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INTERACAO ENTRE RIZOBACTERIAS E CANA-DE-ACUCAR SOB DIFERENTES
CONDICOES DE UMIDADE DO SUBSTRATO: CRESCIMENTO, FOTOSSINTESE
E RELACOES HIDRICAS

RESUMO

A cultura da cana-de-aglcar tem se expandido para regibes no Brasil onde a
disponibilidade de agua é limitada. Nestes locais, sdo necessarias novas tecnologias que
possam atenuar os efeitos do déficit hidrico sobre as plantas e assim manter a produtividade
elevada. As rizobactérias, como ferramenta biotecnoldgica, podem aumentar a tolerancia a
seca devido a capacidade de producdo de fitorménios, fornecimento de N e alteracdo nas
relagdes hidricas das plantas. Quatro isolados de rizobactérias foram selecionados com base
na capacidade de produzir indois: PS3J, PS51A, PS21C e PSC13. Dois experimentos foram
realizados para avaliar a interacdo entre as rizobactérias e as plantas de cana-de-agucar sob
diferentes disponibilidades de agua no substrato. No primeiro experimento, plantas de cana-
de-agucar foram inoculadas com os isolados e mantidas sob boa disponibilidade hidrica.
Dentre os isolados testados, PSC13 promoveu o maior crescimento da cana-de-agucar, com
destaque para 0 aumento na massa do sistema radicular, favorecendo a atividade fotoquimica
e as trocas gasosas das plantas quando em condicdo de disponibilidade hidrica adequada no
substrato. No segundo experimento, plantas de cana-de-actcar inoculadas com PSC13 foram
submetidas a déficit hidrico e posteriormente reidratadas. Nesse ensaio, o isolado PSC13
também promoveu maior producdo de massa seca da parte aérea e das raizes. As plantas
inoculadas apresentaram maior abertura estomatica e transporte aparente de elétrons entre 0s
fotossistemas, o que favoreceu a assimilacdo de CO,. A inoculacdo de PSC13 atenuou a
reducdo dos teores foliares de clorofila b e de nitrogénio devido ao déficit hidrico e também
favoreceu a producdo de prolina tanto nas folhas como nas raizes. No entanto, 0 comprimento,
volume e a area do sistema radicular foram menores nas plantas inoculadas com PSC13, o que
sugere um custo da interacdo entre as rizobactérias e a cana-de-agclcar. Na fase de
recuperacdo, as plantas tratadas com PSC13 exibiram maior condutancia estomatica e maior
transporte aparente de elétrons do que as plantas controle. Embora a inoculacdo com PSC13
tenha atenuado os danos fisiologicos causados pelo déficit hidrico, essas alteracbes ndo
modificaram a resposta das plantas em termos de crescimento.

Palavras chave: rizobactérias, estresse hidrico, interacdo planta-bactéria, atenuagéo de efeitos

da seca, fotossintese.
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INTERACTION BETWEEN RHIZOBACTERIA AND SUGARCANE UNDER
DIFFERENT CONDITIONS OF SUBSTRATE MOISTURE: GROWTH,
PHOTOSYNTHESIS AND WATER RELATIONS

ABSTRACT

The areas used for sugarcane crop is expanding to Brazilian regions where water is a scarce
resource. In those places, new technologies are needed to mitigate the effects of drought stress
and thus maintain high crop yield. Rhizobacteria, as a biotechnological tool, can increase
drought tolerance due to their capacity to produce phytohormones, improve N supply and
change plant water relations. Four rhizobacteria isolates were selected based on their indols
production ability: PS3J, PS51A, PS21C and PSC13. Two experiments were conducted to
evaluate the interaction between rhizobacteria and sugarcane under different substrate
moisture. In the first experiment, sugarcane plants were inoculated with those isolates and
kept under well-watered conditions. Among the isolates tested, PSC13 promoted the
sugarcane growth, increasing root dry mass and favoring the photochemistry and gas
exchange of well-watered plants. In the second experiment, sugarcane plants inoculated with
PSC13 were subjected to water deficit and subsequently rehydrated. In this test, PSC13 also
promoted plant growth, increasing shoot and root dry matter production. PSC13 also
increased the stomatal conductance and the apparent electron transport through PSII, favoring
the CO, assimilation. Inoculation of PSC13 attenuated the drought-induced reductions in
chlorophyll b and nitrogen contents and also favored the production of proline in both roots
and leaves. However, the length, volume and area of sugarcane root system were lower in
plants inoculated with PSC13, suggesting that interaction between rhizobacteria and
sugarcane had a cost. After plant rehydration, the plants treated with PSC13 exhibited higher
stomatal conductance and higher apparent electron transport than the control plants. Although
PSC13 inoculation has mitigated the physiological damage caused by drought, these changes
did not modify the plant response in terms of growth.

Keywords: rhizobacteria, water stress, plant-bacteria interaction, attenuation drought effects,

photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-aclcar (Saccharum spp.) é uma espécie vegetal da familia Poaceae
(SEGATO et al., 2006) intensamente explorada no Brasil desde o ciclo colonial nos
complexos agroindustriais do setor canavieiro moderno. O Brasil € o maior produtor mundial
de acUcar e alcool (etanol da cana-de-aglcar) e a area estimada para a ocupa¢do com 0S
canaviais na safra 2012/2013 ¢é de 8.567,2 mil hectares (CONAB, 2012). Esta éarea,
comparando-se com o0s levantamentos das safras anteriores, continua em expansdo
principalmente nos estados de Mato Grosso do Sul, Goias e Espirito Santo (CONAB, 2012).

O crescimento das plantas é afetado por uma complexa rede de fatores bidticos
(insetos, bactérias, fungos e virus) e abidticos (luz, temperatura, disponibilidade de agua e
nutrientes) (LICHTENTHALER, 1998) e a falta de 4gua é o principal fator que limita a
produtividade das culturas agrondémicas (REDDY et al., 2004). O zoneamento agricola
brasileiro para a cana-de-agucar utiliza como um dos parametros a deficiéncia hidrica anual
(MANZATTO et al., 2009). Os tipos climaticos podem ser agrupados nas classes B, C e D
por possuirem alguma limitacdo na disponibilidade de dgua para as plantas compreendendo
desde um baixo risco, no qual a irrigagdo de salvamento € indicada (200 mm < deficiéncia
hidrica < 400 mm) até o alto risco, no qual a irrigacdo é imprescindivel (deficiéncia hidrica >
400 mm) (MANZATTO et al., 2009). Ao confrontar essas informac6es com 0s mapas das
areas para onde a cultura da cana-de-agucar se expande pode-se notar que estes locais estdo
frequentemente inseridos em ambientes cuja limitacdo hidrica € um problema e o dano ao
crescimento das plantas é algo comum.

Técnicas biotecnoldgicas tém sido empregadas na agricultura moderna para melhorar
0 desempenho das plantas em ambientes ndo totalmente favoraveis ao desenvolvimento das
mesmas. Diversos avancos tecnologicos nas areas de engenharia genética e na propria
biotecnologia agricola ndo poderiam ter sido alcangcados apenas com 0s avancos da quimica e
da fisica, nem mesmo pelo aumento da area agricola (SINGH et al., 2011). De fato, constata-
se que 0 uso de microorganismos na agricultura aumentou significativamente (SINGH et al.,
2011) e nos ultimos anos a rizosfera tem sido muito estudada. Algumas bactérias encontradas
neste ambiente tém sido reconhecidas pela capacidade de promover o crescimento das plantas
(OLIVEIRA et al., 2011). Essas bactérias ndo sdo patogénicas e geralmente ndo prejudicam a
planta hospedeira (VAN LOON et al.,, 1998). As bactérias que vivem na rizosfera séo

classificadas como rizobactérias e podem promover o crescimento das plantas por diversos



mecanismos de interacdo, por exemplo, aumentando a tolerdncia das plantas a seca
(BASHAN & DE-BASHAN, 2005). As bactérias mais estudadas sdo dos géneros
Pseudomonas e Azospirillum por favorecerem o desenvolvimento vegetal (KLOEPPER et al.,
1991), podendo amenizar os efeitos de ambientes desfavordveis no crescimento das plantas.

Nos ambientes onde a seca predomina, diversas caracteristicas fisioldgicas sdo
afetadas pela falta de agua nos tecidos vegetais. Como respostas a menor disponibilidade de
agua ocorrem a diminuicdo do potencial da agua na folha, do turgor celular, do contetdo
relativo de agua, afetando também a area foliar e a absorcdo de nutrientes (FAROOQ et al.,
2009). O processo de conversdao da energia luminosa em energia quimica é afetado pelo
fechamento dos estdmatos o que diminui o substrato bésico, CO,, para a fotossintese
(FLEXAS & MEDRANO, 2002). Em déficit hidrico mais severo, ha também
compromentimento das reacfes bioquimicas da fotossintese em plantas de cana-de-agucar
(DU et al., 1996; 1998).

O estudo sobre a interagdo entre as rizobacterias e a fisiologia da planta sob déficit
hidrico pode revelar alternativas interessantes para se conseguir plantas tolerantes a seca. As
rizobactérias podem atenuar os efeitos da seca no crescimento das plantas atraves da
modificacdo de reagdes quimicas e bioquimicas, no interior da planta ou na rizosfera,
alterando a fisiologia do vegetal e promovendo a tolerancia ao déficit hidrico (DIMKPA et al.,
2009b). O objetivo deste trabalho foi testar a hipotese de que a acdo das rizobactérias na cana-
de-acucar € benéfica para a planta, promovendo o crescimento vegetal em condicdes de
disponibilidade adequada de agua. Em condicGes de déficit hidrico, as rizobactérias

atenuariam os efeitos da seca no crescimento e na fisiologia das plantas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cana-de-acucar e sua importancia econémica

A cana-de-acucar ¢ uma planta do género Saccharum. Devido a uma série de eventos
de cruzamentos entre espécies ocorrido inicialmente nos centros de origem (Sudeste Asiatico
e Indonésia), costuma-se utilizar a nomenclatura de Saccharum spp. para os hibridos
multiespecificos. No meio cientifico classifica-se a cultura como sendo da familia Poaceae,
popularmente conhecida como familia das gramineas. Outras plantas que compde esta familia
sdo o arroz, milho, sorgo e diversos tipos de pastagens (CESNIK & MIOCQUE, 2004). Este



modelo peculiar de cruzamentos permitiu que algumas caracteristicas importantes fossem
incorporadas ao longo da evolugdo da espécie. A espécie Saccharum spontaneum colaborou
com as caracteristicas de resisténcia a insetos e patdgenos além de conferir rusticidade ao
material, como uma maior tolerancia a diferentes tipos de estresses. Saccharum officinarum é
conhecida por apresentar as caracteristicas apreciadas pela industria do setor canavieiro, como
por exemplo, o elevado aciimulo de sacarose (NOBREGA & DORNELAS, 2006). A cultura é
semi-perene, com ciclo de producdo, em geral, ao redor de 5 anos, nos quais se realizam
colheitas anuais. O rendimento é muito variavel devido as grandes disparidades tecnol6gicas
existentes no Brasil. O rendimento nacional varia entre 65 e 120 toneladas por hectare, sendo
a média de 85 toneladas por hectare (SCARPINELLA et al., 2009). Para cada tonelada de
cana colhida e processada, pode-se obter até 82 litros de alcool ou 138 quilos de agUcar
(JANK, 2007).

