
provocou uma recuperagiio de nitrogénio  wsroado muito mEnor
(Tabela 14). MNa Jdltima coleta, n recupsragho de 45N pela
parte adrea das plantas foi de 2,3 e 3,2% do nitrogénio
marcadn adicionado para o5 tratamentos com peletes de gdpeo e
matdria orgdnica mareadza, respectivamente. Eata bBaira

FECUPEFRAGRD sugere que a lixiviagio de nitrogdnino do solo foi



TABELAIGEnriquecimenio de 15

N na cana-de-agicar cultivada em vasos de 100Kg de sole com diferentes fontes de

15N em 4 épocas de colheita ( 4, B, 12 e 16 meses) .Médias de 5 repetigdes.
FONTE CULTIVAR Aromos % _ 19N _EM EXCESSO
15 FOLHAS COLMOS. pLaNTA ToDA(?’
COLHEITAS COLHEITAS COLHEITAS
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Matéria
Organica CB 47-8% ©,0645 0,0812 0,0594 40,0579 0,0720 0,0774 0,0611 0,0701 0,0655 0,0801 0,0601 0,0621
IAC 52-150 ¢,0644 0,0806 0,0704 00,0664 (,0727 0,0744 0,0746 00,0699 Q,0662 00,0784 0,0722 00,0675
Peletes ’
de gesso CB 47-8% 00,0790 0,0296 0,0247 0,0163 00,0741 ©0,0332 0,0310 0,0260 0,0777 0,0306 §,0264 0,0188
IAC 52-150 ,1296 0,0315 0,0321 G,0267 0,0945 00,0308 0,038B0 0,0255 00,1190 00,0334 0,0339 0,0220
DMS{TUKEY P = {,05}
COLHEITA 06,0309 0,02286 0,0281
FONTE 02,0165 0,0121 g,0150
Analise de veriidncia ' Valcores F
COLHEITA 5,53%% L5, 27%% 5,43%*
FONTE 7,51* 20, 48%* 10,22**
CULTIVAR 1l,58NS5 0,51NS8 ¥ 1,33NS
Coeficiente ¢e wvaria =
cio (%) 65,1 46,6 59,0

(a) Média Ponderada=(_RECUPERACAD L3y EM EXCESSO WA  PLANTA

TODA )x 10

N total na planta toda

N.S.- Diferengas ni3c significativas entre médias a P = 0,05.
P £ 0,05
P < 0,01.

*, . piferengas significativas entre médias a

* &

.- Diferengas significativas entre médias a

oG-



TABELA 14.Recuperag¢iao de N marcado pela cana-de-agucar cultivada em vasos de 100 Kg de solo com

diferentes fontes de 15N.em 4 épocas de colheita (4,8 ,12 e 16 meses) .Médias de 5 re
petigoes.
FONTE CULTIVAR RECUPERACAO DF N MARCADO (ug 15N_§g excesso/ vaso)
15N FOLHAS COLMOS PLANTA TODA
COLHEITA COLHETTA COLHEITA
1 2 3 4 12 3 4 1 2 3 4
Matéria

) Organica-CB 47-89 10,85 356,62 491,49 588,50 2,22 113,35 250,41 372,46 13,07 469,97 741,90 960,97
IAC52-150 11, 93 287,02 412,52 637,78 3,25 140,87 303,05 350,02 15,24 427,89 715,57 987,79

Peletes

de gessoCB-47-89 104,61 152,85 215,25 14G,61 32,51 69,94 96,84 73,27 137,12 222,79 312,09 213,88
IAC52-150 165,36 109,22 187,49 24C,71 47,38 53,47 97,63 109,25 212,74 162,69 285,12 349,96

DMS(TUKEY P= 0,05) _
COLHEITA 78,11 58,96

FONTE 41,79 31,55
Andlise de variancia _
COLHEITA 46 ,29%* 34,29%=*
FONTE - 78,54%%* 57,38%%*
CULTIVAR ¢, OONS 0, 55N5
Coeficiente de variacgao(%) 36,3 53,3

115,09
61,58

S57,76%%

97,91**
0,12NS

35,4

NS.-Diferencas nao significativas entre médias a P = 0,05.
* ,-Diferengas significativas entre médias a P L 0,05.
** .pjiferengas significativas entre médias a P < 0,01.

