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INTERAÇÃO ENTRE RIZOBACTÉRIAS E CANA-DE-AÇÚCAR SOB DIFERENTES 

CONDIÇÕES DE UMIDADE DO SUBSTRATO: CRESCIMENTO, FOTOSSÍNTESE 

E RELAÇÕES HÍDRICAS 

 

RESUMO 

 

A cultura da cana-de-açúcar tem se expandido para regiões no Brasil onde a 

disponibilidade de água é limitada. Nestes locais, são necessárias novas tecnologias que 

possam atenuar os efeitos do déficit hídrico sobre as plantas e assim manter a produtividade 

elevada. As rizobactérias, como ferramenta biotecnológica, podem aumentar a tolerância à 

seca devido à capacidade de produção de fitormônios, fornecimento de N e alteração nas 

relações hídricas das plantas. Quatro isolados de rizobactérias foram selecionados com base 

na capacidade de produzir indóis: PS3J, PS51A, PS21C e PSC13. Dois experimentos foram 

realizados para avaliar a interação entre as rizobactérias e as plantas de cana-de-açúcar sob 

diferentes disponibilidades de água no substrato. No primeiro experimento, plantas de cana-

de-açúcar foram inoculadas com os isolados e mantidas sob boa disponibilidade hídrica. 

Dentre os isolados testados, PSC13 promoveu o maior crescimento da cana-de-açúcar, com 

destaque para o aumento na massa do sistema radicular, favorecendo a atividade fotoquímica 

e as trocas gasosas das plantas quando em condição de disponibilidade hídrica adequada no 

substrato. No segundo experimento, plantas de cana-de-açúcar inoculadas com PSC13 foram 

submetidas a déficit hídrico e posteriormente reidratadas. Nesse ensaio, o isolado PSC13 

também promoveu maior produção de massa seca da parte aérea e das raízes. As plantas 

inoculadas apresentaram maior abertura estomática e transporte aparente de elétrons entre os 

fotossistemas, o que favoreceu a assimilação de CO2. A inoculação de PSC13 atenuou a 

redução dos teores foliares de clorofila b e de nitrogênio devido ao déficit hídrico e  também 

favoreceu a produção de prolina tanto nas folhas como nas raízes. No entanto, o comprimento, 

volume e a área do sistema radicular foram menores nas plantas inoculadas com PSC13, o que 

sugere um custo da interação entre as rizobactérias e a cana-de-açúcar. Na fase de 

recuperação, as plantas tratadas com PSC13 exibiram maior condutância estomática e maior 

transporte aparente de elétrons do que as plantas controle. Embora a inoculação com PSC13 

tenha atenuado os danos fisiológicos causados pelo déficit hídrico, essas alterações não 

modificaram a resposta das plantas em termos de crescimento. 

Palavras chave: rizobactérias, estresse hídrico, interação planta-bactéria, atenuação de efeitos 

da seca, fotossíntese. 
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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 CO2 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 INTRODUÇÃO 

 

 

 A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma espécie vegetal da família Poaceae 

(SEGATO et al., 2006) intensamente explorada no Brasil desde o ciclo colonial nos 

complexos agroindustriais do setor canavieiro moderno. O Brasil é o maior produtor mundial 

de açúcar e álcool (etanol da cana-de-açúcar) e a área estimada para a ocupação com os 

canaviais na safra 2012/2013 é de 8.567,2 mil hectares (CONAB, 2012). Esta área, 

comparando-se com os levantamentos das safras anteriores, continua em expansão 

principalmente nos estados de Mato Grosso do Sul, Goiás e Espírito Santo (CONAB, 2012). 

 O crescimento das plantas é afetado por uma complexa rede de fatores bióticos 

(insetos, bactérias, fungos e vírus) e abióticos (luz, temperatura, disponibilidade de água e 

nutrientes) (LICHTENTHALER, 1998) e a falta de água é o principal fator que limita a 

produtividade das culturas agronômicas (REDDY et al., 2004). O zoneamento agrícola 

brasileiro para a cana-de-açúcar utiliza como um dos parâmetros a deficiência hídrica anual 

(MANZATTO et al., 2009). Os tipos climáticos podem ser agrupados nas classes B, C e D 

por possuírem alguma limitação na disponibilidade de água para as plantas compreendendo 

desde um baixo risco, no qual a irrigação de salvamento é indicada (200 mm < deficiência 

hídrica < 400 mm) até o alto risco, no qual a irrigação é imprescindível (deficiência hídrica > 

400 mm) (MANZATTO et al., 2009). Ao confrontar essas informações com os mapas das 

áreas para onde a cultura da cana-de-açúcar se expande pode-se notar que estes locais estão 

freqüentemente inseridos em ambientes cuja limitação hídrica é um problema e o dano ao 

crescimento das plantas é algo comum.  