Atualmente o Brasil € lider mundial na produgdo de agucar e de alcool. A érea
ocupada com cana-de-agUcar na safra 2012/2013 foi estimada em 8.567,2 milhdes de hectares
(CONAB, 2012). Os estados com destaque na producéo de cana-de-agUcar na safra 2011/2012
foram Séo Paulo (54,4%), Minas Gerais (8,9%) e Goias (8,1%) (UNICA, 2012). A producéo
de cana moida na safra 2011/2012 foi de 558,8 milhdes de toneladas e deste total foram
produzidos 35,9 milhGes de toneladas de acgucar e 22,7 bilhdes de litros de etanol (UNICA,
2012). Como ilustracdo da importancia econdmica do setor canavieiro, os dados de 2009
revelam que a renda gerada pelo setor naquele ano foi de R$ 65,8 bilhdes, empregando
aproximadamente 670 mil trabalhadores (CNA, 2012). A producdo de etanol, considerada
como uma importante forma de energia renovavel permite uma posicdo de destaque ao nosso
pais perante o mercado mundial de combustiveis. A energia “limpa” abre espaco para 0
importante mercado de créditos de carbono. Segundo RODRIGUES (2004), a cana-de-agucar
colabora com a reducdo de 20% da emissdo de carbono do setor de combustiveis fosseis
utilizados em todo o nosso pais. No Brasil, foram emplacados 1.402.672 veiculos flex em
2011, nameros que reforcam a importancia do etanol como combustivel valoroso no mercado
interno brasileiro (UNICA, 2012).

O setor canavieiro também se destaca pela producdo de outras formas de energia
limpa. Uma grande parte da biomassa resultante do processo de extracdo do melaco é
utilizada na geracdo de energia. As duas modalidades de uso da biomassa na cogeracdo de
energia sdo 0 uso como energia térmica nas caldeiras das usinas ou na producdo de energia

elétrica.



2.2 Deficiéncia hidrica e suas consequéncias na fisiologia das plantas

A 4gua desempenha um papel fundamental em todos os sistemas bioldgicos do planeta
e desequilibrios no fluxo de &gua podem levar as plantas ao déficit hidrico, prejudicando
diversos processos celulares. O déficit hidrico pode ser definido como o conteido de agua de
um tecido ou célula que esta abaixo do maior contetdo de agua exibido pela planta hidratada
(TAIZ & ZEIGER, 2006). Nas condicGes naturais em que se encontram as culturas agricolas,
o0 déficit hidrico é uma situacdo frequente e pode causar impactos negativos no crescimento e
na produtividade dos cultivos (LECOEUR & SINCLAIR, 1996). Os efeitos do déficit hidrico
nas plantas sdo variaveis e dependem da espécie, severidade e época de ocorréncia
(LECOEUR & SINCLAIR, 1996), além das condicdes atmosféricas, da capacidade de
retencdo de agua no solo, da temperatura e da diferenca de presséo de vapor entre a folha e o
ar (PIMENTEL, 2004).

A cana-de-aclcar € uma planta que apresenta elevada taxa fotossintética e eficiéncia
na assimilacdo de CO,, caracteristicas inerentes ao grupo de plantas de metabolismo C4. Nos
ambientes de cultivo é comum ocorrer alta temperatura e déficit hidrico. A disponibilidade
hidrica do solo é um dos fatores ambientais que mais influenciam na producdo da cana-de-
acucar, principalmente nos estadios iniciais do desenvolvimento da cultura (RAMESH, 2000).
Como os ambientes restritivos exigem adaptacfes das plantas para suportar as condigdes
estressantes, as pesquisas sobre a ecofisiologia da cana-de-aclcar devem servir como
ferramentas para suportar a selecdo de novas variedades adaptadas as condicdes em que serdo
cultivadas. Dentre os diferentes genotipos de cana-de-agucar utilizados comercialmente,
alguns podem se recuperar rapidamente apos periodos de seca (LANDELL et al., 2007).

Os efeitos do défit hidrico nas plantas de cana-de-agUcar incluem a reducdo da
biomassa (35%, em massa seca) e da area foliar (33%) em situacdes de déficit hidrico, com
intensa demanda evaporativa (INMAN-BAMBER, 2004). Dentre outras possiveis causas, a
tolerancia das plantas de cana-de-acucar ao déficit hidrico deve-se a reducdo da perda de agua
por transpiracdo devido ao fechamento estomatico e a manutencdo da atividade fotossintética
(MACHADO et al., 2009). De acordo com RIBEIRO et al. (2013) existe uma variacao
significante na resisténcia ao déficit hidrico entre os genotipos de cana-de-agucar, constatada
pela menor sensibilidade fotossintética dos gendtipos resistentes a seca em condi¢fes de
déficit hidrico. MACHADO et al. (2009) constataram que essa sensibilidade pode ser

verificada também quando o déficit hidrico ocorre durante os estadios iniciais de crescimento



e perfilhamento das plantas. Além dos mecanismos fisioldgicos, alteracbes morfologicas sdo
comuns como resposta ao déficit hidrico, como por exemplo, a manutengdo do crescimento
das raizes em plantas expostas a condi¢cbes moderadas de déficit hidrico (HSIAO & XU,
2000).

O sistema solo-planta-atmosfera é continuo e as alteragcdes causadas pela seca sao
resultados de respostas da planta as modificagfes do ambiente ao seu redor. A percepgdo do
déficit hidrico no solo ou substrato € realizada pelo sistema radicular que detecta e sinaliza as
outras células o déficit hidrico. No inicio do estresse hidrico, ocorre um aumento nos teores de
acido abscisico (ABA) no xilema e diminuicdo da turgescéncia sem haver a diminui¢do da
transpiracdo. O aumento do estresse hidrico ocasiona o fechamento estomatico, ocorrendo
uma acumulacdo de ABA no apoplasto das células-guardas (TUBEROSA et al., 1994), com
posterior reducdo da fotossintese devido ao fechamento parcial dos estbmatos. Nesta fase,
ocorre a reducdo da atividade das enzimas do metabolismo do nitrogénio e o aumento dos
osmolitos compativeis citados anteriormente. No estddio de deficiéncia hidrica severa
predominam espécies reativas de oxigénio, atividade de enzimas hidroliticas e diminuicdo dos
teores de proteinas soluveis e das clorofilas (PIMENTEL, 2004).

Ao longo da evolucéo, as plantas desenvolveram varios mecanismos para prevenir ou
resistir a perda de agua dos seus tecidos. Um dos mecanismos desenvolvidos pelas plantas
para resistir ao estresse hidrico € a alteracéo na relacéo parte aerea/raiz (TURNER, 1997). As
plantas também tém capacidade de responder a diminuicdo do contetido da &gua nos tecidos,
controlando a perda de &gua por transpiracéo, reduzindo a area foliar exposta e prevenindo a
desidratacdo dos tecidos (LIU & SUTZEL, 2002). Outro mecanismo utilizado pelas plantas
para resistir a perda de 4gua para o ambiente € o ajuste osmético. Normalmente os sais ou
osmolitos utilizados neste processo de resisténcia ao déficit hidrico sdo ions inorganicos como
a prolina, o potéassio, 0s acucares e 0s aminoacidos (TAIZ & ZEIGER, 2006). A acumulacao
de prolina tem a funcdo de regulacdo osmotica e de protecdo da integridade celular
(STEWART & LEE, 1974; SHEVYAKOVA, 1984). Outra funcdo do acumulo de prolina
pode ser a protecdo das células contra os processos de desnaturacdo freqiientes nas condicoes
de estresse hidrico (SHEVYAKOVA, 1984). TAYLOR (1996) sugere que a acumulacdo
desse aminoéacido teria a funcdo de participar na constituicdo de um estoque de N e carbono
que poderia ser utilizado depois do periodo de estresse.

O déficit hidrico também prejudica a divisdo celular, inibe o alongamento das células,
promove a perda de turgor, aumenta a perda de agua e reduz o crescimento do vegetal

(FAROOQ et al., 2009). As variaveis envolvidas neste complexo sistema de aclimatacdo a



menor disponibilidade de &gua envolvem a diminuicdo do potencial da agua (‘¥) e a reducgdo
do conteudo relativo de 4gua. Com a diminui¢do da turgescéncia nas células estomaticas,
ocorre o0 fechamento dos estdmatos, diminuindo a entrada de CO,, substrato basico a
fotossintese e também ocorre a diminuigdo da transpiracdo (PIMENTEL, 2004).

A descoberta de gen6tipos resistentes a seca poderia ser acelerada caso existisse maior
conhecimento das respostas fisioldgicas associadas ao bom desempenho das plantas sob
déficit hidrico (HESSINI et al., 2009). Na cultura da cana-de-agUcar a resposta das variedades
em relacdo a seca s6 é obtida, em geral, ap06s estes materiais ja estarem no sistema de
producdo comercial. 1sso resulta numa comparagdo de niveis de tolerancia a seca entre poucos
genotipos (DOMAINGUE, 1995).

2.3 Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas

As plantas vivem numa associacdo constante com microorganismos, habitantes do
solo, num local denominado de rizosfera, zona de solo proxima as raizes. Na rizosfera existe
intensa atividade microbiana devido a presenca de exudatos radiculares e rizodepositos
(HARTMANN et al., 2008) e as bactérias que colonizam o sistema radicular das plantas séo
conhecidas como rizobactérias (DOBBELAERE et al., 2003). A diversidade de organismos
que vivem na rizosfera propicia uma variedade de interacdes entre a microbiota do solo e as
plantas. Os microorganismos da rizosfera podem ser classificados como neutros, benéficos ou
deletérios para o crescimento das plantas (RAAIJMAKERS et al., 2008).

As rizobactérias benéficas que promovem o crescimento dos vegetais sdo chamadas de
rizobacterias promotoras do crescimento das plantas (RPCP) e podem ser isoladas tanto da
rizosfera como do interior dos tecidos das plantas (DODD et al., 2010). As principais espécies
de rizobactérias descritas na literatura como RPCP sdo dos géneros Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Serratia (GRAY & SMITH,
2005) e Streptomyces spp. (TOKALA et al., 2002; DIMKPA et al., 2008, 2009a). O género
Pseudomonas compreende o maior grupo de RPCP conhecido (OLIVEIRA, 2009) e essas
rizobactérias tém grande versatilidade nutricional, estando presentes nos mais diversos
ambientes (MISKO & GERMIDA, 2002).

