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Resumo

MASCARENHAS, Luize Silva. Uso de inoculantes microbiolégicos para
otimizacdo do crescimento e desenvolvimento de plantas de cana-de-acucar
cultivadas sob déficit hidrico. 2021. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) — Programa de Pés-Graduacgdo em Fisiologia Vegetal, Instituto de Biologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma das culturas de maior importancia
agroindustrial no cenéario nacional. A deficiéncia hidrica afeta negativamente o
desempenho produtivo da espécie, principalmente na fase vegetativa. A utilizacao de
microrganismos como inoculantes € uma estratégia importante para mitigar os efeitos
de diferentes tipos de estresse no crescimento e desenvolvimento das plantas. Nesse
sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de inoculantes
microbioldgicos no desenvolvimento inicial de genoétipos de cana-de-acUcar sob déficit
hidrico. Dessa forma, foram conduzidos dois experimentos: (i) o primeiro objetivou
verificar a resposta de genotipos de cana-de-acucar frente a inoculacdo com bactérias
diazotroficas e rizobactéria promotora do crescimento vegetal; (i) o segundo teve
como obijetivo avaliar o efeito dos inoculantes no desenvolvimento de plantas de cana-
de-acUcar sob déficit hidrico. Para tal, foram utilizados trés genoétipos de cana-de-
acucar, sendo estes: RB867515, RB966928 e RB016916, combinados a trés
inoculantes: Inoculante 1: Aprinza® (Nitrospirillum amazonense); 2: coquetel com
cinco estirpes de bactérias diazotroficas (Herbaspirillum rubrisubalbicans, H.
seropedicae, Burkholderia tropica, Gluconacetobacte rdiazotrophicuse, Nitrospirillum
amazonense): 3: rizobactéria (Exiguobacterium acetylicum). Foram avaliadas as
seguintes variaveis: massa fresca e seca da parte aérea e massa fresca e seca total,
comprimento e altura de planta; diametro do colmo; namero de folhas verdes; area
foliar; indice de clorofila; parametros fotossintéticos; peso seco de folhas, peso seco
de colmos e peso seco total. Na fase de mudas observou-se interacéo entre gendétipo
X inoculantes, com combinacdes especificas que permitem a substituicdo do uso de
nitrogénio como fertilizante, a inoculacdo promove ganhos significativos em
caracteristicas importantes como comprimento e altura de planta, diametro do colmo,
area foliar e indice de clorofila. Em relagéo a tolerancia ao déficit hidrico as respostas
mais relevantes foram observadas para o inoculante composto pela mistura de
bactérias diazotroficas (inoculante 2), que promoveu o maior indice de clorofila para
todos os gendtipos no déficit hidrico. Foi observada de forma expressiva a interacéo
na combinagdo entre inoculante comercial Aprinza® (inoculante 1) e gendtipo
RB966928, sendo que este inoculante apresentou destaque no regime irrigado para a
maioria das variaveis avaliadas. De modo geral, a inoculagdo promove o crescimento
das plantas de cana-de-acucar e influéncia na tolerancia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Saccharum spp.; bactérias diazotréficas; rizobactéria; estresse
abidtico.



Abstract

MASCARENHAS, Luize Silva.. 2021. 98f. Use of microbiological inoculants to optimize
the growth and development of sugarcane plants cultivated under water deficit.
Dissertation (Master's degree) — Post-Graduation Program in Plant Physiology,
Institute of Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most important agro-industrial crops in the
national scenario. Water deficit negatively affects the productive performance of the
species, especially in the vegetative phase. The use of microorganisms as inoculants
is an important strategic tool to mitigate the effects of different types of stress on plant
growth and development. In this sense, the aim of this study was to evaluate the effect
of microbiological inoculants on the initial development of sugarcane genotypes under
water deficit. Thus, two experiments were carried out: (i) the first objective was to verify
the response of sugarcane genotypes to inoculation with diazotrophic bacteria and
plant growth-promoting rhizobacteria; (ii) the second aimed to evaluate the effect of
inoculants on the development of sugarcane plants under water deficit. For this
purpose, three sugarcane genotypes were used, namely: RB867515, RB966928 and
RB016916, combined with three inoculants: Inoculant 1: Aprinza®
(Nitrospirilumamazonense); 2: cocktail with five strains of diazotrophic bacteria
(Herbaspirillumrubrisubalbicans, H. seropedicae, Burkholderiatropica,
Gluconacetobacterdiazotrophicus and Nitrospirillumamazonense): 3: rhizobacteria
(Exiguobacteriumacetylicum). The following variables were evaluated: aerial fresh and
dry mass and total fresh and dry mass; plant length and height; stem diameter; number
of green leaves; leaf area; chlorophyll index; photosynthetic parameters; leaf dry
weight, stem dry weight and total dry weight. In the seedling phase an interaction was
observed between genotype x inoculants, with specific combinations that allow the
substitution of the use of nitrogen as fertilizer, inoculation promotes significant gains in
important characteristics such as plant length and height, thatch diameter, leaf area
and chlorophyll index. Regarding tolerance to water deficit, the most relevant
responses were observed for the inoculant composed by the mixture of diazotrophic
bacteria (inoculant 2), which promoted the highest chlorophyll index for all genotypes
in water deficit. The interaction between the commercial inoculant Aprinza® (inoculant
1) and the genotype RB966928 was significantly observed, and this inoculant stood
out under irrigation for most of the variables evaluated. In general, inoculation
promotes sugarcane plant growth and influences tolerance to water deficit.

Keywords: Saccharum spp.; diazotrophic bacteria; rhizobactéria; abiotic stress.



Lista de Figuras

Figura 1- Massa fresca de parte aérea (MFPA, g) e massa seca de parte aérea
(MSPA, g) para trés genotipos de cana-de-acucar sob efeito de diferentes inoculantes,
30 dias apos a inoculacdo (DAI). C (Controle sem Inoculagéo); I1 (Inoculante 1-
Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes
de bactérias diazotroficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
=03 =1 1V [ [od 1 | o 1) USRI 41
Figura 2- Massa fresca total (MFT, g) e massa seca total (MST, g) para trés genétipos
de cana-de-aclcar sob efeito de diferentes inoculantes, 30 dias apds a inoculagéo
(DAI). C (Controle sem Inoculagéo); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12
(Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes de bactérias diazotroficas); 13
(Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum)..........cccccceeeeiniiiiiiiiniennnenn. 42
Figura 3- Comprimento de planta (cm) de trés genoétipos de cana-de-agucar sob efeito
de diferentes inoculantes microbioldgicos aos 30, 60 e 90 dias apds a inoculagéo
(DAI). C (Controle sem Inoculacao); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1-
Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes
de bactérias diazotroficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
= To1=1 V[ To U | o 1) PSR 44
Figura 4- Altura de planta (cm) de trés genoétipos de cana-de-acUcar sob efeito de
diferentes inoculantes microbiolégicos aos 30, 60 e 90 dias apds a inoculacao (DAI).
C (Controle sem Inoculagdo); CN (Controle com Nitrogénio); I1 (Inoculante 1-
Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes
de bactérias diazotroficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
ACETYIICUMY). e 46
Figura 5- Diametro do colo (mm) de trés gendétipos de cana-de-acUcar sob efeito de
diferentes inoculantes microbiolégicos aos 30, 60 e 90 dias ap0s a inoculagdo (DAI).
C (Controle sem Inoculagdo); CN (Controle com Nitrogénio); I1 (Inoculante 1-
Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes
de bactérias diazotroficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
oot =Y 3 Y/ (01U ] o ) PSPPI 47
Figura 6- Area foliar (cm?) de trés gendtipos de cana-de-aglcar sob efeito de
diferentes inoculantes microbioldgicos aos 60 e 90 dias apés a inoculacao (DAI). C

(Controle sem Inoculagéo); CN (Controle com Nitrogénio); I1 (Inoculante 1-



Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes
de bactérias diazotroficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
r= o3 =1 1V [ [od 1 | o 1) U PRT 49
Figura 7- indice de clorofila (SPAD) de trés genoétipos de cana-de-agtcar sob efeito
de diferentes inoculantes microbiologicos aos 30, 60 e 90 dias apds a inoculagéo
(DAI). C (Controle sem Inoculacao); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1-
Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes
de bactérias diazotroficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
= o1 V41 (o1 1 | o 1) P 51
Figura 8- Numero de folhas verdes e teor de clorofila (CLF, SPAD) para trés genoétipos
de cana-de-acucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos. C (Controle
sem Inoculagéao); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum
Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes de bactérias
diazotréficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).............. 61
Figura 9-Taxa de assimilagéo liquida (A - umol CO2 m s1), transpiracéo (E - mol H20
m2 s1) e condutancia estomatica (gs - mol H20 m s) para trés genétipos de cana-
de-acucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos. C (Controle sem
Inoculacdo); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum
Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes de bactérias
diazotrdficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).............. 63
Figura 10- Altura de plantas (cm), nimero de folhas verdes e area foliar (cm?) para
trés gendtipos de cana-de-acucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes
hidricos. C (Controle sem Inoculacao); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante
1- Nitrospirilum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco
estirpes de bactérias diazotréficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
=011 V41 To U ] o 1) PSR 66
Figura 11- Peso seco do colmo (PSC, g), peso seco de folhas (PSF, g), peso seco de
planta (PSP, g), avaliados em trés genotipos de cana-de-aglUcar sob efeito de
diferentes inoculantes e regimes hidricos. C (Controle sem Inoculac¢do); CN (Controle
com Nitrogénio); I1 (Inoculante 1- Nitrospirilum Amazonense); 12 (Inoculante 2-
Coquetel com mistura de cinco estirpes de bactérias diazotrdéficas); 13 (Inoculante 3-

Rizobactéria Exiguobacterium acetyliCum). ..............uuueuuiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 68



Lista de Tabelas

Tabela 1-Variedades de cana-de-acgUcar indicadas para cultivo no Rio Grande do Sul.

Tabela 2- Descricdo da metodologia de preparo das solugcbes para imersdo dos
01T T 0] 1= (=P 37
Tabela 3- Resumo da analise de variancia para variaveis MFPA, MSPA, MFT e MST

avaliadas em trés genotipos de cana-de-acucar sob efeito de diferentes inoculantes.

Tabela 4- Resumo da andlise da variancia para taxa de assimilacdo liquida (A),
transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs), clorofila (CLF) e numero de folhas
verdes (NFV) para trés genotipos de cana-de-acucar sob efeito de diferentes
inoculantes e regimes NIArCOS. ........uuuiiiiii e 60
Tabela 5- Resumo da andlise da variancia para altura de planta (ALT, cm), area foliar
(AF), e numero de folhas verdes (NFV), para trés genotipos de cana-de-agucar sob
efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos..............cccovvviviiiiii e, 65
Tabela 6 -Resumo da analise da variancia para peso seco do colmo (PSC, g), peso
seco de folhas (PSF, g), peso seco de planta (PSP, g), avaliados em trés genétipos
de cana-de-agucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos. ............ 67



Sumario

2. ReVisS80 DIblIOgrafiCa .....coooiiiiiiiiiei e 19
P R O T g F= T [ Lot 1 of - | SRR 19
2.2. EStresse abiOtiCO. . ..o 21
2.2.1 DEFICIT NTATICO ..t 22
2.3. Bactérias promotoras do crescimento vegetal ..............coeeevvviiiiiinnneenn. 25
2.3.1 Género GluconacetobaCTer .........coooiiiiiiiiiiiee e 30
2.3.2 Género Herbaspirilum...........coiiiiiiiie e 31
2.3.3 GENEro AZOSPITHIUM ..ooiiiiii e 31
2.3.4 GEnero BUrkholderia........c..uuiiiiiiiiiiie e 32

4. CAPITULO I. Desenvolvimento de mudas de cana-de-acUcar inoculadas

com diferentes bactérias promotoras de crescimento ..........cccccevvvvvvvrnnnnnnnns 35
AL INEFOTUGAO ... 35
4.2 METOTOIOGI .. 36
G B o TS ] =T o 1SRN 39
I 1Y o Y- o N 52
4.5 CONCIUSBES ...t snnnsnnnnnnnne 55

5. CAPITULO II. Efeito do uso de inoculantes microbiol6gicos na tolerancia ao

déficit hidrico em plantas de cana-de-agUcCar.........ccccceeevviiiiiiiiiieeeee e 56
o0 I oo LU o= T T 56
A 1Y/ 1= (o Yo o ] [o o | > S 58
5.3 RESUITAAOS ...ttt 60
5.4 DISCUSSAO ...evtvvuuuuniiniiniiietieieebsbe e 70
5.4 CONCIUSDES ...ttt nnane 74
6. CONSIAEraGOES FINAIS ..uuvvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit bbb 75

A R G = (] AT T TR 77



16

1. Introducéao

As previsfes climaticas apontam para o aumento do aquecimento global
nas préoximas décadas e conseguentemente um cenario com aumento da
frequéncia e intensidade dos periodos de seca (IPCC, 2018). Este € um dos
fenbmenos naturais que mais impactam a produtividade agricola, sendo um fator
ambiental limitante ao desenvolvimento das plantas.

A cana-de-acucar € uma das culturas com maior destaque mundial,
apresentando grande importancia econémica, social e ambiental, € uma das
principais commodities agricolas em termos de producdo (DEVOS, 2010). O
grande diferencial da espécie esta associado as diversas aptidées, podendo ser
utilizada, tanto para producdo de acucar, quanto para a producdo de
biocombustiveis. A partir desse ponto de vista, destaca-se principalmente pela
producdo de etanol, um combustivel renovavel com crescente potencial de
utilizacdo, visando a substituicdo dos combustiveis fosseis. Além disso, o
potencial energético da cana-de-acUcar ndo se limita apenas a producdo de
etanol, podendo ser utilizado também para cogeracéo de energia (TROMBETA;
CAIXETA FILHO, 2017).

Os principais fatores que influenciam o desenvolvimento e a produtividade
da cana-de-acucar sao a temperatura do ar, disponibilidade hidrica e radiacao
solar (VIANNA; SENTELHAS, 2014), apresentando algumas exigéncias quanto
as condicdes meteoroldgicas, na fase de brotacdo (temperatura ideal),
perfilhamento (disponibilidade de agua e intensidade de luz) e crescimento
(estimulado por luz, umidade e calor) (BRUNINI,2008). Em relacdo a maturacao,
para o maior acumulo de sacarose, as condicfes climaticas (déficit hidrico e frio)
contribuem para que haja repouso fisiolégico e acumulo de sacarose nos colmos
(ANDRADE, 2006).

A baixa disponibilidade hidrica desencadeia alterac6es em parametros de
crescimento das plantas, afetando negativamente o desenvolvimento e o
desempenho produtivo das mesmas, sendo apontada como a principal causa da
reducdo da produtividade dos cultivos agricolas. A dimensdo do impacto
causado pelo déficit hidrico na produtividade agricola ocorre conforme a fase de
desenvolvimento da planta (RESENDE et al., 2008). Segundo Almeida et al.
(2008) e Gava et al., (2011), a necessidade hidrica da cana-de-agucar altera-se
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de acordo com o periodo de sua fase vegetativa de desenvolvimento e é
influenciada pelas condicbes ambientais, pelo gendtipo, manejo agricola e
periodo de plantio. O déficit hidrico na espécie pode reduzir em até 60% a
produtividade de colmos e de acucar (BASNAYAKE et al., 2015).

Dados recentes apontam para uma queda na producdo de cana-de-
acucar no Brasil em funcédo dos efeitos climaticos adversos da estiagem durante
o ciclo produtivo da cana-de-acUcar, bem como das baixas temperaturas
registradas em junho e julho deste ano. Como consequéncia a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2021) indica que deve ocorrer uma
reducdo de aproximadamente 10% na producdo de cana-de-acucar, com
estimativa que sejam colhidos 592 milhdes de toneladas.