“gg*



mrita intensa /00 R deﬁnitriFitmgﬁm foi bastante acentunds
em Funglo da md aeragio do sole efou as plantas nio  foram
capazes de absorver wste nitrogénio devido ao mal
funcionamente das rafzes por defici®ncia de oxighnio.

apesar dos peletes de génso reduzirem  as

variacdes temporais no enriquecimento de 18N no nitrogknio do

5010 EMm  CORNPAFAGAO cOm O usn  de fertilizantes soldveis
WITTY, 1983y WITTY & RITZ, 1984 ), o8 dudos  da Tabela 13
apresentam um declinio muita acentuado no enriquecinento e
15N nas plantas cultivada com peletes de gésn0 mostrando uue,
para experimentos de  duragio prolongads,. a8 melhor Fénte de
15N & 3 matdrin orgénica. O declinio no enriquecimento de L3N
nas plantas com o tempo pode ser visurlizado nas Figuras 1 e
L

O datos de enrigquecimento de 13N nas  plantas
mostraran elevada variabilidade. A observacdo de todo o
rondunto de dados ® na@Ep edmente s mddins  possibilitou
perceher que =as plantas cultivadas com peletes de gsao
apresent avan maior variabilitdade. Em fungio disto,
decompos~se n  sonn de  aquadrades  do Fesfduo para analisar
meparadamente os dados dé gnrigquecinento de L5 nas  plantas
com as diferentes _funtﬂﬁ de N wmarcndo. O coeficientes de
varingio dests andlise para me diferentes fontes de L3N mek R

na Tahela 15.

.86.



Tabels 4% ~ Coeficientes deo

15N em cana de acJdoor

Fando 2 fontes de 15N, em 4 dporas

Coeficien

Fonte de 15N dtamos X

Fulhas

Matdrin oradnica 17,34

Peletes de g@san 42,53

Hus Figuras 1 €

desvios padrdes das sddias wveriti

rolheita, onde & possivel

farnecimento de 18N para as planta

hastante ouperior & apressntada pel

4,2 . 4,~ Colheita Final aons i4h

Fm fungdo da

na colheita final, estes dados

gseparadamente. Na Tabaela 16

seca, teor de N e acudmuiao de M-tatal verificado

cultivares. Analisando-se estes

diferengas significativas. &1

vignnlizar

mE & e

inclusio de

encontram-g5e

pardmetros nio

cultivada em vasos

de colheitn.

to de varingiio 03)

15H em EXMUCHS0 &m

Colmnos Parte adred

1%, 0%

16,51

B2, 9h

193,138

2 epetio representados

radas parn cada época

que a variabilidade

t reletes de 9550

[tR e

a matéria prgdnica.

i terceirso
setilo  sendn

ne dados da
PRarE o

s

alt fssing

warincho para o enriauecinento de

COmpER-

0k

e

no

g

cuadtjvar
apresentados
matdria
tréa
veriticam

variabilidadge
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Figura 1. Variagao temporal do enriquecimento de 158 na parte aéres

osseORe W "9'7. SONO.I."
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de plantas de cana-de-aglcar cultivadas em vasos de 100 kg
de solo, utilizando peletes de gesso marcado ccmo fonte
de 15N. Média ponderadas de 5 repetigoes. As barras repre-

sentam os desvios padroes das medias.




Figura 2. Variagao temporal do enriquecimentoc de

ossedze wme ). % SONOLY

LBY.

5N na parte aerea
de plantas de cana-de-aglcar cultivadas em vasos de 100 kg
de solo, utilizando matéria organica marcada como fante

de '°N. Média ponderada de 5 repetigoes. As barras represer

tam os devics padroes das médias.
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TABELA 16 Peso da matéria seca,teor de nitrogénio e acumulo de N-total na cana-de-agucar cultiva
15