As RPCP promovem o crescimento das plantas por meio de mecanismos como a
alteracdo dos teores hormonais, atuagdo como biofertilizantes e no controle de doencas
(BASHAN & DE-BASHAN, 2005; SAHARAN & NEHRA, 2011). O acido indol acético é



considerado a mais importante das auxinas (ASHRAFUZZAMAN et al., 2009) e a capacidade
de uma rizobactéria sintetizar substancias indolicas é utilizada para selecionar estirpes com
capacidade de promover o crescimento das plantas (KHALID et al., 2004). NARULA et al.
(2006) relataram o0 aumento da massa da parte aérea e raizes de trigo devido a presenca de
rizobactérias. Outros relatos incluem a producdo de raizes finas que aumentam a superficie de
absorcdo, facilitando a aquisicdo de agua e nutrientes (SAHARAN & NEHRA, 2011).
ETESAMI et al. (2009) mostraram que a utilizacdo de rizobactérias possibilitou uma maior
extracdo de nutrientes, maior producdo de substancias indélicas e aumento do sistema
radicular das plantas de trigo. RPCP produtoras de ind6is também causaram aumento da
massa seca das raizes de mudas de eucalipto (FARZANA & RADIZAH, 2005).
CASANOVAS et al. (2002) inocularam a bactéria Azospirillum brasiliense em plantulas de
milho e observaram um aumento no contetdo celular de agua, maior potencial da agua e
aumento no crescimento das raizes. Foram encontrados teores mais elevados de prolina nas
folhas e nas raizes e a producéo de biomassa também foi maior nas plantas inoculadas.

As RPCP podem atuar também como biofertilizantes através da produgdo de
sideroforos, compostos de baixo peso molecular que favorecem a aquisicdo de ferro idnico
(WHIPPS, 2001). Algumas rizobactérias podem agir na solubilizacdo de fosfato, convertendo
o fésforo insoluvel em fésforo soltvel, fixando N e assim promover o crescimento das plantas
(RODRIGUEZ et al., 2006). Em termos de biocontrole de doencas, o género Pseudomonas
sp. novamente se destaca (KREMER & KENNEDY, 1996). Esse destaque resulta da
habilidade destas bactérias crescerem in vitro, utilizarem rapidamente o0s exsudatos
radiculares, possuirem grande capacidade de colonizacdo e multiplicacdo na rizosfera,
produzirem compostos volateis, além de antibidticos. Outras caracteristicas do género
Pseudomonas sdo a maior agressividade contra patdgenos de solo e a capacidade de adaptacéo
e sobrevivéncia nos ambientes com algum tipo de estresse como a seca, presenca de
patdgenos ou a salinidade do solo (WELLER et al., 2002).

A utilizacdo de rizobactérias na cultura da cana-de-agucar tem sido relatada com
varios casos de estimulo e promocao do crescimento, tanto em casa de vegetacdo quanto em
campo. O género Azospirillum inoculado em toletes de cana-de-aglcar aumentou a
produtividade das plantas (MACALINTAL & URGEL, 1992). MACALINTAL & URGEL
(1992) mostram que Azospirillum poderia substituir 60% do fertilizante nitrogenado aplicado.
NAVALE et al. (1995) constataram maior crescimento de plantas de cana-de-agUcar quando
inoculadas com rizobactérias em condi¢bes de campo. MUTHUKUMARASAMY et al.

(1999) realizaram testes em casa de vegetacdo e relataram que a utilizagdo de Azospirillum



aumentou o teor de nitrogénio nas folhas da cana-de-agucar. A inoculacdo de plantas de cana-
de-aglcar com rizobactérias do género Burkholderia aumentou a biomassa em 20%
(GOVINDARAJAN et al., 2006). SHANKARIAH & HUNSIGI (2001) mostraram que a
aplicacdo de Azospirillum no solo aumentou a producdo tanto na cana soca (aumento médio
de 5t ha™) quanto na cana planta (aumento médio de 9 t ha™). Em testes in vitro com plantas
de cana-de-aglcar micropropagadas, a inoculacdo de bactérias do género Enterobacter
aumentou a massa seca de raizes e da parte aérea (MIRZA et al., 2001). A inoculacdo de um
mix de rizobactérias também aumentou a producdo de colmos de cana-de-aclcar em
condigdes de campo (OLIVEIRA, 2006).

A inoculagdo de microorganismos nativos pode aumentar a resisténcia a seca de
plantas cultivadas em condi¢des de baixa disponibilidade de &gua no solo. Isto ocorre pois 0s
microorganismos do solo podem produzir fitorménios, aumentando a atividade metabdlica
das plantas. Como resultado, pode ocorrer aumento do sistema radicular, aumentando a
absorcdo de agua e de nutrientes (STURZ et al.,, 2000; MARULANDA et al., 2007).
Experimentos utilizando a inoculacdo de bactérias ndo patogénicas (Pseudomonas sp.,
Bacillus sp.) em condicdes de campo e de casa de vegetacdo revelaram aumento na
produtividade de trigo (ALI et al., 2009), de batata (KOEPLER, 1980) e no crescimento de
eucalipto (TEIXEIRA et al., 2007). As RPCP podem disponibilizar nitrogénio as plantas, pois
elas séo incapazes de retirad-lo da atmosfera. O N encontrado na atmosfera ¢ estavel devido a
tripla ligacdo N-N e por isto, existe uma dificuldade para que os organismos eucariotos
utilizem esse substrato diretamente. Para quebrar a ligacdo N-N existem duas maneiras
conhecidas: a fixagdo industrial do nitrogénio ou o processo de fixacdo bioldgica (EVANS &
BURRIS, 1992). Na fixacdo bioldgica do N, os microorganismos convertem o nitrogénio
atmosférico em amdnia, utilizando a enzima nitrogenase. Depois de convertido em amonia, 0
N pode ser transformado em diversos compostos organicos, facilitando sua disponibilizacdo
para as plantas (OLIVEIRA, 2009).

3 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um experimento in vitro para sele¢do dos isolados capazes de produzir
indois. Apds selecionarmos os isolados, foram realizados dois experimentos em casa de
vegetacdo. No primeiro, plantas de cana-de-agucar foram inoculadas com os isolados PSC13,
PS51A, PS3J e PS21C e mantidas sob boa disponibilidade hidrica. No segundo experimento,

as plantas foram inoculadas com o isolado PSC13 e submetidas ao déficit hidrico.



3.1 Sele¢do dos isolados produtores de indois

De acordo com trabalhos anteriores (CIPRIANO, 2009; FREITAS, 2011; MARCOQOS,
2012), os isolados bacterianos que promoveram o0 crescimento de plantas em casa de
vegetacdo (aumento na massa seca das raizes e/ou da parte aérea) foram selecionados para o
experimento in vitro referente a capacidade de producdo de inddis. Foram escolhidos 38
isolados de rizobactérias da colecdo do Centro de Solos e Recursos Ambientais
(Microbiologia do Solo) do Instituto Agronémico, obtidos a partir de raizes de plantas
cultivadas em solos do estado de Sdo Paulo. A capacidade de producdo de indGis destes
isolados foi avaliada segundo o método proposto por SARWAR & KREMER (1995).
Preparou-se um meio de cultura com tripticaseina de soja, diluido 10 vezes. Cada isolado foi
repicado para uma placa de Petri, em triplicatas. Uma membrana de nitrocelulase foi colocada
sobre os isolados e as placas foram incubadas a 30 °C por 24 h. Depois deste periodo, as
membranas foram retiradas das placas com os isolados, tratadas com a solucdo de Salkowski e
mantidas em temperatura ambiente por 2 h. Apoés este periodo foram considerados produtores

de indois os isolados cuja membrana apresentou um halo rosado em todas as repetigdes.

3.2 Experimentos de casa-de-vegetacao

3.2.1 Material vegetal

Nos ensaios realizados utilizou-se a variedade de cana-de-agUcar (Saccharum spp.)
IACSP95-5000 (LANDELL et al, 2007). As plantas com idade de 11 meses foram
selecionadas no Centro Experimental em Campinas, SP (experimento 1) e no Centro de Cana
em Ribeirdo Preto, SP (experimento Il), ambos pertencentes ao Instituto Agronémico (IAC).
Foram selecionados discos de colmo com gemas de aspecto saudavel, seccionados com
auxilio de uma guilhotina. Esses discos foram plantados em vasos de aluminio (2 L),
previamente esterelizados (autoclavados). No plantio utilizou-se substrato comercial,
(TropStrato HT®), autoclavado duas vezes por uma hora a 100°C e 1,5 kgf cm™ de presséo,

sendo o processo repetido depois de quatro dias.
3.2.2 Indculo e inoculacao

Para o preparo dos indculos, os isolados foram repicados para tubos de ensaio

contendo o0 meio de cultura BKing (KING et al., 1954), depois incubados a 30°C por 24 horas.



Apos este periodo e com auxilio da alga de inoculacdo, cada isolado foi transferido para um
erlenmeyer com 100 mL de meio BKing liquido, depois encubados a 30°C por mais 24 horas.
Centrifugou-se o meio liquido e as bactérias a 3000 rpm por 15 min a 20°C. Separou-se a fase
liquida da solida, que ficou precipitada nos tubos centrifugados. Foram adicionados 25 mL de
uma solugédo de sulfato de magnésio e agitou-se a solugdo com o uso de um vortex. Os 100
mL finais de in6culo foram distribuidos em dois tubos Falcon, que foram colocados num
isopor para o transporte até o local da inoculacéo.

Na casa de vegetacdo onde estavam as plantas, com o auxilio de uma pipeta, foi
adicionado 10 mL do inéculo (10° células mL™) em cada vaso e o controle recebeu 10 mL de

agua destilada. Todos os utensilios usados no processo foram previamente esterilizados.

3.2.3 Experimento |

Este experimento teve como objetivo avaliar se 0s isolados produtores de substancias
indolicas promoveriam o crescimento da cana-de-agucar. As plantas foram mantidas em vasos
com 80% da capacidade de armazenamento de &gua do substrato. Cinco plantas foram
inoculadas com quatro isolados e cada isolado constituiu um tratamento. Os isolados
avaliados foram: PSC13, PS51A, PS3J e PS21C. Cinco plantas que ndo receberam nenhum
tipo de inoculagdo com rizobactérias representavam o tratamento controle. As andlises
fisiologicas (trocas gasosas e clorofila) foram realizadas aos 29 dias ap6s a inoculacdo (DAI),
ou seja, 61 dias apos o plantio (DAP). Aos 30 DAI, as plantas de cada tratamento foram

coletadas para as analises biométricas.

3.2.4 Experimento 11

No experimento Il buscou-se estudar se a rizobactéria PSC13 minimizaria os efeitos
do déficit hidrico em plantas de cana-de-acUcar. As plantas foram inoculadas e submetidas a
variacdo da disponibilidade de dgua. No periodo irrigado (primeira etapa), as plantas foram
mantidas irrigadas com 80% da capacidade de armazenamento de agua do substrato, sendo a
biometria realizada aos 20 DAI. Na segunda etapa, as plantas foram submetidas ao déficit
hidrico controlado e avaliadas aos 37 DAI. Na terceira etapa do experimento, plantas que
haviam passado pelo déficit hidrico foram reidratadas e avaliadas quanto a biometria aos 44

DAL, oito dias ap0és a irrigacdo do substrato. Em todas as etapas foram utilizadas plantas néo
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inoculadas (controle) que foram submetidas as mesmas condicdes de disponibilidade de agua
do substrato. As avaliacdes fisioldgicas do periodo irrigado foram realizadas aos 19 DAI, na
etapa do deficit hidrico aos 36 DAI e na recuperacdo aos 43 DAI. Em relacdo a biometria,
foram coletadas folhas e raizes das plantas antes, durante e apds (recuperacao) o déficit
hidrico. Cada tratamento continha 15 plantas, sendo cinco plantas amostradas nos momentos
de analise biométrica.