 Técnicas biotecnológicas têm sido empregadas na agricultura moderna para melhorar 

o desempenho das plantas em ambientes não totalmente favoráveis ao desenvolvimento das 

mesmas. Diversos avanços tecnológicos nas áreas de engenharia genética e na própria 

biotecnologia agrícola não poderiam ter sido alcançados apenas com os avanços da química e 

da física, nem mesmo pelo aumento da área agrícola (SINGH et al., 2011). De fato, constata-

se que o uso de microorganismos na agricultura aumentou significativamente (SINGH et al., 

2011) e nos últimos anos a rizosfera tem sido muito estudada. Algumas bactérias encontradas 

neste ambiente têm sido reconhecidas pela capacidade de promover o crescimento das plantas 

(OLIVEIRA et al., 2011). Essas bactérias não são patogênicas e geralmente não prejudicam a 

planta hospedeira (VAN LOON et al., 1998). As bactérias que vivem na rizosfera são 

classificadas como rizobactérias e podem promover o crescimento das plantas por diversos 
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mecanismos de interação, por exemplo, aumentando a tolerância das plantas à seca 

(BASHAN & DE-BASHAN, 2005). As bactérias mais estudadas são dos gêneros  

Pseudomonas e Azospirillum por favorecerem o desenvolvimento vegetal (KLOEPPER et al., 

1991), podendo amenizar os efeitos de ambientes desfavoráveis no crescimento das plantas. 

 Nos ambientes onde a seca predomina, diversas características fisiológicas são 

afetadas pela falta de água nos tecidos vegetais. Como respostas à menor disponibilidade de 

água ocorrem a diminuição do potencial da água na folha, do turgor celular, do conteúdo 

relativo de água, afetando também a área foliar e a absorção de nutrientes (FAROOQ et al., 

2009). O processo de conversão da energia luminosa em energia química é afetado pelo 

fechamento dos estômatos o que diminui o substrato básico, CO2, para a fotossíntese 

(FLEXAS & MEDRANO, 2002). Em déficit hídrico mais severo, há também 

compromentimento das reações bioquímicas da fotossíntese em plantas de cana-de-açúcar 

(DU et al., 1996; 1998). 

 O estudo sobre a interação entre as rizobactérias e a fisiologia da planta sob déficit 

hídrico pode revelar alternativas interessantes para se conseguir plantas tolerantes à seca. As 

rizobactérias podem atenuar os efeitos da seca no crescimento das plantas através da 

modificação de reações químicas e bioquímicas, no interior da planta ou na rizosfera, 

alterando a fisiologia do vegetal e promovendo a tolerância ao déficit hídrico (DIMKPA et al., 

2009b). O objetivo deste trabalho foi testar a hipótese de que a ação das rizobactérias na cana-

de-açúcar é benéfica para a planta, promovendo o crescimento vegetal em condições de 

disponibilidade adequada de água. Em condições de déficit hídrico, as rizobactérias 

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

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 A cana-de-açúcar e sua importância econômica 

 

 

 A cana-de-açúcar é uma planta do gênero Saccharum. Devido a uma série de eventos 

de cruzamentos entre espécies ocorrido inicialmente nos centros de origem (Sudeste Asiático 

e Indonésia), costuma-se utilizar a nomenclatura de Saccharum spp. para os híbridos 

multiespecíficos. No meio científico classifica-se a cultura como sendo da família Poaceae, 

popularmente conhecida como família das gramíneas. Outras plantas que compõe esta família 

são o arroz, milho, sorgo e diversos tipos de pastagens (CESNIK & MIOCQUE, 2004). Este 
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modelo peculiar de cruzamentos permitiu que algumas características importantes fossem 

incorporadas ao longo da evolução da espécie. A espécie Saccharum spontaneum colaborou 

com as características de resistência a insetos e patógenos além de conferir rusticidade ao 

material, como uma maior tolerância a diferentes tipos de estresses. Saccharum officinarum é 

conhecida por apresentar as características apreciadas pela indústria do setor canavieiro, como 

por exemplo, o elevado acúmulo de sacarose (NÓBREGA & DORNELAS, 2006). A cultura é 

semi-perene, com ciclo de produção, em geral, ao redor de 5 anos, nos quais se realizam 

colheitas anuais. O rendimento é muito variável devido às grandes disparidades tecnológicas 

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 álcool ou 138 quilos de açúcar 

(JANK, 2007). 