A regido sul do Brasil apresenta diferenciacao climatica bem definida entre
as estacdes do ano. O Rio Grande do Sul possui clima temperado umido, com
chuvas bem distribuidas ao longo do ano, entretanto nas Ultimas décadas tem
sofrido com periodos significativos de escassez hidrica (SILVA, 2015). Nesse
sentido, os periodos de deficiéncia hidrica concentram-se especialmente no
verdo, onde a precipitacdo pluvial ndo atende a demanda evaporativa da
atmosfera. Dessa forma, o periodo de escassez hidrica no Rio Grande do Sul
coincide com o periodo de maior demanda hidrica da cana-de-agucar (HARTER,
2018).

Diversos trabalhos apontam que a utilizagcdo de microrganismos como
inoculantes pode ser considerada uma ferramenta estratégica importante para
mitigar os efeitos de diferentes tipos de estresse que acometem o crescimento e
desenvolvimento das plantas (DIMKPA; WEINAND; ASCH, 2009; YANG;
KLOEPPER; RYU, 2009; GROVER et al., 2011; KASIM et al., 2013; FUKAMI;
CEREZINI; HUNGRIA, 2018). Dessa forma, microrganismos benéficos podem
melhorar o desempenho das plantas em condicbes de estresse e
consequentemente aumentar a produtividade dos cultivos (MARANHAO et al.,
2019).

As bactérias promotoras do crescimento vegetal atuam através de
mecanismos como produc¢édo de fitormonios, solubilizagdo de fosfatos, producéo
de sideréforos, além da fixagdo bioldégica de nitrogénio. Tais caracteristicas

influenciaram a utilizagéo de diversas bactérias diazotréficas como inoculantes
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em cultivos de importancia agrondmica como cana-de-acucar (SCHULTZ et al.,
2012; VARGAS et al., 2014; MATOSO et al., 2020) milho (VASCONCELOS et
al., 2016; ALVES; SOBRAL; REIS, 2020), trigo (NABTI et al., 2010), arroz
(JARDIM et al., 2018).

Diante do exposto, verifica-se a importancia de estudos sobre a interacao
benéfica entre microrganismos e plantas, e seus efeitos nos mecanismos
fisiolégicos, bioquimicos e moleculares para tolerancia ao déficit hidrico.
Baseado neste contexto, este trabalho considera como hipoteses que (l) a
inoculagédo de bactérias diazotroficas e rizobactérias otimiza o crescimento e
desenvolvimento de plantas de cana-de-acucar; e (ll) a inoculagdo com bactérias

diazotréficas e rizobactérias promovem maior tolerancia ao déficit hidrico.
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2. Revisao bibliografica
2.1. Cana-de-acucar

A cana-de-acucar € uma das principais culturas de importancia econémica
mundial e é destaque no cenario agroindustrial nacional. O cultivo da espécie foi
introduzido no pais durante o século XVI, sendo utilizada principalmente para
producdo de acucar (VERISSIMO, 2012). O Brasil é historicamente o maior
produtor de cana-de-acUcar, sendo atualmente o lider na producéo da cultura.
Segundo dados disponibilizados CONAB (2021), a cana-de-agUcar apresentou
areacolhida estimada em 8,62 milhdes de hectares e rendimento médio de 76t
ha! na safra 2020/21, com producéo total de 654,8 milhGes de toneladas.

A cana-de-acucar é uma graminea de clima tropical pertencente a familia
Poaceae, desenvolve-se na forma de touceiras, com formacdo de perfilhos
(SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008). A parte aérea é constituida por colmos
(segmentados em nds e entrends), folhas e inflorescéncias, e por uma parte
subterranea, constituida por raizes e rizomas (MARAFON, 2012). Devido a
estrutura tipo rizoma sob o rés do solo, a cana rebrota sempre que a parte aérea
for cortada, sendo a nova brotacdo conhecida como soqueira (MATSUOKA,
1996; IDO, 2003; ANTUNES, 2015).

O metabolismo da cana-de-acucar € do tipo C4, com alta eficiéncia para
producdo de fitomassa e no uso de recursos como agua e nitrogénio (SMIT;
SINGELS, 2006; SAGE et al, 2013). Na fotossintese C4 ocorre a separacao
espacial da aquisicao e reducéo do carbono em dois tipos de células: as células
do mesofilo e as células da bainha. As plantas com este tipo de metabolismo,
apresentam um mecanismo de concentracdo de CO:z nas células do mesdbfilo,
inicialmente fixados pela fosfoenolpiruvatocarboxilase (PEPcase), mobilizando o
CO: e transportando-o na forma de compostos organicos de quatro carbonos
(MARIN; NASSIF, 2013). Os acidos C4 sao transportados para as células da
bainha, onde sé&o descarboxilados e o COz2 liberado entra no metabolismo C3,
via ribulose 1-5-bifosfato (RuBP) (MACHADO et al., 2013).

A crescente preocupacdo com a questdo ambiental e a valorizagéo de
fontes alternativas para substituicdo de combustiveis fosseis, associado a

utilizacao e valoracdo dos subprodutos industriais do processamento da cana-
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de-agucar, influenciam forte expanséo do cultivo de cana-de-acucar no Brasil. O
pais destaca-se mundialmente no setor sucroenergético, como um mercado em
constante expansao tanto na producéo de acgucar, como na producéo de etanol
(RODRIGUES; ORTIZ, 2016).

A matriz energética brasileira apresenta grande destaque em relacéo a
proporcdo de fontes renovaveis quando comparada aos paises da OCDE-
Organizacédo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico-, bem como a
nivel mundial. No ano de 2018, 45,3% da matriz energética foi formada por fontes
renovaveis, sendo que etanol e bagaco de cana-de-agucar representam 38,4%
das fontes renovaveis que compde a matriz energética brasileira (MME, 2019).

No estado do Rio Grande do Sul, apesar da area com cana-de-acucar nao
apresentar grande expressdo em relacdo ao cendrio nacional, o cultivo desta
espécie representa grande importancia socioecondmica, estando vinculado
principalmente a agricultura familiar e presente em aproximadamente 45 mil
propriedades rurais, muitas vezes sendo considerada a principal fonte de renda
(IBGE, 2006). A importancia da cultura esté associada a diversidade de produtos
obtidos a partir do seu processamento. Além da producdo de etanol e aglcar,
pode ser utilizada como fonte de alimento para animais e na fabricacdo de
produtos agroindustriais como rapadura, melado, cachaca e acucar mascavo.

Segundo Rugeri (2015), no ambito da agricultura familiar, a producéo e a
comercializacdo dos produtos derivados de cana-de-acucar apresenta grande
importancia, pois além de contribuir para agregacao e geracao de renda, pode
ser considerada uma oportunidade de trabalho e incentivo a permanéncia do
agricultor no meio rural. No que se refere ao valor agregado de produtos, quando
sao analisados dados de valores de venda por estabelecimento, o produto que
apresenta maior destaque € a aguardente de cana, chegando ao dobro do valor
de queijo e requeijao, que aparecem em segundo lugar (GAZOLLA et al., 2012).

Em relacdo as variedades de cana-de-acucar, estas podem ser
consideradas um dos fatores mais importantes do sistema de produc¢éo, sendo
que através destas €é possivel elevar a eficiéncia produtiva. No Brasil, atualmente
existem trés programas de melhoramento genético da cana-de-agucar, sendo
estes: Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro-

RIDESA (variedades RB — Republica do Brasil), Centro de Tecnologia
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Canavieira (variedades CTC) e Instituto Agronémico de Campinas (variedades
IAC). O principal objetivo dos programas de melhoramento € a obtencdo de
variedades com elevada rusticidade sem perder o teor de acucar.

Além da rusticidade e teor de agucar, a resisténcia a fatores biéticos e o
ciclo de maturacao sédo alvos de estudo. Em relacdo a maturacao, as variedades
podem ser classificadas em trés grupos, variedades precoces, possibilitando a
colheita a partir de abril, variedades de ciclo médio, com maturacdo entre 0s
meses de junho a setembro e variedades de ciclo tardio, que completam o ciclo
de desenvolvimento e maxima concentracdo de agucar apos outubro (MARIN et
al., 2009).

A escolha da variedade € um dos principais fatores que afetam o
desempenho produtivo da cana-de-agucar, bem como a qualidade dos produtos
obtidos a partir desta matéria-prima. Devem ser considerados alguns aspectos
para a selecao das variedades, como: adaptacao as condi¢cdes edafoclimaticas
da regido; elevada produtividade e qualidade; elevado teor de acucar; resisténcia
a pragas e doencas, bem como o ciclo de maturagéo (SILVA et al., 2016). Para
o Rio Grande do Sul, ja foram indicadas para cultivo 12 variedades (Tabela 1).

Tabela 1-Variedades de cana-de-acucar indicadas para cultivo no Rio Grande do Sul.
*P:

Variedade Ciclo de maturacéo
RB845210 M/T*
RB855156 P
RB867515 MIT
RB925268 MIT
RB925345 P
RB92579 MIT
RB935744 M/T
RB946903 P
RB965902 P
RB966928 P
RB987935 M/T
RB036088 P

precoce; M= Médio; T= Tardio.
Fonte: Silva et al., 2016.

2.2. Estresse abiotico

Estresses sao situacdes e condi¢cdes externas que causam algum tipo de
desvantagem e/ou prejuizo aos vegetais. As plantas estdo constantemente
sujeitas a varios tipos de estresse, como ataque de patdgenos, estresse hidrico,

estresse luminoso, dentre outros (ROSADO et al.,, 2018). Dessa forma, a
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produtividade agricola pode ser afetada por uma série de estresses bidticos e
abidticos que afetam o crescimento e desenvolvimento vegetal. Entre os
principais fatores ambientais que afetam o crescimento vegetal, podem ser
citados, luz, agua, temperatura, disponibilidade de nutrientes no solo e 21 toxinas
(metais pesados e salinidade). As alteracdes desses fatores, além dos limites
normais, em geral tém consequéncias bioquimicas e fisiolégicas negativas para
as plantas (TAIZ; ZEIGER; MOLLER; MURPHY, 2017).

Os estresses ambientais sdo fatores limitantes para o desenvolvimento de
diversas espécies, reduzindo a produtividade e limitando a expansdo das
culturas para novas areas. O estresse causa mudancas e respostas em todos
os niveis funcionais do organismo causando desvio significativo das condi¢cdes
Otimas para a vida podendo ser reversiveis a principio ou tornarem-se
permanentes (LARCHER, 2000)

As plantas sdo organismos sésseis que necessariamente desenvolveram
estratégias e mecanismos de protecdo para suportarem ambientes
desfavoraveis e muitas vezes extremos, enquanto disponibilizam recursos para
completar seu ciclo de vida. Dessa forma, as plantas tém que desenvolver
diferentes estratégias e mecanismos de adaptacao fisiologica as diferentes
condicbes de cultivo. Para isso, os vegetais podem produzir alteracdes
metabdlicas, fisioldgicas e anatdbmicas para contrapor os efeitos do estresse
abidtico. Esses mecanismos compreendem a capacidade de acumular
metabdlitos e proteinas de protecdo, regular crescimento, morfogénese,
fotossintese, transporte através da membrana, aberturas estomaticas e alocacéo
de recursos (TAIZ; ZEIGER; MOLLER; MURPHY, 2017).

2.2.1 Déficit hidrico

No geral, a produtividade dos cultivos é influenciada principalmente pelas
seguintes variaveis meteorolégicas: chuva, temperatura do ar e radiagdo solar
(SENTELHAS; MONTEIRO, 2009). Entre os fatores ambientais, sabe-se que a
baixa disponibilidade hidrica € apontada como um dos principais fatores que

causam declinio da produtividade agricola, afetando negativamente o
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crescimento vegetal, com reduc¢des substanciais na taxa de crescimento das
plantas e no acumulo de biomassa.

O déficit hidrico € um estresse multidimensional, que se estabelece
quando a absor¢cdo de agua pelo sistema radicular ndo atende a demanda
vegetal (FAN et al., 2006). As plantas respondem ao estresse através da
manipulacdo de processos fisiologicos, alterando fotossintese, respiracao,
relacbes hidricas, antioxidantes e também o metabolismo hormonal. Estas
alteracOes fisiologicas em resposta ao déficit hidrico desempenham papel
fundamental na mitigagdo do estresse (BHARGAVA; SAWANT, 2012). O
desequilibrio causado pelo estresse abidtico desencadeia uma série de
alteracdes, que podem ser divididas entre efeitos primarios e secundarios nas
plantas. Os efeitos primérios, séo relacionadas as propriedades fisicas e
quimicas das células, como reducéo da expansao celular, a reducao do potencial
hidrico e a desidratacdo celular, podendo também dar origem a efeitos
secundarios, como reducao das atividades metabdlicas, fechamento estomético,
inibicao fotossintética, producao de espécies reativas de oxigénio (ERO’S), entre
outros (TAIZ; ZEIGER; MOLLER; MURPHY, 2017; DIAS, 2018).

As respostas fisiologicas das plantas ao déficit hidrico (a nivel celular,
metabdlico, bioquimico e fisioldgico) provocadas pelo estresse, bem como o
prejuizo a produtividade variam de acordo com a espécie, genotipo, tipo de solo,
nutrientes, clima, intensidade do estresse e principalmente a fase fenoldgica em
gue o estresse ocorre (RAMESH, 2000; PIMENTEL, 2004; INMAN-BAMBER;
SMITH, 2005). Conforme Santos e Carlesso (1998), a frequéncia e a intensidade
do déficit hidrico sdo os fatores mais importantes associados a limitacdo da
producéo agricola.

O déficit hidrico impacta diversos aspectos da fisiologia da planta,
principalmente a capacidade fotossintética. Em periodos de escassez de chuva,
a baixa disponibilidade hidrica induz as plantas ao fechamento estomatico,
consequentemente, reduzindo a assimilacdo de CO2, e prejudicando a
fotossintese (SENTELHAS; MONTEIRO, 2009). A taxa fotossintética € reduzida
principalmente pelo fechamento estomatico, danos na membrana e pela
atividade alterada de diversas membranas, principalmente as envolvidas na
sintese de ATP (FAROOQ et al., 2012).
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Entre as diversas alteragfes ocorridas nas plantas devido a falta de 4gua,
€ comum observar reducdes no teor relativo de agua (TRA) na folha (LAWLOR
& CORNIC, 2002; AZEVEDO NETO et al., 2004; SMIT; SINGELS, 2006,
PINCELLI, 2010). Outra alteracdo frequente € o desbalanco metabdlico, causado
pelo aumento da producdo de ERO’s, sendo uma resposta ao déficit hidrico,
nociva as plantas (PIMENTEL, 2004).

Como mecanismo de tolerancia, citam-se o aumento da sintese de
compostos antioxidantes, acido ascorbico, carotenos, e alguns fitormdnios como
0 &cido abscisico, acido salicilico e acido jasménico (ALI et al., 2017). Uma
alteracdo caracteristica de plantas tolerantes ao déficit hidrico é o fechamento
estomatico precoce como uma das primeiras respostas a desidratacao.

O déficit hidrico acelera a biossintese do acido abscisico (ABA),
conhecido como “horménio do estresse”, exerce importante fungcéo na resposta
da planta ao déficit hidrico diminuindo a condutancia estomatica para minimizar
as perdas por transpiracdo (DAVIES; ZHANG, 1991; FAROOQ et al., 2012). O
ABA atua na manutencao do status hidrico da planta através da regulacao das
células guardas e promocéao do fechamento estomatico, bem como pela indugéo
de genes que codificam proteinas e enzimas associadas a tolerancia a
desidratacdo (ALI et al., 2017). Outros autores apontam que o ABA ainda pode
ter papel na diferenciacdo estomatica, na sintese de ceras epicuticulares, na
inibicdo do crescimento e desenvolvimento da parte aérea (SAUTER; DAVIES;
HARTUNG, 2001) e na estabilidade do aparato fotossintético (GONG; LI; CHEN,
1998).