A disponibilidade de agua no substrato foi monitorada por meio de sensores de
umidade (Water Mark®, Riverside, Califérnia, EUA) e pela pesagem dos vasos. O potencial
matricial do substrato (W) foi mantido entre -111 e -120 kPa (ou 64% da capacidade de
armazenamento de agua do substrato) no tratamento com déficit hidrico, enquanto que ¥ no

tratamento controle foi mantido superior a -5 kPa.

3.3 AvaliagOes biometricas

Avaliou-se a altura das plantas, didmetro da haste principal (DHP), ndmero de
perfilhos (n° perfilhos) e ndmero de folhas nos dois experimentos. Apds o término do
experimento | (29 DAI ou 61 DAP) e durante o experimento 11 (19, 36 e 43 DAI ou 50, 67 e
74 DAP), as plantas foram coletadas, colocadas em estufa a 60°C até atingirem massa
constante. Apos este processo, determinou-se a massa seca da parte aérea (MSPA) e das
raizes (MSR) e calculou-se a relacdo parte aérea/raiz (PA/R). A massa seca total (MST) foi
calculada como a soma da MSPA e da MSR. A érea foliar (AF) das plantas (cm?) foi medida
com um integrador de area (L1-3000, Licor, EUA).

As plantas do experimento Il foram colhidas e o sistema radicular foi lavado com agua
corrente levemente pressurizada. Separou-se uma amostra homogénea do sistema radicular
(20% da massa fresca do sistema radicular de cada planta) para as analises quimicas de raiz. A
parte aérea e 0s 80% restantes do sistema radicular foram pesados apds secagem em estufa
(60 °C).

A amostra de 20% da massa fresca das raizes foi separada em segmentos, 0s quais
foram organizados sobre um papel cartdo de cor preta contendo uma régua de 5 cm e uma
etiqueta com a identificacdo do respectivo tratamento e repeticdo analisada. Foi montado um
estidio com luz apropriada e foram retiradas fotografias com uma maquina digital de cada
amostra. As imagens foram catalogadas, organizadas, retirado o brilno de cada figura e

analisadas com auxilio do programa Safira®, com base no método proposto por JORGE &
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SILVA (2010). Apds este procedimento, as raizes analisadas pelas fotos foram dispostas num
saco de papel, secas em estufa e sua massa somada com a massa do restante do sistema
radicular. Os resultados das analises do sistema radicular foram expressos por meio das
variaveis area radicular (cm?), volume radicular (cm®), diametro médio ponderado (DMP) por
classes de didmetro existentes nos segmentos de raizes analisados e comprimento radicular

(cm).

3.4 Avaliac0es fisioldgicas
3.4.1 Potencial da 4gua na folha

Para determinacdo do potencial da dgua na folha (¥w), foram selecionadas as folhas
+1. O equipamento utilizado foi a cdmara de presséo do tipo Scholander (modelo 3005, Soil

Moisture Equipment Corp., EUA). As medicOes foram realizadas as 7:00 h.

3.4.2 Trocas gasosas

A assimilacéo liquida de CO, (Pn, umol m?s™), a condutancia estomatica (gs, mol m™
s™) e a concentragdo intercelular de CO, (Ci, pmol mol™) foram medidas nas primeiras folhas

totalmente expandidas e com ligula aparente (folha +1), no terco médio do limbo foliar. Para

realizacdo destas medidas, a concentracdo de CO, do ar (380 pmol mol™) e a radiagdo

fotossintéticamente ativa (Q, 2000 umol m?s™) foram mantidas constantes. A respiraco no
escuro (R, pmol m?s™) foi avaliada mantendo-se as folhas por 15 minutos no escuro. Todas
as medidas foram realizadas a temperatura ambiente, com um analisador portatil de gases a
infravermelho modelo Li-6400 (Licor, EUA). As medidas foram realizadas no periodo da
manha (entre 9:00 e 11:30 h) e no periodo da tarde (entre 13:00 e 15:30 h), sendo registradas

quando o coeficiente de variacdo total da medida era inferior a 0,5%.
3.4.3 Atividade fotoquimica

As medidas da emissao de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas por meio de
um fluorémetro modulado (6400-40 LFC) integrado ao Li-6400, usando o método do pulso de
saturacdo (MAXWELL & JOHNSON, 2000). As folhas +1, usadas para medidas de trocas
gasosas, foram previamente adaptadas ao escuro por cerca de 15 minutos utilizando-se papel

aluminio. Na auséncia de luz foi determinada a eficiéncia quantica potencial do fotossistema
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Il (Fv/Fm), a partir de medidas de fluorescéncia maxima (Fm) e minima (Fo) em tecidos
adaptados ao escuro, sendo a fluorescéncia varidvel calculada como Fv=Fm-Fo. O coeficiente
de extincdo ndo fotoquimica da fluorescéncia (NPQ) foi obtido pela formula: NPQ=(Fm-
Fm’)/Fm’, na qual Fm’ ¢ a fluorescéncia maxima em tecidos iluminados. O transporte
aparente de elétrons (ETR) foi calculado de acordo com a equacdo ETR=Q x AF/Fm’ x 0,5 x
0,84, sendo AF/Fm’ a eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II calculada a partir dos
sinais de flurescéncia variavel (AF=Fm’-F’) e em estado de equilibrio dindmico (F’) em
tecidos iluminados. O célculo de ETR assume que a particdo de energia entre os fotossistemas
I e Il é similar (0,5) e que as folhas absorvem 84% da energia incidente (DEMMIG &
BJORKMAN, 1987). Essas variaveis foram determinadas em tecidos adaptados a luz, de

forma simultanea as medidas de trocas gasosas.
3.4.4 Teores de clorofila

Com o um clorofilometro (ClorofiLOG CFL1030, Falker, Brasil), foram medidos os
teores foliares de clorofila a (Chl a) e b (Chl b). O teor de clorofila total (Chl t) foi calculado
como a somatoria dos valores de clorofila a + clorofila b. As medi¢fes ocorreram sempre nos

mesmos dias e folhas avaliadas para as trocas gasosas.

3.4.5 Teores de prolina

As amostras das folhas e raizes coletadas foram armazenadas em ultrafreezer e
posteriormente secas em liofilizador (Labconco, Freezone 4.5) a -50°C e 133 pbar. Depois de
secas, as amostras vegetais foram moidas em moinho (IKA, modelo A 11) e armazenadas em
frascos plasticos hermeticamente fechados até o momento das analises. Para extracdo de
prolina, aproximadamente 75 mg de amostra vegetal juntamente com 3 mL de solucdo de
metanol:cloroférmio:agua (MCW, 12:5:3) (BIELESK & TURNER, 1966) foram colocados
em tubos com tampa de rosca. A solucdo foi mantida em geladeira a 5°C por trés dias. Apos
este periodo, acrescentou-se agua e cloroférmio na propor¢éo 1:1,5 (v/v), agitando-se os tubos
e voltando-os a geladeira por mais 24 h. Depois da separacdo das fases, coletou-se o
sobrenadante (fracdo aquosa-metandlica) e foi feita a concentracdo das amostras em banho-
maria a 50°C. O volume da solucédo foi quantificado em proveta e armazenado em microtubos
a -20°C. O teor de prolina foi quantificado segundo RENA & MASCIOTTI (1976). Foram
adicionados 100 pL de glicina 0,1 M, 300 uL da solucdo obtida apos a extragdo com MCW,

2,6 mL de agua mili-Q e 2 mL de acido acético concentrado em tubos de ensaio. Apos
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agitacdo para homogeneizar a solugdo, foram acrescentados 2 mL de reagente de ninhidrina
(600 mg de ninhidrina + 15 mL de &cido acético concentrado + 10 mL de &cido fosforico 6
M). Depois da agitacdo dos tubos, a mistura foi encubada em banho-maria a 100°C por 35
minutos. Em seguida, os tubos foram colocados em banho de gelo para rapido resfriamento da
reacdo e adicionados 4 mL de tolueno concentrado. Agitou-se vigorosamente os tubos, o
sobrenadante foi coletado e sua absorbancia foi determinada num espectrofotometro a 515
nm. A reta-padrdo foi obtida com solucdo de prolina em concentracGes de 0; 0,5; 1; 2; 3 e 4
ng mL™.

3.4.6 Nitrogénio total

Para analisar o teor de nitrogénio total presente nos tecidos das folhas e raizes da cana-
de-acucar primeiramente foi feita a digestdo da amostra transferindo-se 0,1 g de material
vegetal seco e moido para tubos de digestdo (tipo Folin-Wu), contendo 1 g de mistura
digestora (1000 g de K,SO4 + 100 g de CuSO4.5H,0 + 10 g de Se), 3 mL de &cido sulfurico
concentrado e 1 mL de peroxido de hidrogénio (H,0O,). Os tubos foram colocados em um
bloco digestor e aquecidos lentamente até 360°C, sendo as amostras digeridas ao ponto de
ebulicdo da mistura até formar um extrato esverdeado. Apos o resfriamento até 22°C foram
adicionados 5 mL de agua mili-Q. O conteudo de cada tubo foi usado na dosagem de
nitrogénio segundo o metodo de Kjeldahl (BREMNER, 1965). Para a dosagem, as amostras
passaram por processo de destilagdo. O tubo contendo a amostra foi neutralizado com 15 mL
de NaOH 10 N. Depois da reacdo quimica, procedeu-se uma destilacdo a fim de que o
nitrogénio contido na amostra fosse volatilizado na forma de amodnia e recolhido em
erlenmeyer contendo 20 mL de solucdo de &cido borico-indicador. A destilagdo foi
interrompida ap6s a producdo de 20 mL de destilado. O contetdo do erlenmeyer foi entdo
titulado, usando solucdo padronizada de &cido sulfdrico 0,0714 N. O volume de &cido foi

utilizado para calcular a quantidade de nitrogénio na amostra.
3.5 Delineamento estatistico e analise de dados

O delineamento experimental utilizado no experimento | foi blocos inteiramente
casualizados, sendo a causa de variacdo a inoculacdo. O delineamento experimental do
segundo experimento foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial duplo, sendo as causas de
variagdo as condic¢des hidricas e a inoculagdo. Os dados obtidos foram submetidos a analise

de variéncia e quando detectada diferenga significativa do tratamento, as médias foram
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comparadas usando o teste de Tukey a 5% de significancia. Cada repeticdo foi representada

por uma planta.

4.1 Selecéao dos isolados

4 RESULTADOS

Dos 38 isolados bacterianos testados 18 apresentaram a capacidade de produzir indois

(Tabela 1). Entre os isolados produtores de substancias inddlicas, foram selecionados PSC13,

PS51A, PS3J e PS21C para os testes na casa de vegetacdo em funcdo da capacidade de

producdo de inddis (Figura 1) e por promoverem o crescimento de plantas em estudos

anteriores (CIPRIANO, 2009; FREITAS, 2011).

Tabela 1. Lista de isolados testados quanto a producédo de indois de acordo com o método
colorimétrico proposto por SARWAR & KREMER (1995). Os sinais () e (+) indicam

auséncia e presenca de indois. Em negrito estéo os isolados selecionados.