 Atualmente o Brasil é líder mundial na produção de açúcar e de álcool. A área 

ocupada com cana-de-açúcar na safra 2012/2013 foi estimada em 8.567,2 milhões de hectares 

(CONAB, 2012). Os estados com destaque na produção de cana-de-açúcar na safra 2011/2012 

foram São Paulo (54,4%), Minas Gerais (8,9%) e Goiás (8,1%) (UNICA, 2012). A produção 

de cana moída na safra 2011/2012 foi de 558,8 milhões de toneladas e deste total foram 

produzidos 35,9 milhões de toneladas de açúcar e 22,7 bilhões de litros de etanol (UNICA, 

2012). Como ilustração da importância econômica do setor canavieiro, os dados de 2009 

revelam que a renda gerada pelo setor naquele ano foi de R$ 65,8 bilhões, empregando 

aproximadamente 670 mil trabalhadores (CNA, 2012). A produção de etanol, considerada 

como uma importante forma de energia renovável permite uma posição de destaque ao nosso 

país perante o mercado mundial de combustíveis. A energia “limpa” abre espaço para o 

importante mercado de créditos de carbono. Segundo RODRIGUES (2004), a cana-de-açúcar 

colabora com a redução de 20% da emissão de carbono do setor de combustíveis fósseis 

utilizados em todo o nosso país. No Brasil, foram emplacados 1.402.672 veículos flex em 

2011, números que reforçam a importância do etanol como combustível valoroso no mercado 

interno brasileiro (UNICA, 2012). 

 O setor canavieiro também se destaca pela produção de outras formas de energia 

limpa. Uma grande parte da biomassa resultante do processo de extração do melaço é 

utilizada na geração de energia. As duas modalidades de uso da biomassa na cogeração de 

energia são o uso como energia térmica nas caldeiras das usinas ou na produção de energia 

elétrica.  
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2.2 Deficiência hídrica e suas conseqüências na fisiologia das plantas 

 

 

A água desempenha um papel fundamental em todos os sistemas biológicos do planeta 

e desequilíbrios no fluxo de água podem levar as plantas ao déficit hídrico, prejudicando 

diversos processos celulares. O déficit hídrico pode ser definido como o conteúdo de água de 

um tecido ou célula que está abaixo do maior conteúdo de água exibido pela planta hidratada 

(TAIZ & ZEIGER, 2006). Nas condições naturais em que se encontram as culturas agrícolas, 

o déficit hídrico é uma situação frequente e pode causar impactos negativos no crescimento e 

na produtividade dos cultivos (LECOEUR & SINCLAIR, 1996). Os efeitos do déficit hídrico 

nas plantas são variáveis e dependem da espécie, severidade e época de ocorrência 

(LECOEUR & SINCLAIR, 1996), além das condições atmosféricas, da capacidade de 

retenção de água no solo, da temperatura e da diferença de pressão de vapor entre a folha e o 

ar (PIMENTEL, 2004). 

A cana-de-açúcar é uma planta que apresenta elevada taxa fotossintética e eficiência 

na assimilação de CO2, características inerentes ao grupo de plantas de metabolismo C4. Nos 

ambientes de cultivo é comum ocorrer alta temperatura e déficit hídrico. A disponibilidade 

hídrica do solo é um dos fatores ambientais que mais influenciam na produção da cana-de-

açúcar, principalmente nos estádios iniciais do desenvolvimento da cultura (RAMESH, 2000). 

Como os ambientes restritivos exigem adaptações das plantas para suportar as condições 

estressantes, as pesquisas sobre a ecofisiologia da cana-de-açúcar devem servir como 

ferramentas para suportar a seleção de novas variedades adaptadas as condições em que serão 

cultivadas. Dentre os diferentes genótipos de cana-de-açucar utilizados comercialmente, 

alguns podem se recuperar rapidamente após períodos de seca (LANDELL et al., 2007). 

Os efeitos do défit hídrico nas plantas de cana-de-açúcar incluem a redução da 

biomassa (35%, em massa seca) e da área foliar (33%) em situações de déficit hídrico, com 

intensa demanda evaporativa (INMAN-BAMBER, 2004). Dentre outras possíveis causas, a 

tolerância das plantas de cana-de-açúcar ao déficit hídrico deve-se à redução da perda de água 

por transpiração devido ao fechamento estomático e à manutenção da atividade fotossintética 

(MACHADO et al., 2009). De acordo com RIBEIRO et al. (2013) existe uma variação 

significante na resistência ao déficit hídrico entre os genótipos de cana-de-açúcar, constatada 

pela menor sensibilidade fotossintética dos genótipos resistentes à seca em condições de 

déficit hídrico. MACHADO et al. (2009) constataram que essa sensibilidade pode ser 

verificada também quando o déficit hídrico ocorre durante os estádios iniciais de crescimento 
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e perfilhamento das plantas. Além dos mecanismos fisiológicos, alterações morfológicas são 

comuns como resposta ao déficit hídrico, como por exemplo, a manutenção do crescimento 

das raízes em plantas expostas a condições moderadas de déficit hídrico (HSIAO & XU, 

2000).   