Segundo Farooq et al. (2012), a tolerancia ao déficit hidrico € um
fendbmeno complexo, que envolve diferentes fatores, sendo associada a
regulacdo estomatica, sistema radicular, ajuste osmotico, equilibrio hormonal,
espessura da cuticula, entre outros. Conforme apontam GRZESIAK et al. (2006),
entre as razdes fisiolégicas que determinam as diferencas de sensibilidade e
tolerancia ao déficit hidrico em diferentes genaotipos destacam-se a manutencao
do estado hidrico dos tecidos em genotipos tolerantes, associada a redugcao mais
rapida da abertura estomética e a limitacdo da transpiracdo; e também a
remogcdo mais eficiente dos efeitos prejudiciais do déficit hidrico durante a

reidratacgéo.
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A cana-de-acUcar é uma espécie que apresenta certa tolerancia ao déficit
hidrico, entretanto € altamente responsiva a irrigacdo (SINGH; SHUKLA;
BHATNAGAR, 2007). Shaw e Innes (1965) apontam que as maiores respostas
ocorrem quando a irrigacdo € realizada no inicio do desenvolvimento, o que
indica maior demanda hidrica durante o periodo de estabelecimento e
perfilhnamento. Vale ressaltar que o periodo de perfilhamento na cana é
considerado a fase de crescimento mais importante do desenvolvimento, que
reflete diretamente no rendimento da cana-de-acUcar (SINGH; SHUKLA;
BHATNAGAR, 2007). Ainda, a ocorréncia de déficit hidrico neste periodo,
ocasiona efeitos mais severos na diminuicdo das taxas de crescimento e
consequentemente na producéo de biomassa.

Em cana-de-aglcar uma caracteristica comum em resposta ao déficit
hidrico é o enrolamento foliar, como uma forma de reduzir a transpiracédo. Outras
respostas comuns sdo a inducdo do crescimento radicular, inibicdo do
crescimento do caule e da folha, senescéncia e reducéo da area foliar (INMAN-
BAMBER; LAKSHMANAN; PARK, 2012).

Os autores Inman-Bambere Smith (2005) apontam que algumas cultivares
de cana-de-acUcar apresentam determinadas caracteristicas de adaptacao ao
déficit hidrico, como o fechamento estomatico precoce, a queda de folhas e area
foliar reduzida. O fechamento estomatico precoce € uma das primeiras respostas
a desidratacdo, sendo esta uma caracteristica desejavel, porém varidvel em
genaotipos de cana-de-acgUcar, causada pela eficiente sinalizacdo entre as raizes
e as folhas (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; MACHADO, 2009; PINCELLI,
2010).

2.3. Bactérias promotoras do crescimento vegetal

Nas plantas, comunidades bacterianas podem ser encontradas em
associacdo com diferentes tecidos, e sua atuagdo pode ocorrer através de
processos essenciais para o desenvolvimento da planta, ou através do controle
bioldgico, por antibiose ou pela inducdo de resisténcia sistémica vegetal
(ANDREOTE, 2007).

Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) sédo bactérias

benéficas de vida livre de grande importancia na agricultura. As BPCV podem
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ser classificadas como epifitas (encontradas na superficie vegetal) ou
endofiticas, capazes de colonizar o interior do vegetal, em alguma fase do seu
ciclo de vida (KUMAR et al., 2017), ndo sao fitopatogénicas, e podem atuar
diretamente na promogdo do crescimento ou indiretamente auxiliando no
controle bioldgico (MARIANO et al, 2004). Um grupo importante de
microrganismos, classificado entre as BPCV, séo as bactérias diazotréficas, que
podem estimular o crescimento vegetal através de interacdes diretas ou indiretas
com as raizes das plantas, podendo auxiliar no desenvolvimento vegetal.

Ha diversos mecanismos pelos quais as bactérias diazotréficas podem
afetar diretamente o crescimento da planta, como no incremento da absorcéo de
nutrientes, solubilizacdo de minerais, pela fixacdo biolégica de N2 (FBN), pela
producdo de acido cianidrico, enzimas como a ACC-desaminase, fitorménios
que podem interferir no crescimento das plantas, bem como promover o
crescimento de raizes (SALA et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2010). Algumas
dessas bactérias sdo capazes de apresentar mais de um mecanismo de
promocdo de crescimento nas plantas (AHMAD et al., 2008). As interacdes
indiretas sdo aquelas relacionadas a capacidade das bactérias promotoras do
crescimento diminuirem ou impedirem os efeitos de fitopatdogenos, atuando
como agentes de controle bioldgico (GLICK, 1995). Essa atuacdo pode ocorrer
através da producdo de acido cianidrico, bacteriocinas e antibiéticos, pela
competicdo por espaco, Fe3* e outros nutrientes, por inducdo de resisténcia e
protecdo cruzada (MARIANO et al., 2004).

Na maioria dos géneros de bactérias endofiticas, a producdo de
fitormbnios como auxinas, citocininas e etileno, bem como o aumento da
absorcdo de agua e nutrientes sdo 0s principais responsaveis pelo crescimento
da planta (MARIANO et al., 2004). Os microrganismos endofiticos possuem a
capacidade de penetrar o tecido vegetal e colonizar o hospedeiro através de
aberturas e feridas, como as geradas na emergéncia de raizes secundarias ou
abrasfes geradas pelo crescimento das raizes penetrando no solo. Além disso,
podem também invadir os tecidos através dos estdmatos e hidatodios, ou por
ferimentos causados por insetos, ou durante a colheita de frutos. Dessa forma,
podendo habitar o apoplasto (QUADT-HAL LMANN et al., 1997, MAHAFFEE et
al., 1997), vasos condutores (HALLMANN et al., 1997; MAHAFFEE et al., 1997)
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e ocasionalmente o meio intracelular (KLOEPPER, 1996; QUADT-HALLMANN,
1996).

A introducéo de bactérias benéficas pode normalizar e, em alguns casos,
melhorar o desempenho da planta em ambientes estressantes, dessa forma,
preservando ou até mesmo aumentando o rendimento (BENSALIM et al. 1998).
Algumas espécies de microrganismos podem estar relacionadas a tolerancia a
estresses abioticos, induzindo ou mediando a tolerancia, uma vez que sao
capazes de estimular a producdo de substancias osmorreguladoras. Além do
ajustamento osmotico, podem estar envolvidos também na regulacdo da
abertura e fechamento estomatico, em modificacdes morfologicas e histologicas
dos tecidos vegetais, assim contribuindo para a tolerancia ao déficit hidrico. Um
exemplo disso € a producao de glicina-betaina por bactérias osmotolerantes, que
pode agir sinergicamente com compostos produzidos pela planta em resposta
ao estresse (DIMKPA et al., 2009).

Conforme, Forchetti et al. (2007), plantas tratadas com bactérias
promotoras do crescimento vegetal apresentam um aumento na tolerancia a
estresses ambientais, incluindo o déficit hidrico. Uma hipGtese para isso € um
dos poucos mecanismos propostos para explicar o efeito de tolerancia, onde as
bactérias que contém a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
desaminase atuam promovendo uma protecao significativa das plantas contra
niveis elevados de etileno, que é aumentado durante o estresse. A principal
funcdo desta enzima € catalisar a clivagem do ACC, precursor do etileno, o que
causa a reducdo na producdo deste hormdnio vegetal, atenuando os efeitos
negativos do estresse (GLICK et al., 1998; 2012; 2014; FORCHETTI et al., 2007).

Estudos apontam que estirpes isoladas de uma espécie vegetal, sdo mais
aptas a se reestabelecer nas raizes, quando inoculadas na mesma espécie
(BALDANI; BALDANI, 2005, FIGUEIREDO et al., 2010). Os genétipos das
plantas sdo importantes fatores para determinar a composi¢éao das comunidades
bacterianas associadas as plantas, sendo considerado um fator chave na
interacdo com 0s microrganismos e na obtencéo dos beneficios causados pelas
bactérias diazotréficas endofiticas (REIS et al., 2000; ANDREOTE, 2007).
Muitos autores tém demonstrado a importancia do genétipo da planta em

associacdo com microrganismos, em diversas espécies aléem da cana-de-acucar
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(LOPES, 2013; CHAVES et al., 2015; LOPES et al., 2019), trigo (SALA et al.,
2007), milho (PEREIRA et al., 2015; ZEFFA et al., 2019).

Nos ultimos anos houve um grande avanco nos estudos com
microrganismos do solo e na compreensao de suas fungbes no ecossistema, e
0 interesse pela utilizacdo de microrganismos na agricultura aumentou
consideravelmente, visto que podem ser considerados potenciais substitutos de
produtos quimicos, tanto em relacdo a promocdo de crescimento quanto ao
controle bioldgico de pragas e doencas, contribuindo para uma agricultura mais
sustentavel (SOUZA, 2001; PEIXOTO NETO; AZEVEDO; ARAUJO, 2002;
SANTOS; VARAVALLO, 2011).

Nesse sentido, surgem os inoculantes microbiologicos, uma tecnologia
apontada como alternativa para agricultura ecolégica e mais sustentavel, a partir
da utilizacdo de microrganismos com agdo promotora de crescimento ou
biocontroladora. Conforme a definicao legal, descrita no Decreto n°® 4954/2004
(BRASIL, 2004), inoculante é todo o produto que contém microrganismos com
atuacéo favoravel ao crescimento de plantas.

Atualmente os inoculantes sdo desenvolvidos em duas formas fisicas,
sélidos, tendo como base a turfa, ou liquidos, com as bactérias estabilizadas por
protetores celulares. Os inoculantes turfosos apresentam grande quantidade de
sais minerais, propriedades adsorventes, que reduzem o efeito de toxinas
produzidas durante o crescimento microbiano e também aumentam o tempo de
prateleira dos inoculantes, quando comparados a outros produtos. Entretanto, a
turfa € um recurso natural ndo renovavel, e deve ser levado em consideracéo
outras desvantagens da sua utilizacdo, como a interferéncia no crescimento
microbiano em decorréncia do material de origem da turfa, o tempo de
esterilizacdo que torna o produto mais caro, além de que o produto deve ser
aplicado via sementes/toletes, ndo ao solo (BUCHER; REIS, 2008).

Visando facilitar a difusdo da tecnologia e o uso do inoculante foram
desenvolvidos os inoculantes liquidos (ALBAREDA, et al., 2008). Estes
atualmente sdo a porcentagem mais significativa no mercado de inoculantes,
apresentam composicdo variada, contendo diferentes fontes de nutrientes,
estabilizadores e protetores celulares. Quando comparado ao inoculante turfoso,

possui um processo de fabricacdo simplificado, tendo menores custos de
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producdo. Além disso, o0 inoculante liquido permite tanto a aplicagdo via
sementes, quanto diretamente no sulco (DENARDIN, 2006).

Diferentemente dos resultados obtidos com fertilizantes quimicos, o
potencial de utilizacdo deste tipo de biotecnologia € dependente da relagéo entre
planta e insumo bioldgico, sendo que os efeitos podem variar de acordo com a
espécie, idade da planta, concentracdo e forma de aplicacdo do produto, tipo de
solo, condi¢cdes ambientais entre outros aspectos (AGUIAR, 2015).

No Brasil, desde 2008, existem inoculantes recomendados para
gramineas, sendo o primeiro indicado para o arroz e milho, contendo bactérias
da espécie Azospirillum brasiliense, selecionadas pela Embrapa Soja e pela
Universidade Federal do Parana (UFPR). Em relacéo a cana-de-acucar, estudos
sobre a FBN nesta cultura iniciaram-se nas décadas de 60 e 70, por um grupo
de pesquisadores ligados ao Centro Nacional de Pesquisas em Agrobiologia,
atualmente a Embrapa Agrobiologia, que possibilitaram muitas descobertas na
area, incluindo a identificacdo de diversas espécies de bactérias diazotroficas
associadas a cana-de-acucar, e a contribuicdo da FBN em até 70% em algumas
variedades (SCHULTZ, 2012).

Em cana-de-acuUcar, a inoculagcdo com mistura de diferentes espécies de
bactérias diazotroficas em plantas micropropagadas de cana-de-acucar,
contribuiu para aumento significativo no acumulo de massa fresca nos colmos
(OLIVEIRA et al., 2002). No entanto, o mesmo efeito n&o foi observado, quando
realizada a inoculacdo individualizada das bactérias, quando comparado ao
controle ndo inoculado (OLIVEIRA et al., 2002). Os mesmos autores apontam
gue a inoculagcdo com um pool de cinco estirpes de bactérias diazotréficas,
contribuiu significativamente para a FBN em estudos com a variedade SP70-
1143, em solos de baixa fertilidade, promovendo produtividades similares as
alcancadas em solos que receberam adubacéo nitrogenada (OLIVEIRA et al.,
2006). Segundo Kleingesnds (2010), a inoculacdo de bactérias nesta cultura
pode promover o aumento das raizes, da assimilagdo de CO2 e também no
nuamero de folhas. O efeito da inoculacédo de bactérias diazotroficas em cana-de-
acucar também foi observado sobre o perfilhamento e a altura de plantas, em
estudo com a inoculagéo de seis estirpes de Gluconacetobacter diazotrophicus

associadas a doses de nitrogénio (SUMAN et al., 2005).
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Em 2008 foi langcado um inoculante especifico para a cana-de-agucar
desenvolvido pela Embrapa Agrobiologia, que pode ser aplicado tanto em cana-
planta, quanto em cana-soca. O inoculante € composto por cinco estirpes de
bactérias diazotroficas: Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirilum
seropedicae, Herbaspirilum rubrisubalbicans, Azospirilum amazonensee

Burkholderia tropica, abordadas a seguir:
2.3.1 Género Gluconacetobacter

Dentre as bactérias descritas neste género, existem quatro espécies
fixadoras de nitrogénio atmosférico: G. diazotrophicus, G. azotocaptans, G.
johannae e G. kombuchae (VIDEIRA; ARAUJO, BALDANI, 2007).

A espécie Gluconacetobacter diazotrophicus, isolado por Cavalcante;
Dobereiner (1988), é a mais estudada em associacdo com a cana-de-agucar. A
G. diazotrophicus, foi reclassificada em Acetobacter diazotrophicus, a partir de
estudos de homologia DNA-RNA desenvolvidos por Gillis et al., (1989), e mais
tarde incorporada ao género Gluconacetobacter (YAMADA; HOSHINO;
ISHIKAWA, 1997). Esta bactéria foi isolada de inimeras variedades de cana-de-
acucar, em diversas regifes do Brasil, sendo encontrada também em outros
paises como Australia, Cuba, Argentina e México (LI e MACRAE, 1991;
FUENTES-RAMIREZ et al., 1993; DONG et al., 1994; BELLONE et al., 1997).

Conforme Reis et al. (1994) e Boddey et al. (1998), essa bactéria coloniza
raizes, colmos e folhas de cana-de-aclcar em nimeros de até 10° células g de
massa fresca. Caballero-Mellado et al. (1994; 1995), apontam que esta espécie
apresenta baixa diversidade genética, e a populacdo presente nos tecidos tende
a diminuir conforme a idade da planta (SILVA, 1999;: PERIN, 2003; MUNOZ-
ROJAS et al., 2003).

Apresenta ampla distribuicdo, e além dos efeitos benéficos associados a
fixac&o de nitrogénio, produz horménios de crescimento das classes de auxinas
e giberelinas (LEE et al., 2004), e também apresenta potencial de atuagdo no
controle bioldgico (PINON et al., 2001; BLANCO et al., 2005).
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2.3.2 Género Herbaspirilum

Este género apresenta 11 espécies, das quais cinco sdo descritas como
fixadoras de nitrogénio: H. seropedicae, H. rubrisubalbicans, H. frisingense, H.
lusitanume H. hiltneri (VIDEIRA; ARAUJO, BALDANI, 2007). As espécies do
género Herbaspirilum sdo encontradas associadas a poaceas, como cana-de-
acucar, arroz, milho, sorgo e capim elegante. O género Herbaspirillum foi
descrito inicialmente junto com a primeira espécie H. seropedicae (BALDANI et
al, 1986). As espécies deste género sdo gram-negativas e microaerdbias quando
fixam nitrogénio.

Duas espécies do género Herbaspirillum fazem parte da formulagdo do
inoculante usado para a cana-de-acucar, Herbaspirilum seropedicae e
Herbaspirillum rubrisubalbicans originalmente descrita como Pseudomonas
rubrisubalbicans (GILLIS et al., 1991) e reclassificada por BALDANI et al. (1996).