Producéo de

Producdo de

Producdo de

Isolado IndGis Isolado IndGis Isolado IndGis
PS21C + WA4P5 - PS861A -
PS51A + PS89 - PS864C +
PS3J + PS866B - PS856A +
PSC13 + PS8J - LP44 +
PS2J + PS871B - PS11J +
PS1J + LP10 - PSC14 +
PS143C - PS5J - LP13 -
PS10J + W4P144 - M4 -
PS60B - PS92 - PS9J +
PS13J - M5 - PS853B +
PS12J - PS4) + LP12 +
PS852C - E17 + PS21A +
R7H - PSC11 -
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PS31J PS51A PS21C PSC13

Figura 1. Resultado do teste colorimétrico de producgdo de inddis pelos isolados selecionados
PS3J, PS51A, PS21C e PSC13. A analise pelo método proposto por SARWAR & KREMER
(1995) foi realizada em triplicata.

4.2 Experimento |

4.2.2 Biometria

A altura média das plantas variou de 14,3 a 18,3 cm e ndo foi afetada pelas
rizobactérias. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos com e sem inoculacédo
das rizobactérias tanto na massa seca da parte aérea (Figura 2A) como na massa seca total das
plantas (Figura 2C).

A inoculacdo do isolado PSC13 propiciou aumento da massa do sistema radicular em
1,7 vezes em relacdo ao controle (Figuras 2B e 3). A relacdo parte aérea/raiz foi
significativamente diferente entre as plantas que receberam a inoculacdo do PSC13 e as
plantas controle (Figura 2D). Ao analisarmos a particdo da matéria seca no tratamento com
PSC13 percebemos que o aumento da massa seca das raizes foi responsavel pela menor
relacéo parte aérea/raiz (Figura 2D).

As variaveis numero de folhas e nimero de perfilhos ndo diferiram significativamente

entre os tratamentos com as rizobactérias e as plantas ndao inoculadas.
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Figura 2. Massa seca da parte aérea (A), das raizes (B) e total (C) e relacdo parte aérea/raiz
(D) das plantas de cana-de-aclcar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR,
sem indéculo) e com a inoculagdo dos isolados PSC13 PS51A, PS3J e PS21C. Cada barra
representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra minGscula
ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 3. Aspecto visual da parte aérea e do sistema radicular de plantas representativas dos
tratamentos controle e que receberam o isolado PSC13.
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4.2.3 Fisiologia

A inoculagéo dos isolados PSC13 e PS51A promoveu aumento no teor de Chl b nas
plantas, o que refletiu no aumento do teor de chl total (chl a + b). PSC13 aumentou em 9,3% e
0 isolado PS51A em 12% o teor de chl total em relagdo as plantas do controle (Tabela 2). O
isolado PS3J também aumentou o teor de chl total se comparado as plantas ndo inoculadas
(Tabela 2).

Tabela 2. Teores* de clorofila a (Chl a), b (Chl b), total (Chl t) das plantas de cana-de-agucar
variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com os isolados
PSC13, PS51A, PS3J e PS21C.

Tratamentos Chla Chlb Chit

CTR 30,1+0,1b 75+08b 376%+08b
PSC13 316+12ab 94+07a 41,1+20a
PS51A 322+03a 99+02a 421+05a
PS3J 31,7+02ab 9,2+04ab 409+05a
PS21C 31,3+05ab 8,7+03ab 40,0+0,3ab

Valores médios (n=3) £ desvio padrdo. Médias dos tratamentos
seguidas pela mesma letra minUscula ndo diferem entre si (p>0,05).
*Indice relativo de clorofila.

A assimilacdo liquida de CO, das plantas do tratamento controle diminuiu entre o
periodo da manhd@ e o periodo da tarde. J& as plantas dos tratamentos que receberam a
inoculacdo praticamente ndo diminuiram sua fotossintese no periodo da tarde se comparados

aos valores da manha (Figura 4A,B).

4.3 Experimento |1

4.3.1 Periodo irrigado

A altura média das plantas variou de 18,8 a 19,0 cm. A inoculacdo de PSC13 permitiu
uma maior producdo de massa da parte aérea e das raizes das plantas (Figura 5A,B). O ganho
de crescimento proporcionado pelo isolado PSC13 também se refletiu no aumento da massa
seca total, variavel que engloba as variaveis acima mencionadas. Houve, portanto, um ganho
na acumulacdo de carbono por parte dessas plantas se comparadas ao tratamento controle
(Figura 5A-C). A relacdo parte aérea raiz ndo foi modificada pelas rizobactérias (Figura 5D).

As medidas de nimero de folhas, namero de perfilhos e area foliar foram similares

(dados nédo apresentados) ndo mostrando o mesmo efeito benéfico da inoculacdo notado no
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ganho de massa. As analises do sistema radicular também néo revelaram diferengas entre as
plantas controle e inoculadas (dados ndo apresentados) quando considerados o volume,

comprimento, area superficial e diametro medio ponderado das raizes.

Manha Tarde
40

30{ ab abe 1 ]
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o
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=
o
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0.251 © 1 (D)
020] ,
0.15/ b | ab
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0.05+

0.00-L ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
160 ® | (F

1204 —
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ETR (umol m?s™)

40/

CTR PSC13 PS51A PS3J PS21C CTR PSC13 PS51A PS3] PS21C

Tratamentos

Figura 4. Medidas de assimilacdo liquida de CO, (Pn, em A,B), condutancia estomatica (gs,
em C,D) e transporte de aparente de elétrons (ETR, em E,F) das plantas de cana-de-agucar
variedade 1ACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com os isolados
PSC13, PS51A, PS3J e PS21C. As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h (A,C,E) e
entre 13:00 e 15:30 h (B,D,F). Cada barra representa o valor médio (n=3). Médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 5. Massa da parte aérea (A), das raizes (B) e total (C) e relacdo parte aérea/raiz (D)
das plantas de cana-de-acucar variedade 1ACSP95-5000 dos tratamentos controle (CTR) e
com o isolado PSC13. Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos
seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si (p>0,05).

A assimilacéo liquida de CO, foi superior nas plantas que receberam o isolado PSC13
no periodo da manhd (Figura 6A). Nesse periodo a abertura estomatica e o transporte de
elétrons foram maiores nas plantas tratadas (Figura 6C,E), assim como a eficiéncia quantica
potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) foi ligeiramente menor nas plantas que receberam o
isolado PSC13 (Figura 7C). Essa situacdo ndo se repetiu no periodo da tarde, quando as
plantas tratadas e o controle apresentaram resultados semelhantes de trocas gasosas e
atividade fotoquimica (Figuras 6B,D,F e 7D). Em relacdo a respiracdo foliar, a inoculacéo
causou reducdo significativa dessa variavel no periodo vespertino, sendo cerca de 3,2 vezes

menor no que nas plantas controle (Figura 7B).

20



Manha Tarde

(A) (B8)

45

35
30+
251
20+
154
104

Pn (umol m?s™)

0.40 ' ' ©) | ' ' (D)
0.351

0.30- a ] a

0.25- b

0.20
0.15-

gs (mol m?s™)

0.10+
0.05+

0.00 : : : :
160- E) ] (F)

140+

120+

100
80+
60 -
40
20+

ETR (umol m?s™)

CTR PSC13 CTR PSC13

Tratamentos

Figura 6. Medidas de assimilacdo liquida de CO, (Pn, em A,B), condutancia estomatica (gs,
em C,D) e transporte de aparente de elétrons (ETR, em E,F) das plantas de cana-de-agucar
variedade 1ACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inoculo) e com o isolado
PSC13. As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h (A,C,E) e entre 13:00 e 15:30 h
(B,D,F). Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela
mesma letra minascula ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 7. Medidas de respiracdo (R, em A,B) e eficiéncia quantica potencial do fotossistema
Il (Fv/Fm, em C,D) das plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos
controle (CTR, sem in6culo) e com o isolado PSC13. As medidas foram realizadas entre 9:00
e 11:30 h (A,C,E) e entre 13:00 e 15:30 h (B,D,F). Cada barra representa o valor médio (n=3).
Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem entre si (p>0,05).

As rizobactérias diminuiram o teor de chl b presente nos tecidos foliares das plantas

tratadas, porém ndo houve alteracdo significativa nos teores de chl a e total (Tabela 3).

Tabela 3. Teores de clorofila a (Chl a), b (Chl b), total (Chl t) das plantas de cana-de-agucar
variedade |ACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e PSC13.

Tratamentos Chla Chl b Chl t
CTR 372+06a 174+22a 547+28a
PSC13 370+10a 144+19b 514+29a

Valores médios (n=3) + desvio padrdo. Médias dos tratamentos
seguidas pela mesma letra minudscula ndo diferem entre si (p>0,05).
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4.3.2 Periodo de déficit hidrico

Com base nos dados de potencial matricial do substrato durante o periodo de déficit
hidrico, houve reducdo da agua disponivel para as plantas (Figura 8), o que também foi
notado pelos sintomas visuais. Independente da quantidade de agua disponivel, a inoculacdo
das plantas com PSC13 nédo afetou o potencial da &gua nas folhas, sendo menor nas plantas

que foram submetidas ao déficit hidrico (Tabela 4).

Dias apos a inoculacio (DAI)
e 2l 2526 27 35 36 43 44

0 A

\
-20 A “
\
\

40 -

-

====Vasos DH
-80 - \

L}
]
]
!
1
]
/
-60 - \
60 |
‘ - -
'l Vasos urigados
]
[}

100 - \
-120 | SsecA

-140 -

¥,, do substrato (kPa)

-160 -

Figura 8. Potencial matricial do substrato dos vasos ao longo do experimento Il. As setas
tracejadas indicam os momentos de avaliacdo. Da esquerda para a direita, a primeira seta
corresponde a avaliacdo no periodo irrigado, a segunda seta indica a avaliacdo durante o
déficit hidrico e a terceira refere-se a recuperacdo da hidratacdo das plantas. A seta de linha
continua indica 0 momento de reidratacao das plantas.

Tabela 4. Potencial da agua nas folhas (MPa) das plantas de cana-de-acUcar variedade
IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inoculo) e com o isolado PSC13,
mantidas irrigadas e submetidas ao déficit hidrico (DH). Medicgdes realizadas as 7:00 h.

Plantas  Irrigadas DH

CTR 0,30+£0,05a 1,80+0,05b

PSC13 0,30+£0,03a 1,80+0,05b
Valores médios (n=3) + desvio padrdo. Médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra mindscula
ndo diferem entre si (p>0,05).