O sistema solo-planta-atmosfera é contínuo e as alterações causadas pela seca são 

resultados de respostas da planta as modificações do ambiente ao seu redor. A percepção do 

déficit hídrico no solo ou substrato é realizada pelo sistema radicular que detecta e sinaliza às 

outras células o déficit hídrico. No início do estresse hídrico, ocorre um aumento nos teores de 

ácido abscísico (ABA) no xilema e diminuição da turgescência sem haver a diminuição da 

transpiração. O aumento do estresse hídrico ocasiona o fechamento estomático, ocorrendo 

uma acumulação de ABA no apoplasto das células-guardas (TUBEROSA et al., 1994), com 

posterior redução da fotossíntese devido ao fechamento parcial dos estômatos. Nesta fase, 

ocorre a redução da atividade das enzimas do metabolismo do nitrogênio e o aumento dos 

osmólitos compatíveis citados anteriormente. No estádio de deficiência hídrica severa 

predominam espécies reativas de oxigênio, atividade de enzimas hidrolíticas e diminuição dos 

teores de proteínas solúveis e das clorofilas (PIMENTEL, 2004). 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram vários mecanismos para prevenir ou 

resistir à perda de água dos seus tecidos. Um dos mecanismos desenvolvidos pelas plantas 

para resistir ao estresse hídrico é a alteração na relação parte aérea/raiz (TURNER, 1997). As 

plantas também têm capacidade de responder à diminuição do conteúdo da água nos tecidos, 

controlando a perda de água por transpiração, reduzindo a área foliar exposta e prevenindo a 

desidratação dos tecidos (LIU & SUTZEL, 2002). Outro mecanismo utilizado pelas plantas 

para resistir a perda de água para  o ambiente é o ajuste osmótico. Normalmente os sais ou 

osmólitos utilizados neste processo de resistência ao déficit hídrico são íons inorgânicos como 

a prolina, o potássio, os açúcares e os aminoácidos (TAIZ & ZEIGER, 2006). A acumulação 

de prolina tem a função de regulação osmótica e de proteção da integridade celular 

(STEWART & LEE, 1974; SHEVYAKOVA, 1984). Outra função do acúmulo de prolina 

pode ser a proteção das células contra os processos de desnaturação freqüentes nas condições 

de estresse hídrico (SHEVYAKOVA, 1984). TAYLOR (1996) sugere que a acumulação 

desse aminoácido teria a função de participar na constituição de um estoque de N e carbono 

que poderia ser utilizado depois do período de estresse. 

 O déficit hídrico também prejudica a divisão celular, inibe o alongamento das células, 

promove à perda de turgor, aumenta a perda de água e reduz o crescimento do vegetal 

(FAROOQ et al., 2009). As variáveis envolvidas neste complexo sistema de aclimatação à 
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menor disponibilidade de água envolvem a diminuição do potencial da água (Ψ) e a redução 

do conteúdo relativo de água. Com a diminuição da turgescência nas células estomáticas, 

ocorre o fechamento dos estômatos, diminuindo a entrada de CO2, substrato básico à 

fotossíntese e também ocorre a diminuição da transpiração (PIMENTEL, 2004). 

A descoberta de genótipos resistentes à seca poderia ser acelerada caso existisse maior 

conhecimento das respostas fisiológicas associadas ao bom desempenho das plantas sob 

déficit hídrico (HESSINI et al., 2009). Na cultura da cana-de-açúcar a resposta das variedades 

em relação à seca só é obtida, em geral, após estes materiais já estarem no sistema de 

produção comercial. Isso resulta numa comparação de níveis de tolerância à seca entre poucos 

genótipos (DOMAINGUE, 1995).  