da em vasos de 100 Kg de solo com diferentes fontes de N aos 16 meses de idade. Mé
dias de 5 repetigoes. '
FONTE CULTIVAR __ MATERIA SECA(q) TEOR DE N (mg/q) N-total (mg/vaso)
LSN FOLHAS COrLMOS PLANTA FOLHAS COLMOS FOLHAS COLMOS PLANTA
TODA TODA
Mateéria
Organica CB 47-89 279,7 387,7 667,1 3,66 1,33 1025,1 525,7 1550,8
IAC 52-150 253,1 377,4 63C,5 3,83 1,36 927,7 505,5 1478,2
NA 56-79 262,2 364,8 62¢€,9 4,32 1,15 1136,3 420,2 1556,5
Peletes
de gesso CB 47-89 242,4 226,7 469,2 3,59 1,31 869, 7 298,4 1168,1
IAC 52-150 313,6 374,1 687,7 3,91 1,35 1333,1 570,4 1903,9
NA 56-79 412,5 86l1,7 1274,1 3,99 1,62 1615,1 1629,8 - 3244,9
Analise de variancia Valores F _
FONTE 0,87HS 0,41N8 O0O,LS2NS 0,61NS 2,42NS 0,79NS Q, 90NS 0, 90NS
CULTIVAR 0,53NS 1,14N8 0O,C7NS 4,53NS 0,17NS 0,94Né 1,03NS 1,02Ns
Coeficiente de _
variacgao (%) 57,8 . 110,2 88,5 10,1 19,3 ' 60,4 153,3 91,6

N.S.- Diferencas nao significativas entre médias a P = 0,05.



verificatda se deveuw aocs problemas anteriormente dizcutidos e
foram hastante intensos para o caltivar NA G679,

Ma Tabela 17 estfio os dados de  enriguecimento
de 15N e recuperacio do nitrogénio warcado na parte adren das
plantss, onde phserva-se difgrengas significat ivas entre  ag
fontes de 195N, comn Jd€ discutido. Entre cultivares nao
exictiram diferengas mostrando gue, & houve contribuicio  da
FEN n=a nutricio nitrogenada destes j\éultivarem, cubta

contribuicRo foi de mesma magniiLade.

Em funcio dos resultados obtidos € posslivel
recomendar-se que, para "puperimentos utilizande solos  com
poncs agregagin deve-se utilizar uma mistura golo-areia para
tentar minimizar os efeitos dr od  aegragio que poden  ser
ocasionados pela compactacio do solo. Oubtro aspecto =& se
considerar € a utilizaglo de matdria orgdnica marcada Como
fornecednr de 15N em experimentos de  longa duraglo, jd  que
mostrou-se capaz de Fornecer 198 gradual £ constantemente  Bo
fongo do tempo. Pelos resultades obbtidos no peso o mabérin
sera da primngira colheita, fica evidente = necesaidade de se
incubar o material orginico com © okl poroum perfode mxior
antecedente no plantio, principalmente em materianis de  alta

relagho C/N como o gue Foi utilizado.
A.%,.~ frealiacio Yinal © perspectivas

Apesar de alguns trabalhos i tevem reportado

contribuicoees significativas dan fivagio hioldgica de

.91.



TABELA 17 - Enriquecimento de 15N e recuperadao de nitrogénio marcado pela
cana-de-agucar cultivada em vasos de 100Kg de sclo com diferen

- : > s
tes fontes de l‘N aos 16 meses de idade.Medias de 5 repetigoes.

FoggE CULTIVAR ATOMOS % 1°N EM EXCESSO :ﬁcgigggcigngi‘?dzag gngu
N FOLHAS COLMOS PLANTA EXCESSO / VASO)
TODA(a)
Matéria
Orgdnica CB 47-89 0,0579 0,0701 0,0621 960,96
IAC 52-150 0,0664 0,0689 00,0676 987,79
NA 56-79 0,0579 10,0581 0,0582 896,56
Peletes
de gésso CB 47-89 00,0163 0,0260 0,0188 219,46
IAC 52-150 0,0207 0,0255 00,0219 347,69
NA 56-79 0,0161 0,0255 0,0200 600,87
DMS{TUKEY P= 0,05)
FONTE 0,077 0,090 0,077 246,64
Andlise de varidncia - Valores F
FONTE 134,62%% 84,07%* 131,52%+ 22,36%%*
CULTIVAR 1,36NS 1,11NS 0, 83NS 0, 60NS
Coeficiente de '
variagao (%) 25,8 25,5 24,3 48,4

- . 15
(a) Media Ponderada= (RECUPERACAO DE ~°N EM EXCESSO NA PLANTA TODA) X 10
_ _ _ N- TOTAL NA PLANTA TODA
N.S.- Diferencas nao significativas entre médias a P = 0,05.

*.- Diferencas significativas entre meédias a P < 0,05.