O déficit hidrico reduziu os teores de chl a, b e total nas plantas estudadas, porém o
uso de PSC13 possibilitou menores reducbes se comparado as plantas com inoculo e as

controle (Figura 9).
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Figura 9. Teores de clorofila a (A), b (B) e total (C) das plantas de cana-de-acucar variedade
IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com o isolado PSC13,
mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hidrico (DH). Letras mailsculas comparam
condicdo hidrica numa mesma condicdo de inoculacdo (controle ou PSC13) e letras
minusculas comparam os tratamentos de inoculacdo na mesma condi¢do hidrica (irrigado ou
DH). Cada barra representa o valor médio (n=3). Médias dos tratamentos seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05).
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O déficit hidrico diminuiu a quantidade de nitrogénio presente nas folhas (Figura
10A). Quando as plantas estavam bem irrigadas, a inoculagdo diminuiu o teor de nitrogénio,
porém o mesmo ndo se repetiu na condicdo de estresse (Figura 10A). Nas raizes, o déficit
hidrico ndo modificou o acimulo de nitrogénio nas plantas controle, porém aumentou

significativamente nas plantas inoculadas com PS13 (Figura 10B).
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Figura 10. Teores de nitrogénio (A,B) e prolina (C,D) nas folhas (A,C) e raizes (B,D) das
plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com 0
isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hidrico (DH). Letras mailsculas
comparam condicdo hidrica numa mesma condi¢cdo de inocula¢do (controle ou PSC13) e
letras minusculas comparam os tratamentos de inoculacdo na mesma condi¢do hidrica
(irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05).

O actmulo de prolina também foi afetado pela inoculacdo com rizobactérias. As

plantas controle mantiveram o0 mesmo teor de prolina na folha independente da
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disponibilidade de agua (Figura 10C). Entretanto, as plantas inoculadas submetidas ao déficit
hidrico aumentaram em 2,2 vezes a acumulacdo de prolina nas folhas quando comparadas as
inoculadas e irrigadas (Figura 10C). A deficiéncia hidrica aumentou também o acimulo de
prolina nas raizes. A inoculacdo aumentou significativamente a acumulacéo deste osmolito no
sistema radicular quando as plantas foram submetidas a seca se comparada ao tratamento
controle na mesma situacéo. As plantas inoculadas com PSC13 produziram cerca de 4,6 vezes
mais prolina nas raizes do que as plantas inoculadas e irrigadas (Figura 10D).

A interacdo entre a disponibilidade de &gua e a inoculacdo ndo foi significativa para a
variavel assimilagdo liquida de CO, e por isso os dados foram agrupados e analisados. PSC13
promoveu o aumento da fotossintese no periodo da manhd (Figura 11A) e a ocorréncia de
déficit hidrico diminuiu a fotossintese em cerca de 3 e 4 vezes no periodo da manha e da
tarde, respectivamente (Figura 11B,D).
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Figura 11. Assimilacdo liquida de CO, (Pn) das plantas de cana-de-aglUcar variedade
IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas
ou submetidas ao déficit hidrico (DH). As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h
(A,C) e entre 13:00 e 15:30 h (B,D). Cada barra representa o valor médio (n=10). Médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si (p>0,05).
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A condutancia estomatica foi reduzida pelo déficit hidrico e as rizobactérias ndo
causaram nenhuma modificagdo no padrdo de abertura estomética tanto no periodo matutino

quanto vespertino (Figura 12).
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Figura 12. Condutancia estomatica (gs) das plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-
5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou
submetidas ao déficit hidrico (DH). As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h (A,B) e
entre 13:00 e 15:30 h (C,D). Cada barra representa o valor médio (n=10). Médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si (p>0,05).

O déficit hidrico aumentou a concentracdo intercelular de CO, (Figura 13B,D) e
reduziu o transporte aparente de elétrons (Figura 14B,D). Essas variaveis ndao foram afetadas

pela presenca das rizobactérias (Figuras 13 e 14).
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Figura 13. Concentracdo intercelular de CO, (Ci) das plantas de cana-de-agucar variedade

Irrig';ado
Irrigacao

DH

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas
ou submetidas ao déficit hidrico (DH). As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h
(A,C) e entre 13:00 e 15:30 h (B,D). Cada barra representa o valor médio (n=10). Médias dos

tratamentos seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si (p>0,05).

A inoculacdo das plantas com as rizobactérias ndo causou nenhuma modificacdo da

eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il tanto de manhd como a tarde, porém essa

variavel fotoquimica foi reduzida pelo déficit hidrico (Tabela 5). A respiracdo no periodo das

13:00 h também néo foi alterada pela inoculagcdo ou condicéo hidrica (Tabela 5).
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Figura 14. Transporte aparente de elétrons (ETR) das plantas de cana-de-agucar variedade
IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas
ou submetidas ao déficit hidrico (DH). As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h
(A,C) e entre 13:00 e 15:30 h (B,D). Cada barra representa o valor médio (n=10). Médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si (p>0,05).

Tabela 5. Respiracdo (R) e eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) das
plantas de cana-de-aclcar variedade 1ACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem
indculo) e com o isolado PSC13 mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hidrico (DH). As
medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h (indice 9) e entre 13:00 e 15:30 h (indice 13).

Variaveis Inoculacéo Condicao hidrica
CTR PSC13 Irrigado DH

Fv/Fmg 0,78+0,01a 0,78+002a 0,78+0,01a 0,77+0,01b

Fv/Fm;3 0,76 £0,04 a 0,75+0,04a 0,79+001a 0,73+0,03b

Rz (umol m?s™) 330+026a 3,04+062a 324+050a 3,10+047a
Valores médios (n=6) + desvio padrdo. Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra
mindscula ndo diferem entre si (p>0,05).
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Analisando-se a variavel respiracdo no periodo da manha, nota-se que o déficit hidrico
aumentou a respiracdo das plantas sem indculo se comparadas as plantas irrigadas (Figura
15). Nas plantas inoculadas nédo houve aumento da respiragdo mesmo com a diminuigdo da

agua disponivel no substrato (Figura 15).
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Figura 15. Respiracdo foliar das plantas de cana-de-acUcar variedade 1ACSP95-5000 nos
tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou
submetidas ao deficit hidrico (DH). A temperatura media das folhas no momento das medidas
foi de 30°C. Letras maiusculas comparam condicdo hidrica numa mesma condi¢do de
inoculacdo (controle ou PSC13) e letras minusculas comparam os tratamentos de inoculacdo
na mesma condicdo hidrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=3).
Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05).

A analise das variaveis massa seca da parte aérea, massa seca das raizes, massa seca
total, diametro da haste principal, do namero de perfilhos por planta e relacdo parte aérea/raiz
ndo revelou efeitos da inoculacdo (Tabela 6). Notou-se, porém, que o déficit hidrico teve
efeito negativo nessas variaveis (exceto relacdo parte aérea raiz), prejudicando o
desenvolvimento das plantas. Por exemplo, o déficit hidrico reduziu em 45% a massa seca
total das plantas (Tabela 6).

A inoculacdo aumentou a altura das plantas e o déficit hidrico afetou negativamente a
altura e a area foliar, causando reducdes de 18% e 67% respectivamente (Figura 16). O
namero de folhas foi significativamente maior nas plantas irrigadas e inoculadas com PSC13,
se comparadas ao controle irrigado (Figura 17). Independente da presenca de rizobactérias, o

déficit hidrico reduziu a quantidade de folhas das plantas (Figura 17). O déficit hidrico

30



reduziu o comprimento das raizes e as plantas que receberam PSC13 apresentarem menor
comprimento de raizes nestas condic6es (Figura 18).

Tabela 6. Massa seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e total (MST) didmetro da
haste principal (DHP), nimero de perfilhos (NP) e relacdo parte aérea raiz (PA/R) das plantas
de cana-de-acucar nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e PSC13, mantidas irrigadas
ou submetidas ao déficit hidrico (DH).

Variaveis Inoculagéo Condicdo hidrica
CTR PSC13 Irrigado DH

MSPA (g) 134+38a 137+44a 174%12a 97+05b
MSR (g) 32+09a 32+t11a 41+05a 23+£02b
MST (9) 16,2+44a 169+56a 212+19a 120+£06Db
DHP (mm) 13,7+18a 132%+17a 15,0+0,6 a 119+0,6Db
NP 29+0,7a 28+08a 33+£0,7a 24+£05D
PA/RA 42+03a 46+04a 44+03a 44+04a

Valores médios (n=10) + desvio padrdo. Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si (p>0,05).
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Figura 16. Altura (A,B) e éarea foliar (C,D) das plantas de cana-de-agUcar variedade
IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas
ou submetidas ao déficit hidrico (DH). Cada barra representa o valor médio (n=10). Médias
dos tratamentos seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 17. Numero de folhas das plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-5000 nos
tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou
submetidas ao déficit hidrico (DH). Letras maiusculas comparam condi¢do hidrica numa
mesma condicdo de inoculacdo (controle ou PSC13) e letras mindsculas comparam 0s
tratamentos de inoculagdo na mesma condicdo hidrica (irrigado ou DH). Cada barra
representa o valor médio (n=5). Medias dos tratamentos seguidas pela mesma letra nédo
diferem entre si (p>0,05).
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Figura 18. Comprimento total das raizes das plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-
5000 nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas
ou submetidas ao déficit hidrico (DH). Letras mailsculas comparam condi¢do hidrica numa
mesma condicdo de inoculacdo (controle ou PSC13) e letras mindsculas comparam 0s
tratamentos de inoculagdo na mesma condicdo hidrica (irrigado ou DH). Cada barra
representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si (p>0,05).
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O tratamento com as rizobactérias ndo promoveu alteragdes no didmetro médio
ponderado das raizes, mas o volume e a &rea do sistema radicular da cana-de-agucar foram
reduzidos com a inoculagdo de PSC13 (Tabela 7). O estresse hidrico afetou negativamente o
desenvolvimento do sistema radicular, diminuindo o didmetro, o volume e a &rea das raizes
(Tabela 7).

Tabela 7. Diametro médio ponderado (DMP), volume e &rea das raizes das plantas de cana-
de-agUcar variedade 1ACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com o
isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hidrico (DH).

Variaveis Inoculacéo Condicdo hidrica

CTR PSC13 Irrigado DH
DMP (cm) 1,3+05a 1,0+0,7a 15+0,6a 09+£04Db
Volume (cm®) 10,7+49a 88+56b 146+15a 49+16b
Area (cm?) 228,4+828a 190,9+109,7b 2975+295a 1219+409b

Valores médios (n=10) + desvio padrdo. Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si (p>0,05).

4.3.3 Periodo de recuperacéo

As plantas ndo inoculadas que passaram pelo déficit hidrico apresentaram maior teor
de chl a do que as mantidas sempre irrigadas (Figura 19A). Comparando-se as plantas sempre
irrigadas, nota-se que a inoculacdo de PSC13 aumentou o teor de chl a (Figura 19A). Apos a
recuperacao, as plantas previamente estressadas apresentaram maior teor foliar de chl b e
total. Entretanto, as plantas que receberam as rizobactérias ndo tiveram alteracBes na
quantidade deste pigmento apds o periodo de déficit hidrico (Figura 19B,C). O uso do PSC13
aumentou o teor de chl b e total nas plantas mantidas com boa disponibilidade de agua no
substrato (Figura 19B,C).