 

 

2.3 Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas 

 

 

As plantas vivem numa associação constante com microorganismos, habitantes do 

solo, num local denominado de rizosfera, zona de solo próxima às raízes. Na rizosfera existe 

intensa atividade microbiana devido à presença de exudatos radiculares e rizodepósitos 

(HARTMANN et al., 2008) e as bactérias que colonizam o sistema radicular das plantas são 

conhecidas como rizobactérias (DOBBELAERE et al., 2003). A diversidade de organismos 

que vivem na rizosfera propicia uma variedade de interações 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 são chamadas de 

rizobactérias 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 são dos gêneros Pseudomonas, 

Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Serratia (GRAY & SMITH, 

2005) e Streptomyces spp. (TOKALA et al., 2002; DIMKPA et al., 2008, 2009a). O gênero 

Pseudomonas compreende o maior grupo de RPCP conhecido (OLIVEIRA, 2009) e essas 

rizobactérias têm 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 

alteração dos teores hormonais, atuação como biofertilizantes e no controle de doenças 

(BASHAN & DE-BASHAN, 2005; SAHARAN & NEHRA, 2011). O ácido indol acético é 
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considerado a mais importante das auxinas (ASHRAFUZZAMAN et al., 2009) e a capacidade 

de uma rizobactéria sintetizar substâncias indólicas é utilizada para selecionar estirpes com 

capacidade de promover o crescimento das plantas (KHALID et al., 2004). NARULA et al. 

(2006) relataram o aumento da massa da parte aérea e raízes de trigo devido à presença de 

rizobactérias. Outros relatos incluem a produção de raízes finas que aumentam a superfície de 

absorção, facilitando a aquisição de água e nutrientes (SAHARAN & NEHRA, 2011). 

ETESAMI et al. (2009) mostraram que a utilização de rizobactérias possibilitou uma maior 

extração de nutrientes, maior produção de substâncias indólicas e aumento do sistema 

radicular das plantas de trigo. RPCP produtoras de indóis também causaram aumento da 

massa seca das raízes de mudas de eucalipto (FARZANA & RADIZAH, 2005). 

CASANOVAS et al. (2002) inocularam a bactéria Azospirillum brasiliense em plântulas de 

milho e observaram um aumento no conteúdo celular de água, maior potencial da água e 

aumento no crescimento das raízes. Foram encontrados teores mais elevados de prolina nas 

folhas e nas raízes e a produção de biomassa também foi maior nas plantas inoculadas. 

 As RPCP podem atuar também como biofertilizantes através da produção de 

sideróforos, compostos de baixo peso molecular que favorecem a aquisição de ferro iônico 

(WHIPPS, 2001). Algumas rizobactérias podem agir na solubilização de fosfato, convertendo 

o fósforo insolúvel em fósforo solúvel, fixando N e assim promover o crescimento das plantas 

(RODRIGUEZ et al., 2006). Em termos de biocontrole de doenças, o gênero Pseudomonas 

sp. novamente se destaca (KREMER & KENNEDY, 1996). Esse destaque resulta da 

habilidade destas bactérias crescerem in vitro, utilizarem rapidamente os exsudatos 

radiculares, possuírem grande capacidade de colonização e multiplicação na rizosfera, 

produzirem compostos voláteis, além de antibióticos. Outras características do gênero 

Pseudomonas são a maior agressividade contra patógenos de solo e a capacidade de adaptação 

e sobrevivência nos ambientes com algum tipo de estresse como a seca, presença de 

patógenos ou a salinidade do solo (WELLER et al., 2002). 

A utilização de rizobactérias na cultura da cana-de-açúcar tem sido relatada com 

vários casos de estímulo e promoção do crescimento, tanto em casa de vegetação quanto em 

campo. O gênero Azospirillum inoculado em toletes de cana-de-açúcar 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-açúcar quando 

inoculadas com rizobactérias em condições de campo. MUTHUKUMARASAMY et al. 

(1999) realizaram testes em casa de vegetação e relataram que a utilização de Azospirillum 
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aumentou o teor de nitrogênio nas folhas da cana-de-açúcar. A inoculação de plantas de cana-

de-açúcar com rizobactérias do gênero Burkholderia aumentou a biomassa em 20% 

(GOVINDARAJAN et al., 2006). SHANKARIAH & HUNSIGI (2001) mostraram que a 

aplicação de Azospirillum no solo aumentou a produção tanto na cana soca (aumento médio 

de 5 t ha
-1

) quanto na cana planta (aumento médio de 9 t ha
-1

). Em testes in vitro com plantas 

de cana-de-açúcar micropropagadas, a inoculação de bactérias do gênero Enterobacter 

aumentou a massa seca de raízes e da parte aérea (MIRZA et al., 2001). A inoculação de um 

mix de rizobactérias também aumentou a produção de colmos de cana-de-açúcar em 

condições de campo (OLIVEIRA, 2006).  