Herbaspirillum rubrisubalbicans é a espécie reconhecida por causar a
doenca da estria mosqueada em cana-de-acucar (CHRISTOPHER;
EDGERTON, 1932; KRASILNIKOV, 1949). Entretanto, € importante observar
que ndo ha relatos de reducao na produtividade da cultura, sendo que a doenca
s6 manifesta sintomas em genoétipos sensiveis de cana-de-acucar, como o B

4362, atualmente utilizado para estudos de inoculacdo (BALDANI et al., 1997).
2.3.3 Género Azospirilum

O género Azospirilum é considerado predominante entre
monocotiledéneas como cana-de-acucar, arroz, milho e sorgo, engloba bactérias
gram-negativas, aerobicas e ndo fermentativas. Estudos apontam que este
género de bactérias possui caracteristicas de grande importancia econémica
para agricultura, como a producao de substancias promotoras de crescimento
vegetal, producao de sideréforos e a fixacao biologica de nitrogénio, Patriquin et
al. (1983) descobriu que este género tinha capacidade de fornecer grandes
guantidades de N através da FBN.

S&o0 microrganismos capazes de crescer utilizando N atmosférico como
Unica fonte de nitrogénio (HUERGO, 2006). Contudo, as fontes de nitrogénio
podem ser oriundas da amonia, aminoacidos, nitrato, nitrito e nitrogénio

atmosférico. As fontes de carbono preferéncias sdo carboidratos como glicose e
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frutose, bem como acidos organicos, como malato e piruvato (DOBEREINER,
1995).

Na composicdo do inoculante misto para cana-de-acucar, a espécie que
€ formulada junto ao inoculante €& Azospirilum amazonense, que foi
reclassificada como Nitrospirillum amazonense (MAGALHAES et al., 1983; LIN

et al., 2014).
2.3.4 Género Burkholderia

Descrito em 1992, conta com 29 espécies descritas, colonizam diversos
nichos ecoldgicos e sdo importantes componentes da comunidade microbiana
do solo. Algumas espécies sao descritas como fitopatogénicas e também podem
provocar doencas em animais e humanos. Entretanto a maioria das espécies
nao sdo patogénicas e podem participar da promoc¢ao do crescimento vegetal
através da FBN e da producao de fitorménios.

As bactérias diazotroficas do género Burkholderia, também séo
encontradas em associacdo com plantas da familia das leguminosas,
participando da formac&o dos nddulos. No entanto, ocorrem diferengas entre as
espécies que nodulam plantas leguminosas, das que se associam a gramineas
(VANDAMME et al., 2002).

A espécie deste género que compde a mistura de bactérias diazotroficas
para cana-de-acgucar € Burkholderia tropica (REIS et al., 2004), hoje denominada
Paraburkholderia tropica.

No ano de 2018, foi lancada uma nova solucéo tecnoldgica desenvolvida
pela Embrapa Agrobiologia em parceria com outras instituicbes, o inoculante
microbiol6gico denominado Aprinza®, desenvolvido especificamente para o uso
em cana-de-acUcar, que contém a bactéria diazotrofica Nitrospirillum
amazonense. O lancamento deste produto ocorreu em parceria com a empresa

Basf e o inoculante Aprinza® integra o pacote tecnolégico Muneo®Biokit.
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3. Metodologia Geral
O trabalho foi conduzido na Estacdo Experimental da Embrapa Clima

Temperado, em Pelotas-RS, foram avaliadas duas variedades de cana-de-
acucar (RB867515 e RB966928) e um clone (RB016916) provenientes da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (Ridesa) e
disponibilizados pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-acucar
(PMGCA/UFPR). Desses, 0s primeiros ocupam a maior area cultivada no Brasil
(IAC, 2019), e o clone RB016916, destaca-se com potencial para o plantio no
Rio Grande do Sul (ANTUNES et al.,, 2017). A descricdo das variedades
conforme Daros et al., (2010); Daros et al., (2015); Silva et al., (2016), segue
abaixo:

RB867515

A RB867515 é a variedade de cana-de-acucar mais plantada no Brasil.
Destaca-se pela rusticidade, apresenta vantagem comparativa em solos pobres,
sendo o sucesso de plantio associado a possibilidade de expansdo para areas
de solos de baixa fertilidade, arenosos ou com restricbes hidricas. Apresenta
perfilhamento médio, com colmos de diametro médio e alta uniformidade.

RB966928

Indicada para plantio e colheita mecanizada, a RB966928 é uma
variedade de ciclo precoce, que apresenta alta produtividade, elevado
perfilhamento, tanto em cana-planta quanto em cana-soca com excelente
fechamento de entrelinhas. E adaptéavel aos diferentes ambientes de producéo,
obtendo boa produtividade em ambientes médios. Apresenta qualidade para
colheita em inicio e meio de safra, com elevada riqueza (>20°Brix). Além disso
possui excelente capacidade para brotacdo das soqueiras, elevada sanidade
vegetal, e também boa performance sob condi¢des de estresse por frio.

RB016916

O genotipo RB016916 € considerado um clone em potencial. Apresenta
ciclo de maturacéo precoce, com alto desempenho produtivo e elevada riqueza.
Ainda, conforme aponta Antunes et al.,, (2017), ao avaliar o desempenho
produtivo de gendtipos precoces de cana-de-agucar, o gendtipo RB016916
apresenta elevada estabilidade fenotipica para as variaveis tonelada de colmos
por hectare (TCH) e tonelada de sélidos soluveis totais por hectare (TSSTH), e

ampla adaptagcao aos ambientes testados.
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Para verificar o efeito dos inoculantes no desenvolvimento inicial da cana-
de-acucar e na promocao de tolerancia ao déficit hidrico, foram testadas trés
diferentes inoculacdes, contrastados com dois controles (sem inoculacdo e com
adubacao nitrogenada). Para o inoculante 1 (I1), foi utilizado o inoculante
comercial para cana-de-aglcar Aprinza®, formulado com a bactéria diazotréfica
Nitrospirillum amazonense. O inoculante 2 (12) formulado a partir de um coquetel
com mistura de cinco estirpes de bactérias diazotréficas (Herbaspirillum
rubrisubalbicans, H. seropedicae, Burkholderia tropica, Gluconacetobacter
diazotrophicus e Nitrospirilum amazonense). O inoculante 3 (I3) é constituido
por uma rizobactéria promotora de crescimento vegetal da espécie
Exiguobacterium acetylicum, estirpe XT-38, disponibilizada pelo Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Clima Temperado. O trabalho foi realizado em duas
fases, que serdo apresentadas nos capitulos 1 e 2 desta dissertacao.
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4. CAPITULO I. Desenvolvimento de mudas de cana-de-aclcar inoculadas

com diferentes bactérias promotoras de crescimento
4.1 Introducao

A cana-de-agUcar é uma das espécies cultivadas de maior importancia
socioeconf6mica para o Brasil, sendo considerada uma alternativa ao setor de
biocombustiveis, devido ao grande potencial na producdo de etanol, além dos
demais subprodutos. O setor sucroalcooleiro no Brasil, apresenta um grande
diferencial, justamente por operar numa conjuntura positiva e sustentavel,
diferentemente de outros paises (CONAB, 2021). A relevancia deste cultivo no
cenario do agronegadcio brasileiro, torna fundamental a realizacdo de um plantio
de qualidade, tendo em vista que as decisfes tomadas durante esse periodo
influenciam todo o ciclo produtivo (PAULI, 2009).

Atualmente, a forma preferencial de multiplicagdo da cana-agucar é
atraves de toletes (colmos inteiros ou segmentos de colmos), sendo uma técnica
utilizada ha muitos anos (MAY; RAMOS, 2019). No entanto, o plantio
convencional de cana-de-agucar exige a utilizacdo de grandes quantidades de
material vegetativo, aproximadamente 20 t ha' (MAY; RAMOS, 2019; NICCHIO
et al., 2020). Associado a isto, no plantio mecanizado € comum visualizar falhas
nas linhas de plantio do canavial, que podem acarretar reducao da produtividade.
Como alternativa ao método convencional, o Instituto Agronémico de Campinas,
desenvolveu um método de plantio através da producao de mudas pré-brotadas
(MPB), que séo originadas através da individualizacédo das gemas (LANDELL et
al., 2012). A utilizacdo dos minitoletes de gema Unica possibilita a reducao do
volume de colmos utilizados e dos custos de producédo, Jain et al. (2010), aponta
que a técnica permite que até 80% da massa do material utilizado no plantio
convencional seja economizado atraveés da multiplicacdo de MPB. Além disso,
este sistema propicia maior sanidade das mudas e homogeneidade das
lavouras, a partir da escolha de gemas nao deterioradas e livres de patégenos.

A partir do surgimento dos conceitos de sustentabilidade, os impactos
negativos socioambientais passaram a ser observados de uma nova forma,
exigindo também um novo padrdo de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico,

e ao se observar isoladamente o setor agricola, atualmente busca-se como
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objetivo a agricultura sustentavel (KHAN et al., 1997; SILVA; GOES; PUTTI,
2020).

Diante de um cenario que visa a conscientizacdo mundial,
internacionalmente estdo sendo realizados muitos esforgcos para estabelecer
uma relacdo mais equilibrada entre populagdo, ambiente e componentes da
producdo de alimentos e energia (EMBRAPA, 2018). Nesse contexto, €
importante destacar os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
estabelecidos durante a 70° Sessao da Assembleia Geral das Nag¢des Unidas,
que basicamente é um plano de acédo, que indica 17 objetivos, estabelecendo
169 metas, que visam promover uma vida digna para todos os seres humanos,
em um planeta mais prospero, equitativo e saudavel. Cabe enfatizar que a
agricultura e alimentacéo estao no centro dessa agenda mundial, e sendo assim,
a utilizacdo de bioinsumos torna-se uma alternativa para cumprir os ODS da
Agenda de 2030 (VIDAL; SALDANHA; VERISSIMO, 2020).

Nesse sentido, a utilizacdo de bactérias diazotroficas € uma alternativa
viavel para a reducdo da utilizacdo de fertilizantes quimicos que causam
impactos ecolégicos negativos (REIS et al., 2020), contribuindo também para o
incremento da produtividade agricola, uma vez que a associacdo destes
microrganismos as plantas causa uma série de efeitos relacionados a sintese de
substancias reguladoras do crescimento vegetal, inducdo de resisténcia a
doencas, e aumento da disponibilidade de nutrientes, sem causar impactos ao
meio ambiente (SOTTERO, 2003; CARVALHO, et al., 2014; SHIN et al., 2016;
MONTALDO, 2016; PANKIEVICZ, et al., 2021).

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi verificar a resposta da
inoculagéo com bactérias diazotréficas e rizobactéria promotora do crescimento

vegetal no desenvolvimento de trés genétipos de cana-de-aclcar.
4.2 Metodologia

Para conducao dos experimentos foram produzidas mudas a partir de
minitoletes, onde foram coletados colmos de cana-de-acucar, sendo cortados
com auxilio de um poddo, formando toletes de uma gema, com
aproximadamente 3 cm. Apds o0 corte, os minitoletes foram submetidos a

tratamento em imersao com fungicida a base de trifloxistrobina e tebuconazol na
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dose de 1 mL L de calda, durante trés minutos, com o objetivo de eliminar
microrganismos presentes na cana-de-agucar e evitar a interferéncia com 0s
inoculantes microbiolégicos. A inoculagéo foi realizada através da imersao dos
minitoletes em solucdo conforme recomendacao para cada tratamento, como de

descrito na Tabela 2:

Tabela 2- Descricdo da metodologia de preparo das solugBes para imersdo dos minitoletes.

Identificacdo Tratamento Descricao do tratamento Preparo da solucéao
30 minutos agua nao
C Controle Controle sem inoculacéo tratada
Adubacéo Controle com adubacéo 30 minutos agua nao
CN Nitrogenada  nitrogenada tratada
30 minutos em solugéo
11 Inoculante 1 Inoculante comercial Aprinza® 100mL -12L 4gua ndo
tratada
Coquetel com mistura de cinco 30 minutos, turfa diluida
12 Inoculante 2 estirpes de bactérias em 100L de agua néo
diazotréficas tratada
Rizobactéria Exiguobacterium 30 minutos em
I3 Inoculante 3 acetylicum suspensao bacteriana

ApOs a inoculacdo, os minitoletes foram plantados imediatamente em
tubetes contendo substrato comercial Turfa Fértil®. As bandejas de tubetes com
volume de 180 cms3 cada foram mantidas em casa de vegetacdo com controle de
temperatura (25 + 2 °C) e umidade relativa programada para 75%. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso em esquema
bifatorial (3 genétipos x 5 inoculantes), com quatro repeticdes.

Para o transplante, foram utilizados vasos flexiveis de polietileno com
volume de 2,8 litros, com a base perfurada e preenchidos com 1,2 kg de
substrato comercial Turfa Fértil®.

Com o objetivo de suprir as necessidades nutricionais das plantas foi
adicionada adubacéao suplementar de fésforo e potassio. Para tal, foi aplicada a
dose equivalente em fertilizante a 0,28 g de K20 por vaso e 0,36 g de P20s por
vaso. Os fertilizantes foram aplicados na forma diluida, com volume
correspondente 50 mL para cada vaso.

Para o tratamento com adubacédo nitrogenada (controle com nitrogénio),
no dia posterior ao transplante foi aplicada a dose de ureia equivalente a 0,8 g
de nitrogénio por vaso. Da mesma forma que os demais nutrientes, o fertilizante
foi aplicado na forma diluida, com volume correspondente a 50 mL para cada

vaso.
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Neste experimento foram realizadas trés avaliagdes, aos 30 dias apés a
inoculacao (DAI) -antecedendo o transplante das mudas-, aos 60 e 90 DAI. Vale
ressaltar, que na primeira avaliacdo a adubacado nitrogenada ainda nao havia
sido aplicada no tratamento controle com nitrogénio, sendo assim ambos o0s

tratamentos foram considerados controle na avaliacao inicial (30 DAI).

Caracteristicas Avaliadas

e Comprimento de planta (CP, cm): mensurado com o auxilio de uma
trena centimétrica, a partir da base da planta até o apice da folha mais

longa;

e Altura de planta (ALT, cm): mensurado com o auxilio de uma trena
centimétrica, a partir da base da planta até a primeira auricula visivel
(folha +1);

e Diametro do colo (DC, mm): mensurado no segundo entrend acima do

solo, com o auxilio de um paquimetro milimétrico;

e Area foliar (AF, cm?): Determinada a partir da contagem do nimero de
folhas totalmente expandidas e por medi¢cdes de comprimento e largura
da folha +3, mensurado com o auxilio de uma régua milimétrica. A
estimativa da &rea foliar sera calculada a partir da equacdo a seguir,

conforme metodologia descrita por Hermann e Camara (1999).
AF = Cx Lx0,75x (N + 2)

Em que C é o comprimento da folha +1, L € a largura da folha +3, 0,75 é
o fator de correcdo para area foliar da cultura, e N é o numero de folhas

abertas com pelo menos 20% de area verde.

e Numero de folhas: realizada a partir da contagem do numero de folhas

abertas.

e Indice de clorofila (CLF, indice SPAD): medida tomada no intervalo de
09:30 as 11:30 da manh4, realizada na por¢cao mediana da folha +3, com
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auxilio de um clorofildmetro portétil, modelo SPAD-502Plus, marca Konica

Minolta®;

e Massa fresca e seca da parte aérea (g): coleta e pesagem da massa
fresca total da parte aérea seguida da secagem em estufa a 65°C para

determinacdo da massa seca;

e Massafrescae secatotal (g): estimada a partir da soma das produgdes
de massas frescas (parte aérea e sistema radicular) e massas secas

(parte aérea e sistema radicular).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, com auxilio do
software Genes (CRUZ, 2013). A representacao gréfica foi feita através do
pacote Microsoft Office Excel (versao 2016). Para comparacdo de médias, foi

utilizado o erro padrdo da média associado a cada tratamento.
4.3 Resultados

4.3.1 Biomassa

A partir da andlise de variancia, foi verificada a significancia da interacéo
para as variaveis massa fresca de parte aérea (MFPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), massa fresca total (MFT) e massa seca de total (MST) (Tabela
3).