Houve recuperacdo completa das variaveis assimilacdo liquida de CO,, concentracdo
intercelular de CO,, eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il e da respiracdo. Com
relacdo a assimilacdo liquida de CO,, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos e os valores médios foram de 26,6+2,9 e 24,7+2,2 umol m? s para os periodos
da manhd e da tarde, respectivamente. Nas demais varidveis, notou-se a auséncia de

diferencas significativas induzidas pelas rizobactérias (dados ndo apresentados).
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Figura 19. Teores de clorofila a (A), b (B) e total (C) das plantas de cana-de-acUcar variedade
IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inoculo) e com o isolado PSC13,
mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hidrico (DH). Analises realizadas apos seis dias
da reidratacdo das plantas. Letras mailsculas comparam condicdo hidrica numa mesma
condicao de inoculacdo (controle ou PSC13) e letras minusculas comparam os tratamentos de
inoculacdo na mesma condicdo hidrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio
(n=3). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05).
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O transporte aparente de elétrons ndo sofreu alteracBes nas plantas controle que
passaram pelo déficit hidrico (Figura 20). J& as plantas inoculadas apresentaram aumento no
transporte de elétrons na recuperacdo, se comparadas as inoculadas e mantidas irrigadas
(Figura 20). Durante o periodo da manhd nenhum tratamento modificou o transporte de

elétrons das plantas se comparado com a resposta do tratamento controle (dados nédo

apresentados).
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Figura 20. Transporte aparente de elétrons (ETR) das plantas de cana-de-agucar variedade
IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inoculo) e com o isolado PSC13,
mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hidrico (DH). Analises realizadas apds seis dias
da reidratacdo das plantas, as 13:00 h. Letras mailsculas comparam condicdo hidrica numa
mesma condicdo de inoculagdo (controle ou PSC13) e letras minusculas comparam o0s
tratamentos de inoculagdo na mesma condicdo hidrica (irrigado ou DH). Cada barra
representa 0 valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si (p>0,05).

O periodo de falta de agua causou danos na recuperacdo da abertura estomatica. As
plantas ndo inoculadas que passaram pela seca apresentaram menor condutancia estomatica
mesmo apos seis dias da reidratacéo (Figura 21). Este fato ndo ocorreu nas plantas inoculadas,
onde a recuperacdo foi total (Figura 21). Ainda, as plantas inoculadas que passaram pelo
déficit hidrico apresentaram maior condutancia estoméatica do que as ndo inoculadas na
mesma situacdo (Figura 21). No periodo da tarde, nenhum tratamento alterou a abertura

estomatica das plantas em relagdo ao tratamento controle (gs = 0,15 mol m?s™).
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Figura 21. Condutancia estomatica (gs) das plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-
5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inoculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas
ou submetidas ao déficit hidrico (DH). Analises realizadas ap0s seis dias da reidratacdo das
plantas, as 9:00 h. Letras maiusculas comparam condi¢do hidrica numa mesma condigédo de
inoculacédo (controle ou PSC13) e letras minusculas comparam os tratamentos de inoculagdo
na mesma condicdo hidrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor medio (n=5).
Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05).

As plantas que passaram pela seca apresentaram menor massa seca da parte aérea, com
cerca de 56% de reducdo nas plantas ndo inoculadas e 46% nas plantas tratadas com PSC13
(Figura 22). Comparando-se as plantas mantidas sempre com boa disponibilidade de agua no
substrato, nota-se que a inoculacdo diminuiu a producdo de massa seca da parte aérea (Figura
22). As plantas ndo inoculadas produziram mais folhas do que as plantas que receberam a
inoculacdo de PSC13 (Figura 23A). Ja as plantas que passaram pelo déficit hidrico tiveram
uma reducdo de cerca de 40% no numero de folhas (Figura 23B). As plantas sem indculo
apresentaram maior massa seca total se comparadas as plantas tratadas com as rizobactérias
(Figura 24A). Apos o periodo de recuperacdo, as plantas ainda apresentavam uma reducéo de
cerca de 53% em sua massa seca total (Figura 24B).

N&o houve diferencas significativas devido a inoculacdo das rizobactérias na area
foliar, massa seca das raizes, diametro da haste principal e altura das plantas. Todas essas
varidveis foram afetadas negativamente pelo periodo que permaneceram sob déficit hidrico,

mesmo apos a recuperacao (Tabela 8).
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Figura 22. Massa seca da parte aérea das plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-5000
nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou
submetidas ao déficit hidrico (DH). Analises realizadas apés sete dias da reidratacdo das
plantas. Letras maiusculas comparam condicdo hidrica numa mesma condicéo de inoculagéo
(controle ou PSC13) e letras mindsculas comparam os tratamentos de inoculagdo na mesma
condicao hidrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos
tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 23. Numero de folhas das plantas de cana-de-agUcar variedade IACSP95-5000 nos
tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao
déficit hidrico (DH). Analises realizadas ap0s sete dias da reidratacdo das plantas. Cada barra
representa 0 valor médio (n=10). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra
minuscula ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 24. Massa seca total das plantas de cana-de-agucar variedade IACSP95-5000 nos
tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao
déficit hidrico (DH). Analises realizadas apo0s sete dias da reidratacdo das plantas. Cada barra
representa o valor médio (n=10). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra
minuscula ndo diferem entre si (p>0,05).

Tabela 8. Area foliar (AF), massa seca das raizes (MSR), diametro da haste principal (DHP)
e altura média das plantas de cana-de-agucar nos tratamentos controle (CTR, sem indculo) e
com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao deficit hidrico (DH). Avaliagdes
realizadas sete dias ap0és a reidratacdo das plantas.

Variaveis Inoculacéo Condicao hidrica

CTR PSC13 Irrigado DH
AF (cm?) 502,1+2445a 440,4+204,7a 6743+945a 268,2+571b
MSR (g) 37+17a 40+19a 54+09a 23+0,3b
DHP (mm) 149+18a 148+13a 16,3+ 0,7 a 135+£05b
Altura (cm) 28,1+35a 27,3+39a 31,1+10a 243+10b

Valores médios (n=10). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra mindscula nao
diferem entre si (p>0,05).

Né&o foram observados efeitos dos fatores inoculacdo e disponibilidade de agua no
substrato para as variaveis numero de perfilhos e relacdo parte aérea/raiz. O valor médio de
perfilhos por planta foi de 3,4+0,7 e o valor médio da relacdo parte aérea/raiz foi de 4,8+0,7.

Os resultados da analise do sistema radicular das plantas indicam que o periodo de
déficit hidrico afetou negativamente todas as variaveis das raizes estudadas, independente da
inoculacdo com PSC13. Em relacdo a inoculacdo, o comprimento, volume, area e diametro
médio ponderado foram maiores nas plantas controle quando comparadas as inoculadas sob

disponibilidade hidrica adequada (Figura 25). Ao compararem-se as plantas que passaram
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pelo déficit hidrico, ndo foram encontradas diferencas entre as plantas tratadas com PSC13 e
as controle (Figura 25). Nota-se que a reducdo relativa devido ao déficit hidrico foi maior nas
plantas controle.
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Figura 25. Comprimento (A), volume (B), area (C) e diametro médio ponderado (D) das
raizes das plantas de cana-de-acUcar variedade 1ACSP95-5000 nos tratamentos controle
(CTR, sem indculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit
hidrico (DH). Analises realizadas ap0s sete dias da reidratacdo das plantas. Letras maiusculas
comparam condicdo hidrica huma mesma condicdo de inoculacdo (controle ou PSC13) e
letras minusculas comparam os tratamentos de inoculacdo na mesma condicdo hidrica
(irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos
seguidas pela mesma letra nao diferem entre Si (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Interacdo entre rizobactérias e cana-de-agucar em condicdes de boa disponibilidade
hidrica

As plantas que receberam os isolados PS51A, PS3J e PS21C nédo apresentaram
modificacbes em seu crescimento, se comparadas as plantas ndo inoculadas (Figura 2). O
efeito das rizobactérias na promocéao do crescimento das plantas depende de diversos fatores
como a habilidade destes microorganismos em colonizar a superficie das raizes, processo
complexo que envolve mobilidade das rizobactérias, capacidade de fixacdo nas raizes e de
caracteristicas inerentes a propria rizosfera (LUGTENBERG & DEKKERS, 1999). Embora
PS51A tenha causado maior teor de chl a, b e total e o isolado PS3J maior teor de chl total do
que as plantas ndo inoculadas, a maior quantidade de pigmentos fotossintetizantes nédo
favoreceu o transporte de elétrons e a fotossintese (Tabela 2, Figura 4A,B,E,F).

A utilizacdo do isolado PSC13 aumentou de maneira expressiva a massa do sistema
radicular das plantas de cana-de-agucar (Figuras 2B e 3). Como ndo houve diferencas entre a
producdo de massa seca da parte aérea das plantas (Figura 2A), os hidratos de carbono
produzidos na fotossintese foram preferencialmente para o sistema radicular e causaram
reducdo da relacdo parte aérea:raiz. ASHRAF et al. (2011) encontraram resultados similares
testando isolados de rizobactérias na promoc¢do do crescimento da cana-de-agUcar. Neste
trabalho, os pesquisadores demonstraram que a inoculacdo bacteriana promoveu um ganho de
massa tanto do sistema radicular quanto da parte aérea.

PSC13 causou um aumento de 9,3% do teor de chl total, principalmente pelo aumento
da quantidade de chl b (Tabela 2). O maior teor de chl b favorece a absorcao de luz na faixa
do vermelho e uma melhor eficiéncia na transferéncia dos elétrons para os centros de reacédo
(STREIT et al., 2005). De acordo com MARKWELL et al. (1995) o teor de clorofila nas
folhas da planta é proporcional a quantidade de nitrogénio que ela absorveu, o que pode
significar que as rizobactérias presentes no isolado PSC13 forneceram nitrogénio as plantas
inoculadas, além de favorecer o processo fotoquimico.

A inoculacdo de PSC13 modificou o padrdo diurno de trocas gasosas das plantas de
cana-de-agucar. Na comparacao do periodo matutino com o periodo vespertino, as plantas ndo

inoculadas diminuiram a assimilagdo de CO; a tarde (Figura 4A,B). Este processo € esperado
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porque 0 aumento da demanda atmosférica associado ao aumento da temperatura do ar
causam o fechamento estomatico e isso diminui a entrada de gas carbbnico na cadmara
subestomatica (TAIZ & ZEIGER, 2006). Com a diminuicdo do substrato necessario a
fotossintese, a fixacdo de CO, diminui no periodo das 13:00 h. Contudo, as plantas tratadas
com as rizobactérias PSC13 mantiveram suas taxas fotossintéticas praticamente similares as
verificadas no periodo da manha (Figura 4B). Esta resposta foi possivel devido a manutencéo
da abertura estomética e do transporte aparente de elétrons. Existem poucos trabalhos na
literatura que demonstram os efeitos da inoculagdo de microorganismos nas trocas gasosas
das plantas. ZHANG et al. (1997) mostraram que 0 uso de rizobactérias aumentou a
fotossintese da soja, todavia o0s mecanismos fisiol6gicos envolvidos ndo foram
compreendidos. Segundo ZHANG et al. (1997), o maior crescimento do sistema radicular
pode ter sido resultado do aumento na fotossintese ocasionando o aumento na nodulacéo e na
fixacdo de N. As rizobactérias podem fornecer nitrogénio para as plantas, convertendo o
nitrogénio gasoso em amonia, a qual pode ser usada como fonte de N pelos vegetais
(SPAINK et al.,, 1998). Outra forma de aumentar o teor de nitrogénio ¢ o estimulo ao
crescimento radicular que as rizobactérias podem proporcionar através do aumento da area de
solo explorada e maior acesso ao nutriente no solo (OKON et al., 1998). O aumento no teor
de N pode contribuir para a formacdo da clorofila, refletindo no aumento da atividade
fotossintética (MIA et al., 2005). O aumento da eficiéncia fotossintética e do contetdo de
clorofilas pelas rizobactérias confirmam que estes microorganismos desempenham um papel

regulador na aquisicdo de energia pela planta (ZHANG et al., 2008).