A  inoculação de microorganismos nativos pode aumentar a resistência à seca de 

plantas cultivadas em condições de baixa disponibilidade de água no solo. Isto ocorre pois os 

microorganismos do solo podem produzir fitormônios, aumentando a atividade metabólica 

das plantas. Como resultado, pode ocorrer aumento do sistema radicular, aumentando a 

absorção de água e de nutrientes (STURZ et al., 2000; MARULANDA et al., 2007). 

Experimentos utilizando a inoculação de bactérias não patogênicas (Pseudomonas sp., 

Bacillus sp.) em condições de campo e de casa de vegetação 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 nitrogênio às plantas, pois 

elas são incapazes de retirá-lo da atmosfera. O N encontrado na atmosfera é estável devido à 

tripla ligação N-N e por isto, existe uma dificuldade para que os organismos eucariotos 

utilizem esse substrato diretamente. Para quebrar a ligação N-N existem duas maneiras 

conhecidas: a fixação industrial do nitrogênio ou o processo de fixação biológica (EVANS & 

BURRIS, 1992). Na fixação biológica do N, os microorganismos convertem o nitrogênio 

atmosférico em amônia, utilizando a enzima nitrogenase. Depois de convertido em amônia, o 

N pode ser transformado em diversos compostos orgânicos, facilitando sua disponibilização 

para as plantas (OLIVEIRA, 2009).  

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Foi realizado um experimento in vitro para seleção dos isolados capazes de produzir 

indóis. Após selecionarmos os isolados, foram realizados dois experimentos em casa de 

vegetação. No primeiro, plantas de cana-de-açúcar foram inoculadas com os isolados PSC13, 

PS51A, PS3J e PS21C e mantidas sob boa disponibilidade hídrica. No segundo experimento, 

as plantas foram inoculadas com o isolado PSC13 e submetidas ao déficit hídrico.  
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3.1 Seleção dos isolados produtores de indóis 

 

De acordo com trabalhos anteriores (CIPRIANO, 2009; FREITAS, 2011; MARCOS, 

2012), os isolados bacterianos que promoveram o crescimento de plantas em casa de 

vegetação (aumento na massa seca das raízes e/ou da parte aérea) foram selecionados para o 

experimento in vitro referente a capacidade de produção de indóis. Foram escolhidos 38 

isolados de rizobactérias da coleção do Centro de Solos e Recursos Ambientais 

(Microbiologia do Solo) do Instituto Agronômico, obtidos a partir de raízes de plantas 

cultivadas em solos do estado de São Paulo. A capacidade de produção de indóis destes 

isolados foi avaliada segundo o método proposto por SARWAR & KREMER (1995). 

Preparou-se um meio de cultura com tripticaseína de soja, diluído 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 ºC por 24 h. Depois deste período, as 

membranas foram retiradas das placas com os isolados, tratadas com a solução de Salkowski e 

mantidas em temperatura ambiente por 2 h. Após este período foram considerados produtores 

de indóis os isolados cuja membrana apresentou um halo rosado em todas as repetições. 

 

 

3.2 Experimentos de casa-de-vegetação  

 

3.2.1 Material vegetal 

 

Nos ensaios realizados utilizou-se a variedade de cana-de-açúcar (Saccharum spp.)   

IACSP95-5000 (LANDELL et al., 2007). As plantas com idade de 11 meses foram 

selecionadas no Centro Experimental em Campinas, SP (experimento I) e no Centro de Cana 

em Ribeirão Preto, SP (experimento II), ambos pertencentes ao Instituto Agronômico (IAC). 

Foram selecionados discos de colmo com gemas de aspecto saudável, seccionados com 

auxílio de uma guilhotina. Esses discos foram plantados em vasos de alumínio (2 L), 

previamente esterelizados (autoclavados). No plantio utilizou-se substrato comercial, 

(TropStrato HT
®
), autoclavado duas vezes por uma hora a 100ºC e 1,5 kgf cm

-2
 de pressão, 

sendo o processo repetido depois de quatro dias. 

 

3.2.2 Inóculo e inoculação 

 

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

contendo o meio de cultura BKing (KING et al., 1954), depois incubados a 30ºC por 24 horas. 
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Após este período e com auxílio da alça de inoculação, cada isolado foi transferido para um 

erlenmeyer com 100 mL de meio BKing líquido, depois encubados a 30ºC por mais 24 horas. 

Centrifugou-se o meio líquido e as bactérias a 3000 rpm por 15 min a 20ºC. Separou-se a fase 

líquida da sólida, que ficou precipitada nos tubos centrifugados. Foram adicionados 25 mL de 

uma solução de sulfato de magnésio e agitou-se a solução com o uso de um vortex. Os 100 

mL finais de inóculo foram distribuídos em dois tubos Falcon, que foram colocados num 

isopor para o transporte até o local da inoculação. 