**.- Diferengas significativas entre médias a P <4 0,01

0269



nitrogénio azeosizds na putericio nitregenada de gramfneas
(APF ot al., 19663 YOSHIDA e YONETAMA, 19803 MIPANDA, L1985y
AANRNDEY o UTETOR A A9PLY  me Andme oaauni apresentades @0
pioneiros «m cana-~de~agicrar, nmn ver gue peln primeira ver s
Far uma ohservagia por um perfodo t8n longe (21 meses) @ com
resultados tRo  eupressivos. B importante  desthonr que 3

tdrnicn de balango de nitrogénio, que s encontra um .pmuco
esyuec ida, mpstrog-se ums boa Ferrammntahphra aquantificar =
FBﬂ assorciada ¢ com vantagens sobre o metodologia o g ial
guando acoplada com @ fﬁqniua da diluwigino iﬁm{ﬁpica de 15N,
Meste superimento, uma tdenicn serwin perfeitamente paras
confirmar os resultados da  oubra. Um pepecto aue  predowinou
nos exper imentos foi a elevads varizbilidade encontradz em se
tratando de prperiment o de VRGO . Preswmir 50 exciat iy
conciderdveis vantagens em  estudos  posteriores  se oo g
usndas mais plantaé por  vasn para reduzir ® 0 variabilidode
entre repetighes.

g opartir des  vreseliades obtidos nestes
euperimentos vdrios outros sstados  vem gendoe  desenvolvidos
como o e URAUIAGH et al. (45837 gque  demgnstraram pela
tdenica da dilnigfo isotdpica  de 10N contribuistes da  FEH
variando de 37 a _ﬁéx do ™ total acumeltade pelaszs  plantas,
CAVALCANTE ¢ DOBFREINER (988 fsolaram  nowvn hackdrin
Fiuacdora & ns }”mﬂujlt:adtns tem mostrado que no seolo utilizado
no Experimento § csts bactérin tem provocado altas taxas  de

reducio de acetileno (RELS, comunicadto peesoal).

.93.



e perspectivas abertas sdo promissorazs €
cobtimulantes & O primeiro passo o aer dade ¢, sem dibvida, A
i+

contirmagin destas altas contribuigfics om Fesultados

et n Obves g ol e e gy Vb el e vopnr § by e e

mo campo,  deve-se  intensificar esforgow no sentido de
esclarecer gquen, onde e como Fixn nitregénio em  associacdo
com a canaede-aglocar, o gque poseibilitaria uma extensin dos
conhecimentos a outros cerenis o Forvaaciras. ¢ estude ¢
desenvalvimento de motodologiaz Ao propicien o identifioagio
de cultivares com boa capacidade de fixagio de N , loso no
infeio de um  Programa de melhorangnto  da  culburia, &
fundamental, uama ver que sBo pecessdrions, no minimo, dez anos

para o langamento de um novo et ivar no mer cade.,

'gl’.



e CONCLUSHES

Com brawe nas  condigdss experimentais o

reanltados obtidos nes experinentos pode-se conelaiv s

i- Feai demonstrada a ocorréneia de fivacio bioldgica de
nitrogenio associada  cultura da  cans-de-agdone B o

internddio das téeniras de balango de nitrosfnic total e

dilnigio isotdpica de 15N,

D Em oM meses de culbtive o cultivwnres estudadns
acumolaram de  L2,72  a 34,78 g de M dos  oguais 1% % Pt

pduuividos vin FPixaedSa bioldgion de nivr oo,

Qe Na cana-planta do Fuxperimento 1, colhids aos 12 mes
dee jdade, a recuperagio de 98 do fertilizanteo variouw de 8 =
4 % de total adicionado. Atravds  da tdonican da diluigio
iwotdpicn de 49N Foi possivel caicular gue, aprodimadapenta,

4y % o da do M totnl do cult ivar CR 4702 fFai adguiridoe  wia

.95,



fivagdo bioldgica de nitrogénia, nos primeiros 12 meses  de

cultive,

4— ¢ matdria orgfnica mwmarcads com A5N utilizads no
Evperimente 2 mostrou-se  uama Fonte fornecedora de 130 meis
satisfatdria do que os peletes dm.g&%ﬁm para edperimentos  de
longn duragdn, pois permitin um fornecimento mals gatavel de
i5N disponfvel para as plantas no  perfodo experimental (16

MEESEED W

e Em o funciio da  ncentuada wariabilidade  apresentadas
pelas plantas, recomenda~se o uso de mais plantas por  YHREO
para tentar reduzmir o efeito ocasionado pelo cultive de

plantas individuais.
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