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia para variaveis MFPA, MSPA, MFT e MST avaliadas
em trés gendtipos de cana-de-agucar sob efeito de diferentes inoculantes.
Fyi GL2 Quadrado Médio

MFPA MSPA MFT MST
Bloco 5 1,69 0,07 4,87 0,29
Gendtipo (G) 2 36,75  ** 2,34  ** 33,53  ** 259 **
Inoculante (1) 3 23,79 ** 0,95 ** 56,36  ** 1,93 **
G Xl 6 6,01  ** 0,24 * 10,77 * 0,43 *
Residuo 55 1,88 0,10 4,48 0,19
Total 71
Média 9,63 3,92 15,38 6,96
CV3(%) 14,24 8,17 13,76 6,28

IFV: Fonte de variacao; °GL: Grau de liberdade; 3CV: Coeficiente de variagdo; **, *: significativo
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo.

Conforme a Figura 1, para as variaveis MFPA e MSPA, observa-se
incremento na biomassa das plantas inoculadas em relagcdo aos controles,
exceto para I3 no gendtipo RB966928, que néao diferiu dos controles aos 30 DAI.

Ainda é possivel destacar a resposta benéfica das inoculagées com I1 e 12 no
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gendtipo RB016916, que obtiveram incrementos proximos a 33 e 39%,
respectivamente, para MFPA. Observa-se também o destague do I3 para o
genaotipo RB867515, uma vez que a inoculacao proporcionou aumento de 23%
na MFPA.

Na mesma figura, como esperado, verificou-se que os resultados de
MSPA mantiveram a mesma tendéncia aos encontrados para MFPA, com
destaque para interacao entre o genotipo RB867515 com o 13, bem como os I1
e 12 para o gendtipo RB016916, que apresentaram maiores incrementos na

biomassa em comparagéo aos respectivos controles.
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Figura 1- Massa fresca de parte aérea (MFPA, g) e massa seca de parte aérea (MSPA, g) para
trés gendtipos de cana-de-aclcar sob efeito de diferentes inoculantes, 30 dias apés a inoculagéo
(DAI). C (Controle sem Inoculagéo); I11 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante
2- Coquetel com mistura de cinco estirpes de bactérias diazotréficas); 13 (Inoculante 3-

Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).

Para as variaveis MFT e MST (Figura 2), aos 30 DAI os inoculantes

proporcionaram incremento de biomassa nos trés gendétipos avaliados. Sendo

possivel verificar que houve variacdo na resposta dos genoétipos frente a

inoculag&o. Para o gendtipo RB867515, o maior aumento, tanto para biomassa

verde, quanto para biomassa seca, foi verificado nas plantas inoculadas com o

3.
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Figura 2- Massa fresca total (MFT, g) e massa seca total (MST, g) para trés gen6tipos de cana-
de-acglcar sob efeito de diferentes inoculantes, 30 dias ap6s a inoculagéo (DAI). C (Controle
sem Inoculag&o); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com
mistura de cinco estirpes de bactérias diazotréficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria
Exiguobacterium acetylicum).

De forma semelhante, aos resultados obtidos para MFPA e MSPA, o
genotipo RB016916 respondeu positivamente a inoculacdo com I1 e 12, para as
variaveis MFT e MST. O 12 proporcionou incremento na massa total (fresca e

seca) do genotipo RB966928, quando comparado ao controle.
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4.3.2Caracteres biométricos avaliados aos 30, 60 e 90 dias ap0s a inoculagéo

Em relacdo as avaliagcbes biométricas realizadas neste estudo, foi
observado efeito significativo da interacdo gendtipo x inoculante para a maioria
das varidveis analisadas, com excec¢do de numero de folhas (NFV) aos 30 e 60
DA, e diametro do colo (DC) aos 60 DAI, conforme Anexos (A, B, C).

Os genatipos responderam diferentemente aos inoculantes testados para
0s parametros avaliados. Ao comparar os resultados obtidos para a variavel
comprimento de planta (Figura 3), aos 30 DAI houve incremento nos genotipos
RB867515 e RB016916 inoculados com I1. Neste periodo o gendtipo RB966928
nao foi responsivo aos inoculantes testados, apresentando médias inferiores ao
controle. Ao comparar os resultados entre genétipos, é possivel observar que os
menores valores de comprimento de planta foram obtidos para RB966928, no 11
e l3.

Na avaliacdo aos 60 DAI, foi possivel observar que para CP, no genatipo
RB867515 apenas |1 apresentou CP superior ao controle, no entanto com
valores médios semelhantes ao controle com nitrogénio, enquanto os demais
ndo diferiram entre si. Ao observar o genétipo RB966928, o |1 proporcionou o
maior CP, sendo superior aos tratamentos controle, 12 e 13. Para o gendtipo
RB016916, todas as inoculacdes foram superiores ao controle, no entanto é
possivel observar que 11 apresentou médias inferiores ao controle com
nitrogénio, enquanto 12 e 13, obtiveram resultados semelhantes as plantas com
adubacdo nitrogenada. Os inoculantes 2 e 3 nédo diferiram entre os gendtipos
avaliados. Por outro lado, é possivel verificar que o gendtipo RB966928 foi o
mais responsivo ao 11, bem como a aplicacao de nitrogénio.

Aos 90 DAI, destaca-se o I1 para o genétipo RB966928, que obteve o
maior comprimento de planta. Em relacdo a resposta dos genotipos, RB867515
apresentou os maiores valores para CP, quando comparado a RB966928 tanto
nos controles (com e sem nitrogénio), quanto nos inoculantes 2 e 3. Em
contrapartida, na combinacdo com |1, RB016916 foi inferior aos genotipos
RB867515 e RB966928.
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Figura 3- Comprimento de planta (cm) de trés gendtipos de cana-de-agucar sob efeito de diferentes inoculantes microbiol6gicos aos 30, 60 e 90 dias apos a
inoculagdo (DAI). C (Controle sem Inoculacéo); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirilum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com
mistura de cinco estirpes de bactérias diazotréficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).
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Ao observar os resultados encontrados para altura de planta (Figura 4),
verifica-se que os dados obtidos, conforme esperado, assemelham-se aos de
CP. Sendo que aos 30 DAI, destaca-se a interacdo entre 11 e o genotipo
RB016916, onde houve aumento significativo na AP para este gendtipo.

Aos 60 DAI foi observado o mesmo comportamento para o genotipo
RB867515 frente as inocula¢gdes, onde apenas |1 apresentou maior valor médio
gue o controle. O padréao entre as respostas para estes parametros também foi
observado para RB966928 que obteve os mesmos resultados superiores para I1
gue proporcionou o maior AP, sendo superior aos tratamentos controle, 12 e 13.
No entanto, para RB016916 nenhuma inoculacdo promoveu aumento na AP
superior ao controle com nitrogénio.

Aos 90 DAI nenhum inoculante proporcionou incremento na altura para o
gendtipo RB016916. Apesar do 11 ter obtido a maior média para RB867515, ndo
apresentou diferenca significativa quando comparado ao controle com nitrogénio
e 12. Ja para o genotipo RB966928, novamente podemos observar o destaque
do 11 que apresentou o maior valor médio para AP, superior ao controle e
controle com nitrogénio.

E para a variavel DC (Figura 5), no desenvolvimento inicial aos 30 DAI a
interacdo gendtipo x inoculante pode ser observada a partir dos resultados
obtidos para os inoculantes 11 e 12, onde as respostas observadas foram inversas
para os genoétipos RB966928 e RB016916. Uma vez que para 11 RB966928
apresentou DC médio inferior a RB016916 no mesmo inoculante. Enquanto que
RB966928 inoculado com |12 apresentou DC superior ao mesmo tratamento para
0 gendtipo RB016916. Ja o 13, que apresentou as maiores médias quando
inoculado ao genétipo RB867515.

De modo geral, o genétipo RB016916 aparenta ser o mais responsivo
para esta varidvel aos inoculantes testados, uma vez que apresentou incremento
no DC aos 30 DAI quando inoculado com I1 e aos 60 DAI destacou-se dos

demais sob efeito do 12.
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Figura 4- Altura de planta (cm) de trés genétipos de cana-de-acUcar sob efeito de diferentes inoculantes microbiolégicos aos 30, 60 e 90 dias apds a inoculacdo
(DAI). C (Controle sem Inoculacdo); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de

cinco estirpes de bactérias diazotréficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).
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Figura 5- Diametro do colo (mm) de trés genotipos de cana-de-acUcar sob efeito de diferentes inoculantes microbiol6gicos aos 30, 60 e 90 dias apds a
inoculacdo (DAI). C (Controle sem Inoculacdo); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirilum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com
mistura de cinco estirpes de bactérias diazotroficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).
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Ao analisar o grafico representado na Figura 6, € possivel verificar que de
modo geral, aos 60 DAI houve uma tendéncia de as plantas inoculadas
apresentarem maior valor médio para AF nos genétipos RB016916 e RB867515,
com excec¢do ao I3 neste ultimo. A AF observada para RB016916 com os
inoculantes e adubacgao nitrogenada foi superior ao controle. No entanto, para
RB966928 0 13 ndo proporciona impacto positivo, tendo obtido o menor valor
médio para AF. E possivel observar também, ao comparar os genétipos, que
RB966928 apresenta as menores médias para AF.

Aos 90 DAI para RB966928 podemos verificar que 11 e controle com
nitrogénio apresentaram o0s maiores valores médios para AF sendo também
bastante similares. Para o gendtipo RB016916 a maior AF encontrada foi em
plantas controle com adubac¢do nitrogenada e neste periodo 11 apresentou a
menor AF, semelhante ao controle sem adubacdo. Neste periodo de avaliacdo
os inoculantes testados nao diferiram para o genotipo RB867515.

Para a variavel nimero de folhas verdes, ndo foi observado efeito
significativo da interacdo aos 30 e 60 DAI (Anexos A e B). Em ambos os periodos
de avaliacdo o gendtipo RB966928 apresentou o maior valor médio para nUmero
de folhas verdes. Aos 90 DAI, RB966928 mantém o maior numero de folhas
verdes, e tem como destaque os inoculantes 1 e 2 que apresentam o maior NFV
quando comparado aos demais. De modo geral para os demais genétipos as

inoculacdes ndo afetaram positivamente para esta variavel.
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Figura 6- Area foliar (cm?) de trés genétipos de cana-de-aclcar sob efeito de diferentes inoculantes microbioldgicos aos 60 e 90 dias apds a inoculagéo (DAI).
C (Controle sem Inoculacéo); CN (Controle com Nitrogénio); I1 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco
estirpes de bactérias diazotrdficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).
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Em relagdo ao indice de clorofila (Figura 7), foi verificado o efeito
significativo para a interacdo genoétipo x inoculante, em todos os periodos de
avaliacdo. No inicio do desenvolvimento, aos 30 DAI, destacam-se a associacao
entre 12 e gendtipo RB867515, com valor médio para CLF de 41,53, e também
I1 para o genoétipo RB016916, que obteve valor médio de 41,18 para esta
variavel. Por outro lado, neste periodo de avaliacdo ndo houve efeito positivo da
inoculacdo no gendtipo RB966928, para CLF. De modo geral RB867515
apresentou os maiores valores de CLF quando inoculado, ao ser comparado ao
genotipo RB966928.

Entretanto, nas avaliacdes seguintes aos 60 e 90 DAI, nao foi observado
esse mesmo comportamento da avaliacao inicial, uma vez que para RB867515
0s inoculantes ndo apresentam médias superiores aos controles com e sem
adubacao nitrogenada. E para RB016916 na combinacdo com I1 houve uma
reducdo significativa no CLF aos 60 DAI. Por outro lado, neste periodo
RB966928 apresentou efeito benéfico das inoculacbes para este parametro,
sendo possivel destacar os valores médios do 11 (44,03), controle com nitrogénio
(43,15) e 13 (42,75). Ja aos 90 DAI foi verificado o efeito do 11 e controle com
nitrogénio no incremento do CLF do gendtipo RB966928.
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Figura 7- indice de clorofila (SPAD) de trés genétipos de cana-de-aclcar sob efeito de diferentes inoculantes microbioldgicos aos 30, 60 e 90 dias apos a
inoculacdo (DAI). C (Controle sem Inoculacdo); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirilum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com

mistura de cinco estirpes de bactérias diazotroficas); I3 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).
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4.4 Discussao

Os resultados encontrados neste estudo para as variaveis MFPA, MSPA,
MFT e MST, corroboram com dados de outros autores que também obtiveram
ganhos significativos de biomassa em plantas de cana-de-acUcar inoculadas
com BPCV. Pereira et al. (2013), avaliando a campo seis genotipos de cana-de-
acucar, também verificou aumento na producédo de biomassa verde e seca do
gendtipo RB867515, com destaque para o “coquetel” de bactérias diazotroficas,
que possui a mesma formulacdo do I2 avaliado neste trabalho. De maneira
semelhante, em condi¢des controladas, em casa de vegetacédo, Marques et al.
(2008), obteve resultados significativos da interagdo com H. seropedicae, sendo
observado aumento de matéria seca de raiz e parte aérea apos 45 dias de
cultivo.

Da mesma forma que neste trabalho, diversos estudos apontam uma forte
influéncia da interacdo genoétipo x inoculante nas respostas obtidas pelas
plantas. O gendtipo RB867515 € descrito como responsivo a inoculagdo com
bactérias diazotroficas (SCHULTZ et al. 2012; PEREIRA et al., 2013; GIRIO,
2014).

No trabalho conduzido por Romano (2016) o gendtipo RB867515 foi
altamente responsivo as inoculacdes com A. brasiliense e H. seropedicae, o que
proporcionou ganhos significativos, tanto na MSPA, quanto na MST, com valores
meédios superiores para H. seropedicae. No entanto, a associa¢do positiva nao
foi observada com a inoculacao de H. seropedicae para os genétipos RB966928
e RB855156, tendo este ultimo respondido bem a inoculagdo com A. brasiliense.

Ribeiro et al. (2015), avaliando a inoculacdo no gendtipo RB966928
também observaram efeito benéfico da inoculacdo no incremento de massa
seca, nos tratamentos com a mistura de bactérias diazotroficas indicada para
inoculacdo em cana-de-agucar. Vale ressaltar que o valor médio para MSPA no
trabalho dos autores foi de 0,68g aos 40 DAI, enquanto no presente estudo
obtivemos MSPA média para 0 mesmo genotipo de 3,6g.

Corroborando com a hipétese de que a contribuicdo da inoculagcéo é
dependente da interagdo entre as diferentes variedades e estirpes inoculadas,

Matoso (2017) constatou que a inoculagéo com bactérias diazotroficas promoveu
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efeitos negativos no acumulo de massa seca em mudas de cana-de-aglcar dos
genotipos RB92579, RB966928 e RB975932. Em contrapartida, nossos
resultados apontam para o incremento da MST no gendtipo RB966928,
utilizando a mesma inoculacéo testada no trabalho citado (correspondente ao
12). Outros trabalhos também indicam reducédo do incremento de massa seca em
algumas variedades de cana-de-acucar (CHAVES et al., 2013, 2014; MARQUES
JUNIOR et al., 2008; OLIVEIRA, et al., 2002) esses resultados confirmam a
hipotese de que existe uma interacdo muito complexa entre planta, bactérias e
ambiente, o que pode causar grande variabilidade nas respostas esperadas
frente a inoculacéo

Os efeitos benéficos da inoculacdo, que resultam na promocdo de
crescimento da cana-de-acgucar, podem estar associados tanto a sintese de
hormonios de crescimento produzidos pelas bactérias, quanto pela solubilizagéo
de fosfato, potassio e outros minerais, bem como pela prépria FBN. Bashan e
Holguin (1997), evidenciam a contribuicdo do género Azospirillum na producéo
de fitormonios. Essas substancias excretadas pelas bactérias, principalmente o
acido indol-acético (AlA), desempenham papel fundamental na promoc¢éo de
crescimento das plantas.

Diversos autores tém estudado parametros biométricos ao avaliar mudas
de cana-de-acucar produzidas a partir de minitoletes, uma vez que, ainda ndo
se sabe qual deles pode ser um indicador da qualidade de mudas (MATOSO,
2017). Podemos citar entre os componentes do potencial de producéo da cana-
de-acucar o perfilhamento, a altura de planta e o diametro do caule (SILVA,;
CATO; COSTA, 2010). Landell; Silva (2004) descrevem que o diametro € um dos
principais componentes analisados para avaliar a formacao do potencial agricola
de uma variedade. Apesar da altura das plantas de cana-de-acUcar ser uma
caracteristica genética, esta sujeita a influéncia ambiental (SUGUITANI, 2006),
sendo assim as plantas poderéo sofrer mudangas de acordo com as condi¢des
as quais se encontram.