Na casa de vegetação onde estavam as plantas, com o auxílio de uma pipeta, foi 

adicionado 10 mL do inóculo (10
8
 células mL

-1
) em cada vaso e o controle recebeu 10 mL de 

água destilada. Todos os utensílios usados no processo foram previamente esterilizados. 

 

 

3.2.3 Experimento I 

 

 

Este experimento teve como objetivo avaliar se os isolados produtores de substâncias 

indólicas promoveriam o crescimento da cana-de-açúcar. As plantas foram mantidas em vasos 

com 80% da capacidade de armazenamento de água 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 não receberam nenhum 

tipo de inoculação com rizobactérias representavam o tratamento controle. As análises 

fisiológicas (trocas gasosas e clorofila) foram realizadas aos 29 dias após a inoculação (DAI), 

ou seja, 61 dias após o plantio (DAP). Aos 30 DAI, as plantas de cada tratamento foram 

coletadas para as análises biométricas.  

 

3.2.4 Experimento II 

 

 

No experimento II buscou-se estudar se a rizobactéria PSC13 minimizaria os efeitos 

do déficit hídrico em plantas de cana-de-açúcar. As plantas foram inoculadas e submetidas à 

variação da disponibilidade de água. No período irrigado (primeira etapa), as plantas foram 

mantidas irrigadas com 80% da capacidade de armazenamento de água do substrato, sendo a 

biometria realizada aos 20 DAI. Na segunda etapa, as plantas foram submetidas ao déficit 

hídrico controlado e avaliadas aos 37 DAI. Na terceira etapa do experimento, plantas que 

haviam passado pelo déficit hídrico foram reidratadas e avaliadas quanto à biometria aos 44 

DAI, oito dias após a irrigação do substrato. Em todas as etapas foram utilizadas plantas não 
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inoculadas (controle) que foram submetidas as mesmas condições de disponibilidade de água 

do substrato. As avaliações fisiológicas do período irrigado foram realizadas aos 19 DAI, na 

etapa do déficit hídrico aos 36 DAI e na recuperação aos 43 DAI. Em relação à biometria, 

foram coletadas folhas e raízes das plantas antes, durante e após (recuperação) o déficit 

hídrico. Cada tratamento continha 15 plantas, sendo cinco plantas amostradas nos momentos 

de análise biométrica. 

A disponibilidade de água no substrato foi monitorada por meio de sensores de 

umidade (Water Mark®, Riverside, Califórnia, EUA) e pela pesagem dos vasos. O potencial 

matricial do substrato (m) foi mantido entre -111 e -120 kPa (ou 64% da capacidade de 

armazenamento de água do substrato) no tratamento com déficit hídrico, enquanto que m no 

tratamento controle foi mantido superior a -5 kPa. 

 

3.3 Avaliações biométricas 

 

 

Avaliou-se a altura das plantas, diâmetro da haste principal (DHP), número de 

perfilhos (nº perfilhos) e número de folhas nos dois experimentos. Após o término do 

experimento I (29 DAI ou 61 DAP) e durante o experimento II (19, 36 e 43 DAI ou 50, 67 e 

74 DAP), as plantas foram coletadas, colocadas em estufa a 60ºC até atingirem massa 

constante. Após este processo, determinou-se a massa seca da parte aérea (MSPA) e das 

raízes (MSR) e calculou-se a relação parte aérea/raiz (PA/R). A massa seca total (MST) foi 

calculada como a soma da MSPA e da MSR. A área foliar (AF) das plantas (cm
2
) foi medida 

com um integrador de área (LI-3000, Licor, EUA).  

As plantas do experimento II foram colhidas e o sistema radicular foi lavado com água 

corrente levemente pressurizada. Separou-se uma amostra homogênea do sistema radicular 

(20% da massa fresca do sistema radicular de cada planta) para as análises químicas de raiz. A 

parte aérea e os 80% restantes do sistema radicular foram pesados após secagem em estufa 

(60 ºC). 

A amostra de 20% da massa fresca das raízes foi separada em segmentos, os quais 

foram organizados sobre um papel cartão de cor preta contendo uma régua de 5 cm e uma 

etiqueta com a identificação do respectivo tratamento e repetição analisada. Foi montado um 

estúdio com luz apropriada e foram retiradas fotografias com uma máquina digital de cada 

amostra. As imagens foram catalogadas, organizadas, retirado o brilho de cada figura e 

analisadas com auxílio do programa Safira
®
, com base no método proposto por JORGE & 
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SILVA (2010). Após este procedimento, as raízes 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 análises do sistema radicular foram expressos por meio das 

variáveis área radicular (cm
2
), volume radicular (cm

3
), diâmetro médio ponderado (DMP) por 

classes de diâmetro existentes nos segmentos de raízes analisados e comprimento radicular 

(cm). 