5.2 Interacgdo entre rizobactérias e plantas de cana-de-acucar sob deficiéncia hidrica

O periodo irrigado no experimento Il confirmou os resultados do experimento I,
realizado anteriormente. A interacdo positiva entre as rizobactérias PSC13 e as plantas de
cana-de-acucar foi notada no estimulo do crescimento das plantas através da maior producao
de massa seca tanto da parte aérea como das raizes (Figura 5A,B). Embora o teor de chl b
tenha diminuido ap6s a inoculacdo das plantas, o teor de chl total ndo foi reduzido (Tabela 3).

A maior abertura estoméatica com o uso de PSC13 esteve associada ao aumento na
fixacdo de carbono no periodo da manha proporcionando maior ganho de massa as plantas
inoculadas (Figura 6A). O transporte de elétrons, durante a manha também foi superior nas

plantas inoculadas (Figura 6E) e com maior fluxo de elétrons entre os fotossistemas Il (FSII) e
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os fotossistemas | (FSI), podemos considerar que mais ATP e NADPH estavam sendo
produzidos para suportar a carboxilagdo do CO,. MARCOS (2012) também encontrou
aumento na fotossintese das plantas de cana-de-agUcar proporcionado pelo aumento da
abertura dos estdbmatos em plantas que foram inoculadas com microorganismos. Essa
alteracdo fisioldgica pode ter sido causada por sinais hormonais em resposta ao déficit hidrico
regulados pelas rizobactérias, o que resultou numa maior disponibilidade de CO, para plantas

tratadas. As rizobactérias podem ter modificado a relacdo entre o ABA nas células-guarda dos
estdmatos e as células do meséfilo por meio de estimulos oriundos das raizes, causando
diminuicdo da concentracdo de ABA ou aumento da concentracdo de citocininas no apoplasto.
As rizobactérias podem alterar essa sinalizagdo hormonal e com isso permitir a manutencao
da abertura estomatica (COHEN et al., 2008).

O teor de chl b diminuiu nas plantas submetidas a seca, porém a inoculacdo com
PSC13 atenuou os efeitos do déficit hidrico nessa variavel (Figura 9B). Essa reducao no teor
de chl b estéa relacionada a degradacdo das clorofilas, refletindo na diminuicdo da capacidade
de absorcdo de energia luminosa, dano comum em situacOes de estresses (ANJUM et al.,
2011). Uma série de proteinas constituintes dos cloroplastos também sdo degradadas sob
déficit hidrico (SYNERRI et al., 1993, DU et al., 1996; GHANNOUM et al., 2003), o que
também prejudica o processo fotossintético. De fato, a assimilacdo liquida de CO; das plantas
sob deficit hidrico foi significativamente reduzida (Figura 11B,D). A assimilacdo de CO, €
também reduzida pelo fechamento estomatico, antes mesmo da diminuicdo do conteddo
relativo de agua nas folhas (CHAVES et al., 2008). Além do aspecto difusivo, ndo se pode
deixar de considerar a provavel limitacdo metabdlica da fotossintese. Diversas enzimas do
metabolismo C3 e C4 tém reducdo da atividade sob déficit hidrico (ALFONSO &
BRUGGEMANN, 2012). Em cana-de-aclcar, DU et al. (1996) relataram reducio
significativa das atividades da piruvato-ortofosfato-diquinase, ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase, frutose-1,6-bisfosfatase, enzima malica dependente de NADP e fosfoneolpiruvato
carboxilase em potencial 4gua na folha menor que -1,0 MPa. Em nosso estudo, o potencial da
agua na folha nas plantas sob déficit hidrico chegou a -1,8 MPa (Tabela 4), o que sugere a
ocorréncia de dano bioguimico.

Quando os teores de clorofila aumentam ou ndo se alteram com o déficit hidrico, ha
evidéncias de que mecanismos antioxidantes estdo ativos e esse fato pode ser compreendido
como uma forma de resisténcia ao déficit hidrico (YANG, 2006). A inoculacdo das plantas

com as rizobactérias pode diminuir os efeitos danosos dos estresses ambientais, incluindo o
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aumento da atividade das enzimas antioxidantes e metabdlitos secundarios (DOBBELAERE
et al., 2003). Provavelmente, os microorganismos devem atenuar a degradacdo das clorofilas
sob déficit hidrico, o que pode estar relacionado a melhor absorcéo de nitrogénio (KITAJIMA
& HOGAN, 2003). O nitrogénio ¢ o maior componente das moléculas de clorofila e o
aumento dos teores de nitrogénio total nas raizes das plantas estressadas e inoculadas com
PSC13 durante o estresse hidrico possivelmente ocasionou uma menor reducao nos teores de
chl b.

O déficit hidrico afeta diversos processos fisiolégicos e bioquimicos no metabolismo
das plantas, o que se reflete na diminui¢do da produtividade das culturas frente a diminuigéo
da disponibilidade de agua. Nas plantas sob déficit hidrico, os primeiros processos a serem
afetados sdo a divisdo e a expansdo celular, sendo a reducdo do crescimento, uma
consequéncia destes eventos (FAROOQ et al., 2009). Uma série de reacdes bioquimicas em
cadeia ocasiona a diminuicdo da demanda de proteinas para as células. Em situagdes de
estresses ambientais 0 nitrato ndo € acumulado apenas para o crescimento, mas também para
auxiliar na diminuicdo do potencial da dgua da célula (HANSON et al., 1977). A acumulagéo
de compostos organicos nitrogenados pode significar um mecanismo de protecdo (FOUGERE
et al., 1991; KUZNETSOV & SHEVYAKOVA, 1997), incluindo a acumulacdo de prolina e
outros aminoacidos. O metabolismo do nitrogénio e o metabolismo do carbono tém uma
grande interacdo, sendo os produtos da atividade fotoguimica usados na assimilacdo de
nitrogénio e alguns carboidratos utilizados como aceptores de elétrons do amonio durante a
sintese de aminoacidos (FOYER, 1998). O déficit hidrico pode reduzir o transporte de
nitrogénio para a parte aérea das plantas, afetando a sintese de clorofilas. Uma possivel
explicacdo para a maior degradacdo das clorofilas é que em virtude do uso continuo de
compostos nitrogenados na parte aérea e da dificuldade de transporte do N, as moléculas de
clorofila podem ser uma fonte de N, acessado no momento de estresse. Nesse contexto, a
inoculacdo ndo favoreceu a acumulacdo de N nas folhas, mas atenuou a reducdo dos teores
foliares de N durante a seca (Figura 10A).

Analisando-se os dados de acumulacdo de prolina, pode-se perceber que a inoculacao
favoreceu a producdo de prolina tanto nas folhas quanto no sistema radicular quando a agua é
o fator limitante. SARAVANAKUMAR et al. (2011) mostraram que a acumulacdo de
prolina em Vignia radiata tratada com rizobactérias aumentou em cerca de 3 vezes, valor
proximo do encontrado neste trabalho (Figura 10C,D). A acumulacdo de prolina, importante
osmolito compativel, pode ter sido resultado de uma maior sintese através de enzimas que a

produzem ou ser oriunda da degradacdo de outras proteinas (RONTEIN et al., 2002).
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Em relacdo ao balango de carbono das folhas, as plantas inoculadas fizeram mais
fotossintese do que as ndo inoculadas (Figura 11A) e a respiragdo das plantas inoculadas ndo
aumentou sob o déficit hidrico no periodo da manha (Figura 15). As plantas ndo inoculadas,
entretanto, respiraram mais quando submetidas a seca (Figura 15). Dessa forma, o balanco de
carbono foi favorecido nas plantas inoculadas com PSC13, ocorrendo uma atenuacdo dos
danos causados pelo déficit hidrico. O mecanismo pelo qual a inoculagdo de rizobactérias
afeta a respiracdo foliar permanece obscuro e deve ser tratado em pesquisa futura. De acordo
com VONDERWELL et al. (2001), as substancias auxinicas produzidas pelas rizobactérias
podem afetar a respiracdo celular das raizes, a qual teve correlagdo com o crescimento de
plantas de pinus.

O uso de PSC13 diminuiu o comprimento, volume e a area do sistema radicular em
fungdo da seca (Figura 18, Tabela 7). Essa reducdo no crescimento radicular pode ter sido
efeito do metabolismo das rizobactérias PSC13, que podem ter utilizado os recursos
armazenados pelas raizes em prol de seu proprio crescimento e manutencdo no periodo em
que as plantas passaram pelo déficit hidrico. De fato, as rizobactérias podem utilizar
carboidratos produzidos pelas plantas para aumentarem sua populacdo, sendo a fonte de
energia e carbono das bactérias (FUENTES-RAMIREZ et al., 1999). Sabe-se que a
manutencdo de uma relacdo simbiodtica tem um custo energético e o efeito benéfico
proporcionado pelos microorganismos que vivem na rizosfera é tdo importante para as plantas
que elas gastam até 21% do carbono fixado para secretar exsudatos pelas suas raizes
(MARSCHNER, 1995). Esta pode ser a causa provavel do menor crescimento radicular
encontrado tanto no periodo de deficit hidrico como na recuperacdo nas plantas inoculadas.
As rizobactérias podem ter utilizado uma quantidade maior de carboidratos, afetando o
crescimento das plantas inoculadas.

A condutancia estomatica, severamente afetada pelo déficit hidrico, foi menor nas
plantas ndo inoculadas se comparadas as tratadas com PSC13 ap0s o periodo de recuperacao
Figura 21). Fato semelhante foi observado com relacdo ao transporte aparente de elétrons
(Figura 20). As plantas inoculadas apresentaram aumento no fluxo de elétrons entres o0s
fotossistemas apds passarem pelo estresse hidrico, sugerindo maior producéo de energia e
poder redutor para ser utilizado no metabolismo celular. Dessa forma, a inoculacdo de PSC13
melhorou a recuperacdo das plantas apds o déficit hidrico, favorecendo a recuperacdo da
abertura estomatica e do ETR ap0s o déficit hidrico, sendo esse mais um importante aspecto

da interacdo entre a cana-de-agucar e as rizobactérias.
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6 CONCLUSOES

O isolado PSC13 interage positivamente com plantas de cana-de-agucar, favorecendo
0 crescimento das raizes, a atividade fotoquimica e as trocas gasosas das plantas quando em
condicdo de disponibilidade hidrica adequada no substrato.

A inoculagdo com PSC13 permite a atenuagdo dos danos causados pelo déficit hidrico,
com aumento na producdo de prolina e do teor de nitrogénio nas raizes e rapida recuperacao
da abertura estomatica e do transporte de elétrons na reidratacdo. No entanto, essas alteracdes

ndo modificaram a resposta em termos de crescimento das plantas sob déficit hidrico.
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