Lopes (2013) observou interagéo significativa entre familias de cana-de-
acucar e inoculantes, respostas distintas a inoculagdo de acordo com a familia
avaliada. Sendo os principais resultados positivos observados nas variaveis

estatura, diametro e no teor de sélidos solUveis totais.
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Neste contexto, é esperado que a resposta a inoculagdo apresente
resultados distintos quando se trabalha com genotipos e estirpes bacterianas
diferentes, uma vez que o efeito da inoculacdo na produtividade das plantas &
dependente tanto do gendtipo da planta quanto da espécie/estirpe da bactéria
utilizada (BALDANI; BALDANI, 2005).

Os menores valores de AF observados para o genétipo RB966928 podem
estar associados a uma caracteristica morfoloégica do gendétipo, que apresenta
folnas mais estreitas o que influéncia diretamente o resultado, tendo em vista
que o célculo utilizado para esta andlise considera as medidas de largura e
comprimento da folha para obtencdo da AF. Para este gendtipo podemos
verificar que 11 e controle com nitrogénio apresentaram 0s maiores valores
médios para AF e bastante similares. Este é um resultado importante, uma vez
gue a inoculacdo pode proporcionar ganhos em parametros de crescimento
relevantes para a produtividade da cana-de-acUcar, prOXimos ou até mesmo
maiores que em plantas com adubacéo nitrogenada, sem a necessidade de
adubacao complementar com fertilizante quimico. Dessa forma a inoculacdo
pode ter impacto positivo na reducao de custos. E também, como aponta Reis et
al. (2020) sobre o uso de N. amazonense como inoculante na cana-de-acgucar,
os inoculantes podem ser utilizados como uma ferramenta que pode auxiliar no
enfrentamento de uma situacdo problema considerada por alguns que é a
insustentabilidade do uso de fertilizantes nitrogenados na cana-de-acucar.

Conforme Oliveira et al. (2007) o estudo da area foliar em plantas de cana-
de-acucar permite correlaciona-la com potencial produtivo em matéria seca,
taxas de crescimento e produtividade de agucar, uma vez que a estrutura da
folha, através da capacidade fotossintética é responsavel pela producédo de
carboidratos essenciais ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Nesse
contexto, Marafon (2012) também afirma que a dinamica foliar € crucial na
determinacdo da produtividade da cana-de-acucar, uma vez que o baixo
desenvolvimento foliar pode limitar expressivamente o rendimento da cultura,
devido a reducdo na interceptacdo da irradiacdo solar incidente e,
consequentemente, no menor acumulo de biomassa. Ainda, Souza et al. (2009)

descreve que variedades que apresentam maiores valores para numero de



55

folhas e area foliar, principalmente no inicio do desenvolvimento, apresentam
maior vantagem competitiva quando comparada as demais.

A auséncia do efeito da inoculacdo para CLF em alguns periodos também
é descrita por outros autores (PORTUGAL et al., 2012; MULLER et al., 2012;
SCUDELLETI, 2016), uma explicacdo possivel para este efeito, é que as plantas
podem absorver uma quantidade excessiva de N, considerando esta
possibilidade o N em excesso seria acumulado na forma de nitrato, ndo se
associando a molécula de clorofila (DWYER et al.,1995). Além disso,
caracteristicas ligadas ao genotipo tais como a eficiéncia fotossintética,
exigéncias nutricionais e resisténcia as condi¢cdes adversas podem apresentar
influéncia na eficiéncia da fixacdo de nitrogénio pelas bactérias, o que pode
refletir nos incrementos no indice de clorofila da planta (REIS JUNIOR et al.,
2009).

4.5 Conclusoes

I.  Hainteracdo entre gendtipos e inoculantes em mudas de cana-de-agucar.

Il.  Os inoculantes proporcionam incremento na biomassa fresca e seca de
mudas de cana-de-acucar, na fase inicial de desenvolvimento.

[ll. A inoculagcdo promove aumento no comprimento de planta, altura de

planta, didametro do colmo, area foliar e indice de clorofila, para interacdes

positivas.
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5. CAPITULO II. Efeito do uso de inoculantes microbiol6gicos natolerancia

ao déficit hidrico em plantas de cana-de-acgucar
5.1 Introducéao

A cana-de-acgUcar é a cultura de maior rendimento do mundo, sendo
responsavel por aproximadamente 80% da produ¢do mundial de agtcar (NAYAK
et al., 2014; ZHOU et al., 2016; NERKAR et al., 2018). Um dos fatores que
impulsionou o interesse global na producéo de cana-de-acucar, além do fato de
que a espécie apresenta grande destaque no setor sucroalcooleiro hd anos,
deve-se ao impacto econdémico na producéo de energia sustentavel (BALESTRO
etal., 2017), uma vez que pode alcancar o aproveitamento maximo da biomassa
(SILVA et al. 2007, BARBOSA et al. 2015).

Varios fatores tém interferéncia na producdo da cana-de-agucar, com
destaque para as interacfes edafocliméticas, manejo da cultura e variedade
utilizada. A producdo da espécie pode ser restringida por quatro estresses
abidticos principais: déficit ou excesso de agua, variabilidade de temperatura,
propriedades do solo e a quantidade de radiacdo solar (LAKSHMANAN;
ROBINSON, 2013). Nesse contexto, o rendimento do cultivo ¢é
consideravelmente influenciado por fatores ambientais, como déficit hidrico e
oscilaces na temperatura (SILVA, 2021).

Em relacdo ao conhecimento sobre a adaptacéo ao estresse abibtico em
cana-de-acgucar, nos ultimos anos houve um aumento nas pesquisas sobre
estresse hidrico na espécie, tendo como objetivo definir uma base genética para
o melhoramento de variedades (HEMAPRABHA et al. 2006; KOONJAH et al.
2006; ROCHA et al. 2007; SILVA et al. 2007; PRABU et al. 2011; BASNAYAKE
et al. 2012; INMANBAMBER et al. 2012). A cana-de-acUcar € uma espécie
adaptada ao clima tropical e que apresenta rapido crescimento em condi¢des
nao restritivas, podendo ser considerada relativamente tolerante ao estresse
hidrico, entretanto condi¢cdes de déficit moderado a grave podem resultar em
reducdes de até 60% na massa seca (BASNAYAKE et al., 2012).

De modo geral, a composicao genética de uma variedade, ou seja, seu
genotipo, e a interacdo com o ambiente de cultivo, determinam o rendimento da

cultura (fendtipo). Este é um conceito bastante difundido, e que evidencia a
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importancia do entendimento de como as plantas respondem a cada uma das
condicbes de limitacdo de crescimento prevalecentes no seu ambiente de
cultivo, ou seja, essa compreensao € necessaria para o desenvolvimento de
novas cultivares e variedades com rendimentos comercialmente aceitaveis em
condi¢Oes de estresses ambientais (LAKSHMANAN; ROBINSON, 2013).

O uso de inoculantes microbiolédgicos cresce exponencialmente no Brasil,
devido aos beneficios que advém da tecnologia, bem como a relacdo
custo/beneficio. O potencial de uso destes microrganismos sob condi¢des de
campo pode ser exemplificado pelo crescente uso na cultura do milho, que é a
segunda mais importante para o mercado de inoculantes agricolas no Brasil
(MENDONCGCA et al., 2020).

Na literatura sédo descritos diversos trabalhos que demonstram que a
utilizagdo de microrganismos como inoculantes pode ser considerada uma
ferramenta estratégica importante para mitigar os efeitos de diferentes tipos de
estresse que acometem o crescimento e desenvolvimento das plantas (DIMKPA;
WEINAND; ASCH, 2009; YANG; KLOEPPER; RYU, 2009; GROVER et al., 2011,
KASIM et al.,, 2013; FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018). Dessa forma,
microrganismos benéficos podem melhorar o desempenho das plantas em
condicbes de estresse e consequentemente aumentar a produtividade dos
cultivos (MARANHAO et al., 2019).

Corroborando com os dados ja descritos na literatura, recentemente no
Brasil, foi desenvolvido um bioinsumo denominado comercialmente como
Auras®, a nova tecnologia foi desenvolvida pela Embrapa Meio Ambiente e a
Empresa NOOA Ciéncia e Tecnologia Agricola, e consiste basicamente na
aplicacao da rizobactéria Bacillus aryabhattai, encontrada no mandacaru — um
cacto de relevancia na regido da Caatinga- visando reduzir os efeitos causados
pelos periodos de seca no cultivo do milho (EMBRAPA, 2021). O produto
desenvolvido promete atuar como um redutor dos efeitos de estresses,
otimizando o uso da agua pela planta, promovendo maior estabilidade do
ambiente biolégico do solo, retomando o ciclo produtivo apds eventos de
estresse de forma mais rapida, o que por si sé possibilita maior expressao do

potencial produtivo do cultivo.
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Dessa forma, de acordo com o0 exposto, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de inoculantes microbioldgicos no desenvolvimento de plantas de

cana-de-acucar sob déficit hidrico.
5.2 Metodologia

Este estudo foi realizado em sequéncia ao experimento que avaliou
resposta da inoculacdo com bactérias diazotroficas e rizobactéria promotora do
crescimento vegetal no desenvolvimento inicial de trés gendtipos de cana-de-
acucar. Paraisto, o experimento foi conduzido em casa de vegetacdo onde foram
testados trés inoculantes microbiolégicos no crescimento de gendtipos de cana-
de-acucar, em condi¢c6es normais de irrigacdo e sob restricdo hidrica.

A inoculacao foi realizada através da imersdo dos minitoletes em solucéo
conforme recomendacao para cada tratamento (Tabela 2- Capitulo 1), foram
originadas 5 inoculagbes: C- Controle sem inoculacdo; CN- Controle com
nitrogénio; I1- Inoculante 1, inoculante comercial Aprinza® (Nitrospirillum
Amazonense); I12- Inoculante 2, formulado a partir de um coquetel com mistura
de cinco estirpes de bactérias diazotréficas (Herbaspirillum rubrisubalbicans, H.
seropedicae, Burkholderia tropica, Gluconacetobacter diazotrophicus e
Nitrospirillum amazonense); 13- Inoculante 3- constituido por uma rizobactéria
promotora do crescimento vegetal (Exiguobacterium acetylicum).

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com
parcelas subdivididas, com quatro repeticdes. As parcelas foram representadas
por dois niveis de regime hidrico (Irrigado x Déficit Hidrico), e o fator subparcela
foi composto um fatorial 3 x 5 (3 gendtipos x 5 tratamentos). Cada subparcela foi
constituida por quatro vasos, contendo uma planta cada.

Aos 70 dias ap6s o transplante (100 DAI) foi iniciado o periodo de restricdo
hidrica. Antecedendo a suspenséao da irrigacao, foi realizada a uniformizacao da
umidade do substrato, a partir da imersao dos vasos em lamina de agua durante
3 minutos.

O periodo de restricdo hidrica durou 18 dias, sendo que aos 14 dias sem
irrigacao foi realizada a analise dos parametros fotossintéticos, teor de clorofila

e contagem do numero de folhas verdes.
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e Parametros fotossintéticos: A avaliacdo das trocas gasosas foi
realizada no periodo da manha no intervalo entre 10:00 e 12:00 horas, na porcao
mediana da folha +3, utilizando-se o analisador de gases IRGA, modelo Li-
6400XT (Licor, Lincoln, NE, EUA).

o A (taxa assimilatéria liquida de CO2, ymol m? s1)
o gs(condutancia estomatica, mol m? s?)
o E (transpiracdo, mmol m2 s?)

e indice de clorofila (CLF, indice SPAD): medida tomada no intervalo de
09:30 as 11:30 da manh@, realizada na por¢cdo mediana da folha +3, com auxilio
de um clorofildmetro portatil, modelo SPAD-502Plus, marca Konica Minolta®;

e Numero de folhas verdes (NFV): determinado a partir da contagem do
namero de folhas com no minimo 20% de area verde.

O periodo de suspenséo da irrigacao (déficit hidrico) teve duracéo de 18
dias, sendo que apos esse periodo as plantas foram novamente irrigadas, e 25
dias apds a retomada da irrigacéo, realizou-se a avalicdo biométrica final e coleta
das plantas, conforme descri¢cdes abaixo:

e Altura de planta (ALT, cm): mensurado com o auxilio de uma trena
centimétrica, a partir da base da planta até a primeira auricula visivel (folha +1);

e Numero de folhas verdes (NFV): determinado a partir da contagem do
namero de folhas com no minimo 20% de area verde.

e Area foliar (AF, cm?): Determinada a partir da contagem do nimero de
folhas totalmente expandidas e por medi¢c6es de comprimento e largura da folha
+3, mensurado com o auxilio de uma régua milimétrica. A estimativa da area
foliar sera calculada a partir da equacéo a seguir, conforme metodologia descrita
por Hermann e Camara (1999).

AF = Cx Lx0,75%(N + 2)

Em que C é o comprimento da folha +1, L é a largura da folha +3, 0,75 é
o fator de correcao para area foliar da cultura, e N € o numero de folhas abertas
com pelo menos 20% de area verde.

e Massa fresca e seca do colmo (g): Coleta e pesagem da massa fresca
do colmo seguida da secagem em estufa a 65°C para determinagdo da massa

Seca,
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e Massa fresca e seca das folhas (g): Coleta e pesagem da massa fresca
das folhas seguida da secagem em estufa a 65°C para determinagéo da massa
seca;

e Massa fresca e seca da planta (g): Estimada a partir da soma das
massas frescas e secas do colmo e da parte aérea.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia com auxilio do
ambiente de programacédo R (R core team 2020), utilizando os pacotes ExpDes
(FERREIRA et al., 2018) e agricolae (MENDIBURU, 2020). A representacao
grafica foi feita através do pacote Microsoft Office Excel (versdo 2016). Para
comparacao de médias, foi utilizado o erro padrdo da média associado a cada

tratamento.
5.3 Resultados

5.3.1 Numero de folhas verdes, indice de clorofila e parametros fotossintéticos
Os resultados obtidos pela analise de variancia indicam que regime
hidrico, inoculante e interacdo regime hidrico x genétipo (AxB) tiveram efeito
significativo para taxa de assimilacéo liquida (A), condutancia estomatica (gs),
indice de clorofila (CLF) e numero de folhas verdes (NFV). Para CLF, também
foi possivel observar o efeito da interacéo entre regime hidrico e inoculante, bem

como genotipo e inoculante (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise da variancia para taxa de assimilagéo liquida (A), transpiragédo (E),
condutancia estomatica (gs), clorofila (CLF) e nimero de folhas verdes (NFV) para trés genétipos
de cana-de-acucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos.

1 2 QM

FV GL A E gs CLF NFV
Bloco 2 121,10 0,01 0,0007 1,07 0,66
Regime Hidrico (A) 1 5509,00 ** 128480,00 ** 0,4735 ** 862,40 ** 202,80 **
Residuo parcela (a) 2 12,00 0,00 0,0000 0,30 0,49
Gendtipo (B) 2 6,60 ns 0,06 ns 0,0002 ns 9,21 ns 5,63 **
Inoculante (C) 4 26,20 ** 0,15 ns 0,0021 ** 50,08 ** 0,95 **
AxB 2 44,50 ** 0,24 ns 0,0017 * 30,72 ** 1,30 **
AxC 4 4,30 ns 0,05 ns 0,0006 ns 32,09 ** 0,11 ns
BxC 8 1,70 ns 0,15 ns 0,0002 ns 13,91 ** 0,20 ns
AxBxC 8 4,90 ns 0,13 ns 0,0003 ns 5,89 ns 0,11 ns
Residuo subparcela (b) 56 6,10 0,09 0,0003 3,49 0,26
CV3 (a) 24,08 10,33 4,39 1,86 16,98
CV (b) 17,16 17,02 17,51 6,21 12,31

IFV: Fonte de variacao; °GL: Grau de liberdade; 3CV: Coeficiente de variagdo; **, *: significativo
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo.
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Conforme o esperado, houve uma reducdo drastica em todos os
parametros avaliados no regime com déficit hidrico. Em relacdo ao NFV (Figura
8), os valores médios variaram entre 4,35 e 6,35 em plantas irrigadas e 2,25 e
3,50 no regime com restricdo hidrica. Entretanto, essa variavel € muito
influenciada pelo genotipo, o que explica o maior NFV encontrado para o

gendtipo RB966928 no regime irrigado.
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Figura 8. Nimero de folhas verdes e teor de clorofila (CLF, SPAD) para trés genotipos de cana-
de-acucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos. C (Controle sem Inoculacdo);
CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2-
Coquetel com mistura de cinco estirpes de bactérias diazotréficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria
Exiguobacterium acetylicum).
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De modo geral houve uma reducao de 20% na CLF entre plantas irrigadas
e nao irrigadas. No regime irrigado os resultados obtidos variaram entre 30,6 e
35,7, enquanto para plantas em restricdo hidrica foram observados valores entre
22,5 e 32,8. Os genodtipos avaliados responderam diferentemente para os
inoculantes testados. No regime irrigado, para RB867515, houve uma resposta
benéfica frente a utilizacdo de inoculantes, todas as plantas inoculadas
obtiveram incremento no indice de clorofila, ainda ressalta-se que nos
inoculantes 1 e 2 foram verificados resultados semelhantes ao controle com
aplicacdo de nitrogénio, uma resposta importante quando consideramos a
reducdo do uso de fertilizantes quimicos na cana-de-acUcar. Para o genétipo
RB966928 também foram verificadas respostas positivas a inoculacdo, contudo,
€ possivel destacar a associacdo benéfica desse gendtipo ao 11, uma vez que
essas plantas apresentaram o maior indice de clorofila.

No déficit hidrico, o 12 obteve destaque para os trés gendtipos avaliados.
Para RB867515 e RB016916 é possivel observar que os valores médios para
teor de clorofila foram expressivamente maiores no 12, quando comparado aos
demais. Para o genétipo RB966928, apesar de as diferencas serem menos
expressivas, as plantas inoculadas obtiveram resultados significativamente
superiores ao controle e controle com nitrogénio. Para este gendtipo também foi
verificado incremento no indice de clorofila sob déficit hidrico em plantas
inoculadas com I1.

De forma geral, destaca-se o incremento proporcionado pelo 12 no déficit
hidrico, tendo em vista que os ganhos obtidos com a inoculacdo assemelham-
se aos resultados obtidos nas plantas em condicGes de regime irrigado.

Neste estudo, em condi¢des de déficit hidrico foi observada reducdo nas
variaveis de trocas gasosas, taxa de assimilacédo liquida de CO:z (A), condutancia
estomatica (gs) e transpiracao (E) (Figura 9).

Em relacdo aos parametros fotossintéticos, para a variavel A no regime
irrigado foi observada variacdo entre os tratamentos de 19,00+1,4 a 26,53+1,2
umol de CO2 m?2 s, Entre os inoculantes testados, o I1 apresentou 0s maiores
incrementos para A, quando comparado ao controle nos trés genétipos avaliados
tendo como base os valores médios. A inoculacdo de 11 no genotipo RB867515

proporcionou um aumento de 24,9% (23,73 umol de CO2 m? s?) quando



63

comparado ao controle (19,00 pmol de CO2 m? s1), os demais genoétipos
RB966928 e RB016916 quando comparados da mesma forma apresentaram
23,6% e 15,5%, de incremento respectivamente.

30

254

20

15

10 -

A(pumol de CO2 m-2 s-1)

4,0
3,54
3,0
2,54
2,0
1,54

E (mol de H20 m-2 s-1)

1,04
0,54
0,0-

0,25
0,20
0,15

0,10

GS (mol de H20 m-2 s-1)

0,05

0,00 OZ=-N® |OZ=-ND OZ-N®

O O o
RB867515 RB966928 X € RB016916
IRRIGADO DEFICIT HIDRICO

Figura 9-Taxa de assimilagéo liquida (A - pmol CO2 m2 s'1), transpiragdo (E - mol H:2O0 m2s1) e
condutancia estomatica (gs - mol H.0 m? s'1) para trés genoétipos de cana-de-agUcar sob efeito
de diferentes inoculantes e regimes hidricos. C (Controle sem Inoculacdo); CN (Controle com
Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura
de cinco estirpes de bactérias diazotréficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium
acetylicum).
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Mesmo em condi¢des de déficit hidrico, foi verificado efeito da inoculacao
na taxa de assimilagdo de CO2 que pode ser observado nos genotipos
RB966928, onde 12 e 13 proporcionaram incremento de 93,3% e 43,1%, quando
comparados ao controle, e no genédtipo RB016916, o Ile 12 aumentaram em
56,7e 38,2%, respectivamente, a taxa de assimilacdo. O 12 proporcionou 0 maior
aumento em A para RB966928, comparado aos controles e inoculantes testados.

O déficit hidrico causou reducao da taxa de transpiracéo (E) em todos os
tratamentos avaliados. Além disso, € possivel observar que no regime irrigado
para RB966928 com I1 e |2 apresentaram as maiores taxas de transpiracao, no
entanto, no déficit hidrico o 12 ndo obteve o0 mesmo comportamento, tendo
apresentado maior reducdo que I1 e 13, com média semelhante ao controle
nitrogénio.

A condutancia estomatica reduziu aproximadamente 80% no regime com
restricdo hidrica comparado ao irrigado. No regime irrigado houve variacdo de
0,15 a 0,21 mol de H20 m? s para gs, nessas condicGes o 11 apresentou os
maiores valores para gs nos trés genétipos avaliados, embora para RB016916
tenha sido semelhante ao controle com nitrogénio. Enquanto no déficit hidrico,
gs variou entre 0,015 e 0,060 mol de H20 m2 s, o I3 apresentou o menor valor
médio para RB867515, para o gendtipo RB966928 o 12 obteve os menores
valores, semelhante ao controle e controle com nitrogénio, enquanto I1 e 13
foram superiores. No gendtipo RB016916 controle e I1 apresentaram as maiores
médias para gs.

5.3.2 Parametros biométricos apés o periodo de déficit hidrico

Em relac&o as variaveis biométricas avaliadas 25 dias apés a retomada
da irrigacdo, foi verificada a interagcdo tripla apenas para ALT. Para AF, os
resultados obtidos foram significativos para interacdo regime hidrico e genotipo
e também para genotipo e inoculante. Enquanto para a variavel NFV apenas

regime e inoculante apresentaram interacao significativa (Tabela 5).
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Tabela 5-Resumo da analise da variancia para altura de planta (ALT, cm), area foliar (AF), e
nuamero de folhas verdes (NFV), para trés genotipos de cana-de-acUcar sob efeito de diferentes
inoculantes e regimes hidricos.

FVv? GL? QM

ALT AF NFV
Bloco 3 166,46 107530,0 4,45
Regime Hidrico (A) 1 1698,10 ** 346301,0 * 10,80
Residuo parcela (a) 3 2,30 234658,0 2,71
Gendtipo (B) 2 979,35 ** 675059,00 ** 17,95 **
Inoculante (C) 4 236,27 ** 94616,00 * 0,24 ns
AxB 2 314,15 ** 261741,00 ** 0,24 ns
AxC 4 126,87 ** 42448,00 Nns 0,86 **
BxC 8 103,40 ** 63337,00 * 0,36 ns
AxBxC 8 81,24 ** 36473,00 ns 0,29 ns
Residuo subparcela (b) 84 22,75 28797,00 0,23
CVé (a) 1,92 33,08 36,18
CV (b) 6,05 11,59 10,47

IFV: Fonte de variacdo; °GL: Grau de liberdade; 3CV: Coeficiente de variagdo; **, *: significativo
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo.

Para ALT, os genétipos avaliados responderam diferentemente a
inoculacdo no regime irrigado (Figura 10). Para os gendtipos RB867515 e
RB966928, os inoculantes 1 e 2 alcancaram ALT semelhante ao controle com
aplicacdo de nitrogénio. Entretanto, ao observar os resultados obtidos para
RB016916, verifica-se menores valores de ALT para os tratamentos com
inoculacdo, embora em condicbes de déficit hidrico, observa-se resposta
diferente, uma vez que o I1 foi superior ao controle com aplicagéo de nitrogénio,
e ambos nao diferiram dos demais. No déficit hidrico o gend6tipo RB966928
apresentou os maiores valores de ALT para I1 e 12. Enquanto para RB867515,
o controle com nitrogénio foi superior aos demais.

Quanto a numero de folhas verdes (NFV), observa-se que os I1 e 12 ndo
apresentaram diferenca para esta variavel, quando comparados aos controles
com e sem nitrogénio, nos genétipos RB867515 e RB966928 no regime irrigado.
Por outro lado, ainda no regime irrigado para o gendétipo RB016916 a inoculacao
resultou na diminuicdo NFV quando comparada ao controle. No déficit hidrico,
nao foi observado efeito dos inoculantes na manutencdo de folhas verdes,
guando comparado aos controles, para 0s genétipos RB867515 e RB966928.
No entanto, para RB016916 o I1 apresentou NFV superior ao controle com

nitrogénio.
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Figura 10. Altura de plantas (cm), nimero de folhas verdes e area foliar (cm?) para trés genoétipos
de cana-de-agucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos. C (Controle sem
Inoculacdo); CN (Controle com Nitrogénio); 11 (Inoculante 1- Nitrospirillum Amazonense); 12
(Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes de bactérias diazotroficas); 13 (Inoculante
3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).

Em relacdo a éarea foliar no regime irrigado, no genétipo RB867515,

observa-se destaque para o 12 que obteve AF maior que 2000 cm?, superior a
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todos os tratamentos testados. Para o gendtipo RB966928, controle com
nitrogénio, 11 e 12 obtiveram AF superior ao controle e 13. Para RB016916 foi
observado comportamento semelhante entre os inoculantes e os controles com
e sem nitrogénio. No regime de déficit hidrico a aplicagdo de nitrogénio no
gendtipo RB867515 promoveu aumento da AF quando comparado aos
inoculantes 2 e 3, para os demais genaotipos nao foram observadas diferencas.
Quando os resultados foram comparados entre regimes, as maiores reducdes
na AF foram observadas para o genotipo RB867515.

A partir do resumo da analise de variancia para as variaveis peso seco do
colmo (PSC, g), peso seco de folhas (PSF, g), peso seco de planta (PSP, g) €
possivel verificar efeito significativo para interacdo regime hidrico e genadtipos
para todas as variaveis. A interacdo regime hidrico e inoculante foi observada
para as variaveis PSC e PSP, enquanto para PSF foi observada interacao tripla
(Tabela 12).

Tabela 6 -Resumo da andlise da variancia para peso seco do colmo (PSC, g), peso seco de
folhas (PSF, g), peso seco de planta (PSP, g), avaliados em trés genétipos de cana-de-agucar
sob efeito de diferentes inoculantes e regimes hidricos.

Fvt GL? QM

PSC PSF PSP
Bloco 3 63,40 8,90 86,10
Regime Hidrico (A) 1 2939,20 ** 23,90 ns 3340,00 **
Residuo parcela (a) 3 45,60 2,60 39,30
Gendtipo (B) 2 734,40 ** 225,20 ** 985,00 **
Inoculante (C) 4 94,70 ** 10,40 ** 168,10 **
AxB 2 190,50 ** 9,80 ** 329,00 **
AxC 4 29,90 * 2,10 ns 47,80 *
BxC 8 15,40 ns 3,50 ns 28,00 ns
AxBxC 8 10,00 ns 520 * 26,30 ns
Residuo subparcela (b) 84 8,80 2,00 16,40
CVe (a) 27,20 10,10 15,30
CV (b) 11,90 8,80 9,90

IFV: Fonte de variacao; 2GL: Grau de liberdade; 3CV: Coeficiente de variagdo; **, *: significativo
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F; ns: n&o significativo.

Para as variaveis relacionadas a producdo de biomassa: peso seco do
colmo (PSC), peso seco de folha (PSF) e peso seco de planta (PSP), apesar das
diferencas de magnitude em cada variavel, as tendéncias de comportamento dos

inoculantes para os genoétipos foram semelhantes entre as variaveis (Figura 11).
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Figura 11- Peso seco do colmo (PSC, g), peso seco de folhas (PSF, g), peso seco de planta
(PSP, g), avaliados em trés genotipos de cana-de-agUcar sob efeito de diferentes inoculantes e
regimes hidricos. C (Controle sem Inoculagdo); CN (Controle com Nitrogénio); I1 (Inoculante 1-
Nitrospirillum Amazonense); 12 (Inoculante 2- Coquetel com mistura de cinco estirpes de
bactérias diazotroficas); 13 (Inoculante 3- Rizobactéria Exiguobacterium acetylicum).

Em relacdo a variavel peso seco de colmo (PSC), destaca-se o 11 para o
gendtipo RB966928, que em ambos os regimes hidricos superou os demais
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tratamentos testados. As maiores diferencas frente aos demais, podem ser
observadas no regime irrigado, onde possui peso médio de aproximadamente
40 g e quando comparado ao controle (28,8 g) utilizando como base os valores
médios, representa um incremento de peso de 41,4%, e quando comparado ao
controle com nitrogénio (35,0 g), um incremento de 16,1%. Para os demais
tratamentos s6 é observado incremento para o genotipo RB016916 no regime
de restricao hidrica, em que os 11, 12 e I3 apresentam aumento no PSC quando
comparados ao controle sem inoculagdo, ainda é possivel ressaltar que 11 e 12
foram superiores ao controle com nitrogénio.

Quanto a variavel PSF no regime irrigado observa-se maior peso para o
genadtipo RB867515 quando comparado aos demais, em relagéo aos inoculantes
nao se observa efeito no aumento de peso, do mesmo modo que para o genotipo
RB016916. Para o gendtipo RB966928 o |11 proporcionou os maiores valores de
PSF no regime irrigado e aumento em comparacdo aos controles no déficit
hidrico. A inoculacdo do 11 e 12 no genétipo RB016916 proporcionou um
significativo aumento no peso das folhas sob regime de restricdo hidrica quando
comparado aos controles com e sem nitrogénio.

Para a variavel PSP, conforme o esperado, a resposta a inoculacdo é
semelhante as variaveis PSC e PSF, tendo em vista que essas compde o PSP.
Corroborando com os resultados apresentados anteriormente, para RB867515
I1 e 12 promoveram aumento no peso de planta, assemelhando-se ao controle
com nitrogénio, porém no déficit hidrico apenas 11 e controle com nitrogénio
obtiveram incremento no peso. E interessante observar os resultados obtidos
para o genotipo RB016916 em condi¢cdes de déficit hidrico, onde todos os
tratamentos inoculados obtiveram aumento no peso de planta em relacdo ao
controle. Ainda cabe salientar que as combinac¢des deste gendtipo com 11 e 12
obtiveram peso superior ao controle com nitrogénio. O |1 obteve o maior
incremento no PSP para RB966928 no regime irrigado, entretanto no déficit
hidrico foi semelhante aos controles.

Cabe ressaltar, que embora o genotipo RB861575 apresente maior peso
de colmos entre os gendtipos no inoculante controle no regime irrigado, o que
indica a superioridade deste genoétipo para essa variavel, a inoculagdo com o 11

no genotipo RB966928 proporcionou maior incremento de peso, superando
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todos os demais tratamentos, tanto no regime irrigado quanto no regime com

restricdo hidrica.
5.4 Discussao

No regime com restricdo hidrica, conforme esperado, foi observada a
reducdo no numero de folhas verdes, em comparacgao ao regime irrigado (Figura
10). A reducdo no NFV tem sido atribuida em diversos trabalhos como uma
estratégia que visa diminuir a superficie transpirante e o gasto metabdlico para
manutencdo deste tecido (INMAM-BAMBER; SMITH, 2005). Smit; Singles
(2006) sugerem gue a senescéncia foliar e a paralisagédo do surgimento de folhas
sao respostas ao estresse hidrico, e indicam que estes fatores estao associados
também ao gendtipo da planta. Neste estudo, para RB966928, o maior NFV foi
observado para plantas inoculadas com 2, apresentando resultados
semelhantes a plantas adubadas com nitrogénio. Nos demais genotipos 0s
inoculantes ndo proporcionaram incremento na manutencédo de folhas verdes.
Conforme Inman-Bamber (2004), o NFV pode ser utilizado como um indicador
do efeito do estresse em cana-de-agucar.

Quanto ao teor de clorofila, no regime irrigado, para RB867515, houve
uma resposta benéfica frente a utilizagcdo de inoculantes, todas as plantas
inoculadas obtiveram incremento no indice de clorofila, ainda ressalta-se que
nos inoculantes 1 e 2 foi verificado resultados semelhantes ao controle com
aplicacdo de nitrogénio, uma resposta importante quando consideramos a
reducdo do uso de fertilizantes quimicos na cana-de-acUcar. Para o genotipo
RB966928 também foram verificadas respostas positivas a inoculacdo, contudo,
€ possivel destacar a associacdo benéfica desse gendtipo ao 11, uma vez que
essas plantas apresentaram o maior indice de clorofila.

No déficit hidrico, o 12 obteve destaque para os trés genotipos avaliados,
com base nos resultados é possivel inferir que 0s microrganismos possam ter
atuado na manutencdo do conteudo de clorofila em plantas sob déficit hidrico,
uma vez que esses microrganismos tém papel na absorcdo de nutrientes
constituintes da molécula de clorofila. Para RB867515 e RB016916 é possivel
observar que os valores médios para teor de clorofila foram expressivamente

maiores no 12, quando comparado aos demais. Para o gendtipo RB966928,
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apesar de as diferengcas serem menos expressivas, as plantas inoculadas foram
significativamente superiores ao controle e controle com nitrogénio. Para este
genodtipo também foi verificado incremento no indice de clorofila sob déficit
hidrico em plantas inoculadas com I1. Cabe destacar, que os resultados obtidos
para o 12 no déficit hidrico, assemelham-se aos resultados obtidos no regime
irrigado. Quando os teores de clorofila aumentam ou ndo se alteram com o déficit
hidrico, ha evidéncias de que mecanismos antioxidantes estao ativos e esse fato
pode ser compreendido como uma forma de tolerancia ao déficit hidrico (YANG,
2006).

Diferentemente do resultado obtido neste estudo, Silva et al. (2012) ao
avaliar quatro variedades de cana-de-acucar observou valores elevados de
clorofila para RB867515 sob condi¢bes de déficit hidrico. No entanto nos
gendtipos avaliados no presente estudo, as plantas controle de RB867515
apresentaram valor médio para CLF inferior, em condi¢cdes de estresse, aos
demais genotipos testados. Contudo, vale destacar que quando inoculada com
12, RB867515 obteve a maior média para essa variavel em condi¢cdes de
estresse, juntamente com o genétipo RB016916, também inoculado com 12.

O indice de clorofila foliar esta intimamente ligado ao teor de nitrogénio,
uma vez que este possui papel fundamental no metabolismo vegetal, por
participar diretamente na biossintese de proteinas e de clorofilas (ANDRADE et
al., 2003), ainda Markwell et al. (1995) indica que o teor de clorofila nas folhas
da planta é proporcional a quantidade de nitrogénio que ela absorveu, logo o
aumento nos indices de clorofila observado nas plantas sob efeito dos
inoculantes pode ser em consequéncia do maior fornecimento de nitrogénio
atraves destes microrganismos.

Quando as plantas sdo submetidas ao déficit hidrico, geralmente ocorre a
diminuicdo das trocas gasosas, o fechamento estomatico reduz a dissipagéo de
vapor d’agua ao mesmo tempo que provoca a reducao na assimilacdo de CO:
(MEDEIROS et al., 2013). Neste estudo, em condi¢bes de déficit hidrico foi
observada reducao nas variaveis de trocas gasosas, taxa de assimilacao liquida
de CO2 (A), condutancia estomética (gs) e transpiracdo (E). A reducdo da
condutancia estomatica € uma resposta esperada em plantas submetidas ao

déficit hidrico, sendo considerada uma estratégia primaria para impedir a perda
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excessiva de agua pelas folhas (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005; SILVA et al.,
2013).

Medeiros et al. (2013) ao estudar o efeito fisiologico do déficit hidrico em
duas variedades de cana-de-acUcar, observou declinio de até 99,6% na taxa de
assimilacao de COg, para a variedade RB867515, com valor médio de 0,19 pmol
de CO2 m? sl Neste trabalho, mesmo em condi¢cdes de déficit hidrico, foi
verificado efeito da inoculacdo na taxa de assimilacdo de CO2, que pode ser
observado nos genoétipos RB966928, onde 12 e I3 proporcionaram incremento de
93,3% e 43,1%, quando comparados ao controle, e no genotipo RB016916, o 11
aumentou em 56,7% a taxa de assimilacdo. O 12 proporcionou o maior aumento
em A para RB966928, comparado aos controles e inoculantes testados.

Ao avaliar cana-de-acgUcar € importante observar que a produtividade esta
intimamente associada a fotossintese, que é fonte de carbono e energia para o
crescimento das plantas, logo associada a producdo de biomassa. Silva et al.,
(2007) sugerem que a capacidade das plantas manterem processos fisiolégicos
como fotossintese e trocas gasosas, durante o periodo de estresse hidrico, pode
ser um indicativo em potencial para a manutencdo da produtividade em
condicBes de déficit hidrico.

As plantas desenvolveram mecanismos fisiol6gicos que visam reduzir a
perda de agua durante os periodos de déficit hidrico. O fechamento dos
estbmatos € um exemplo claro, sendo considerada uma resposta primaria a
restricdo hidrica (SILVA et al., 2013). A condutancia estomatica é proporcional
ao diametro da abertura estomética e é regulada pelas condi¢cGes de turgidez
das células-guarda.

A baixa condutancia estomatica, além de reduzir a perda de dgua também
diminui a difuséo de COz2 nas folhas. Dessa forma, o fechamento estomatico tem
influéncia também na transpiracdo e fotossintese estando intimamente
relacionado a taxa de assimilagdo liquida de CO2. Sendo assim, um dos
principais fatores que influencia a reducao da taxa fotossintética é o fechamento
estomatico (HOANG; HIROO; YOSHINOBU, 2018). O aumento da resisténcia a
difusdo de CO2dentro das células tém como consequéncia a alteraco e possivel
reducdo na producdo de fotoassimilados, podendo causar o declinio da
produtividade (PAIVA et al., 2005).
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Ao avaliar cana-de-acucar em condicfes de estresse hidrico, Silva et al.
(2012) indicam que as Vvariaveis relacionadas a taxa de transpiracao,
condutancia estomaética e teor de clorofila (indice SPAD), sédo as que tem maior
influéncia sobre a taxa de assimilacao de CO:x.

Caracteres biométricos sdo importantes componentes da produtividade
final da cana-de-acucar, conforme apontam Silva et al. (2008), entre as principais
alteracdes morfolégicas em resposta ao déficit hidrico destacam-se altura de
plantas, nimero e didmetro dos colmos, niumero de folhas verdes e area foliar.
Algumas dessas respostas sdo consideradas estratégias para combater 0s
efeitos negativos da deficiéncia hidrica, dessa forma sendo considerados
mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico (INMAM-BAMBER; SMITH, 2005).

A reducéo na area foliar € uma resposta ao déficit hidrico, que afeta tanto
a formacgédo quanto o tamanho das folhas, e € uma forma alternativa para a planta
diminuir a superficie transpirante, bem como o gasto metabdlica para a
manutencao dos tecidos (SANTOS; CARLESSO, 1998; SMIT; SINGELS, 2006).

Em trabalho conduzido por Vargas et al. (2014), foi verificado o potencial
benéfico da bactéria diazotréfica G. diazotrophicus, em associacdo com a
cultivar SP70-1143 de cana-de-acucar, ao promover alteracdes metabdlicas em
resposta ao estresse. Este € um dos primeiros resultados que evidencia que
microrganismos podem melhorar a tolerancia a deficiéncia hidrica em cana-de-
acucar.

Por outro lado, Rampazzo et al. (2018), evidenciaram uma nova
rizobactéria, que promove o crescimento e incrementos na fotossintese da cana-
de-acucar, em condicdes irrigadas. No entanto, ao testar a inoculacdo em
condicdes de déficit hidrico, apesar do microrganismo ter melhorado a
assimilacdo de CO2, foram observados efeitos negativos da inoculagcdo em
parametros de crescimento. De acordo com esses autores a perda do efeito
benéfico do crescimento em condi¢des de déficit hidrico, pode estar associada
com o aumento da demanda de carbono e energia por parte da rizobactéria, bem

como a sensibilidade de alguns microrganismos ao déficit hidrico.
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5.4 Conclusdes

O inoculante 2, formulado por um coquetel de bactérias diazotroficas,
promove incrementos no indice de clorofila para os gendtipos avaliados
sob condi¢fes de déficit hidrico

A taxa de assimilagdo liquida de CO2¢ influenciada positivamente pelos
inoculantes nos genodtipos RB966928 e RB016916 sob restricdo hidrica.
A férmula comercial Aprinza® (inoculante 1) e o coquetel de bactérias
diazotroficas (inoculante 2) promovem ganhos de biomassa nos genotipos
avaliados em déficit hidrico.

O gendtipo RB966928 € altamente responsivo ao 11 em condi¢cdes

irrigadas, apresentando destaque para a maioria das variaveis avaliadas.



75

6. Considerac0es finais

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os inoculantes
desenvolvidos para cana-de-aglcar apresentam efeitos positivos em
caracteristicas importantes como altura de planta, diametro, area foliar e indice
de clorofila, atuando na promocéao de crescimento das mudas.

Além disso, os inoculantes proporcionam aumento da assimilacéo liquida de
COg2, atuam na manutenc¢do do contetdo de clorofila e promovem incremento na
biomassa, mesmo ap0ds periodo de restricdo hidrica moderada a grave, essas
caracteristicas sdo associadas a tolerancia ao déficit hidrico. O que indica, que
esses microrganismos minimizam os efeitos da restricdo hidrica e podem
promover a tolerancia ao déficit hidrico em cana-de-acguUcar.

De forma geral, podemos destacar a combinacdo da inoculacdo com a
formulacdo comercial Aprinza® (inoculante 1) no gendtipo RB966928, que
apresentou resposta benéfica na maioria das variaveis avaliadas com tendéncia
de aumento no valor médio. Em condi¢des irrigadas, esta combinacdo de
gendtipo x inoculante apresentou destaque para a maioria das variaveis.

Contudo, as respostas positivas ao uso de inoculantes apresentam certa
variabilidade nos resultados, sendo este um obstaculo no estudo dessa
tecnologia. Estas respostas podem estar associadas a caracteristicas do
gendtipo da planta, aos microorganismos utilizados, interagdes com a microbiota
do solo, ou até mesmo condi¢cdes edafoclimaticas.

Com base nos resultados, podemos inferir que existe especificidade na
relacdo genotipo x inoculante, logo faz-se necessario mais estudos com
diferentes gendtipos e microrganismos que explorem essa relacdo e permitam
encontrar aqueles que possuem maior afinidade, assim potencializando os
ganhos dessa interacdo. Além disso, vale lembrar que a selecado de gendtipos
responsivos a inoculacdo seria uma alternativa para o aumento da FBN, e
consequentemente para o aumento de produtividade, bem como para a reducéo
da dependéncia do uso de fertilizantes quimicos no cultivo da espécie. A
insercao do estudo dessa relagéo em fases iniciais de selegcdo em programas de
melhoramento genético pode levar a sele¢cdo de genoétipos mais responsivos a

inoculacédo ou seja com maior potencial para FBN.
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Uma vez que as respostas das plantas ao estresse hidrico sdo complexas e
envolvem diferentes genes que produzem respostas em niveis bioquimicos,
fisioloégicos e moleculares, torna-se de suma importancia a realizacdo de estudos
bioguimicos e moleculares que tenham como objetivo esclarecer a forma como
as bactérias promotoras do crescimento vegetal atuam na tolerancia a diferentes
estresses e promovem o0 crescimento de espécies cultivadas em condi¢cdes
ambientais desfavoraveis. A utilizacdo marcadores bioquimicos e moleculares,
bem como a andlise de expressdo génica podem ser ferramentas estratégicas
importantes na elucidagéo da interagdo planta-microrganismo, bem como das

respostas fisiologicas das plantas frente a inoculacao.
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ANEXO A- Resumo da andlise de varidncia para caracteristicas biométricas e fisiolégicas
avaliadas em trés genotipos de cana-de-aglcar sob efeito de diferentes inoculantes, 30 dias

apos a inoculacao.

Quadrado Médio

1 2

Fv GL CP ALT DC NFV CLF
Bloco 3 2,95 0,49 0,22 0,07 1,41
Gendtipo (G) 2 266,23 * 20,14 * 0,75 ** 0,91 ** 17,47 **
Inoculante (1) 3 127,35 ** 6,94 * 060 * 0,09 ns 21,32 *
GXI 6 68,71 ** 456 * 0,51 * 0,03 ns 8,75 **
Residuo 33 9,60 0,53 0,05 0,04 1,91
Total 47
Média 67,27 13,92 8,02 4,63 38,74
CV3(%) 4,61 5,23 2,90 4,53 3,57

IFV: Fonte de variacao; °GL: Grau de liberdade; 2CV: Coeficiente de variagdo; **, *: significativo
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo. CP (comprimento de planta); ALT
(altura de planta); DC (didmetro do colo); NFV (numero de folhas verdes); CLF (indice de
clorofila).

ANEXO B- Resumo da analise de variancia para caracteristicas biométricas e fisiolégicas
avaliadas em trés genotipos de cana-de-agucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes
hidricos, aos 60 dias apés inoculacao.

Quadrado Médio

Fvi GL2 CP ALT AF DC NFV CLF
Bloco 3 150,03 11,55 16383,84 0,69 0,09 6,15
Gendtipo (G) 2 378,88 ** 28,43 ** 574754,68 ** 0,96 * 4,26 ** 33,92 **
Inoculante (1) 4 213,40 * 14,44 *> 118803,49 * 0,95 * 0,43 * 474 *
G XI 8 9549 *»* 500 ** 50990,60 * 0,85 ** 0,23 ns 10,49 **
Residuo 42 19,03 1,64 17267,46 0,27 0,15 1,77
Total 59
Média 125,30 30,94 1389,92 14,03 8,24 43,42
CV3(%) 3,48 414 9,45 3,73 477 3,06

IFV: Fonte de variacao; 2GL: Grau de liberdade; 3CV: Coeficiente de variagcdo; **, *: significativo
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F; ns: néo significativo CP (comprimento de planta); ALT
(altura de planta); DC (didmetro do colo); NFV (numero de folhas verdes); CLF (indice de
clorofila).

ANEXO C- Resumo da analise de variancia para caracteristicas biométricas e fisiolégicas
avaliadas em trés genotipos de cana-de-agucar sob efeito de diferentes inoculantes e regimes
hidricos, aos 90 dias ap6s a inoculagéo

Quadrado Médio

1 2
FV GL CP ALT AF DC NFV CLF
Bloco 3 193,96 81,14 24804,04 2,42 0,43 2,39
Gendtipo (G) 2 365,85 ** 204,04 ** 173374,84 ** 553 ** 6,25 ** 1451 **
Inoculante (1) 4 172,44 * 65,68 * 6378956 * 195 * 0,16 * 2,79 *
GXI 8 7352 * 28,75 ** 39987,49 * 125 ns 0,20 * 220 *
Residuo 4?2 26,65 4,22 9016,51 0,64 0,04 0,86
Total 59
Média 177,63 54,41 1328,17 18,40 6,59 33,02
CV3(%) 2,91 3,78 7,15 4,37 3,09 2,81

IFV: Fonte de variacao; 2GL: Grau de liberdade; 3CV: Coeficiente de variacdo; **, *: significativo
a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo. CP (comprimento de planta); ALT
(altura de planta); DC (diametro do colo); NFV (numero de folhas verdes); CLF (indice de
clorofila).