 

 

3.4 Avaliações fisiológicas 

 

3.4.1 Potencial da água na folha 

 

Para determinação do potencial da água na folha (Ψw), foram selecionadas as folhas 

+1. O equipamento utilizado foi a câmara de pressão do tipo Scholander (modelo 3005, Soil 

Moisture Equipment Corp., EUA). As medições foram realizadas às 7:00 h. 

 

3.4.2 Trocas gasosas 

A assimilação líquida de CO
2 

(Pn, μmol m
-2

 

s
-1

), a condutância estomática (gs, mol m
-2

 

s
-1

) e a concentração intercelular de CO
2 

(Ci, μmol mol
-1

) foram medidas nas primeiras folhas 

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

realização destas medidas, a concentração de CO
2 

do ar (380 μmol mol
-1

) e a radiação 

fotossintéticamente ativa (Q, 2000 μmol m
-2

 

s
-1

) foram mantidas constantes. A respiração no 

escuro (R, μmol m
-2

 

s
-1

) foi avaliada mantendo-se as folhas por 15 minutos no escuro. Todas 

as medidas foram realizadas à temperatura ambiente, com um analisador portátil de gases a 

infravermelho modelo Li-6400 (Licor, EUA). As medidas foram realizadas no período da 

manhã (entre 9:00 e 11:30 h) e no período da tarde (entre 13:00 e 15:30 h), sendo registradas 

quando o coeficiente de variação total da medida era inferior a 0,5%.  

 

3.4.3 Atividade fotoquímica 

 

As medidas da emissão de fluorescência da clorofila a foram realizadas por meio de 

um fluorômetro modulado (6400-40 LFC) integrado ao Li-6400, usando o método do pulso de 

saturação (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 

alumínio. Na ausência de luz foi determinada a eficiência quântica potencial do fotossistema 
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II (Fv/Fm), a partir de medidas de fluorescência máxima (Fm) e mínima (Fo) em tecidos 

adaptados ao escuro, sendo a fluorescência variável calculada como Fv=Fm–Fo. O coeficiente 

de extinção não fotoquímica da fluorescência (NPQ) foi obtido pela fórmula: NPQ=(Fm-

Fm’)/Fm’, na qual Fm’ é a fluorescência máxima em tecidos iluminados. O transporte 

aparente de elétrons (ETR) foi calculado de acordo com a equação ETR=Q x ΔF/Fm’ x 0,5 x 

0,84, sendo F/Fm’ a eficiência quântica efetiva do fotossistema II calculada a partir dos 

sinais de flurescência variável (ΔF=Fm’-F’) e em estado de equilíbrio dinâmico (F’) em 

tecidos iluminados. O cálculo de ETR assume que a partição de energia entre os fotossistemas 

I e II é similar (0,5) e que as folhas absorvem 84% da energia incidente (DEMMIG & 

BJÖRKMAN, 1987). Essas variáveis foram determinadas em tecidos adaptados à luz, de 

forma simultânea às medidas de trocas gasosas. 

 

3.4.4 Teores de clorofila 

 

Com o um clorofilômetro (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 somatória dos valores de clorofila a + clorofila b. As medições ocorreram sempre nos 

mesmos dias e folhas avaliadas para as trocas gasosas. 

 

3.4.5 Teores de prolina 

 

As amostras das folhas e raízes coletadas foram armazenadas em ultrafreezer e 

posteriormente secas em liofilizador (Labconco, Freezone 4.5) a -50°C e 133 µbar. Depois de 

secas, as amostras vegetais foram moídas em moinho (IKA, modelo A 11) e armazenadas em 

frascos plásticos hermeticamente fechados até o momento das análises. Para extração de 

prolina, aproximadamente 75 mg de amostra vegetal juntamente com 3 mL de solução de 

metanol:clorofórmio:água (MCW, 12:5:3) (BIELESK & TURNER, 1966) foram colocados 

em tubos com tampa de rosca. A solução foi mantida em geladeira a 5°C por três dias. Após 

este período, acrescentou-se água e clorofórmio na proporção 1:1,5 (v/v), agitando-se os tubos 

e voltando-os à geladeira por mais 24 h. Depois da separação das fases, coletou-se o 

sobrenadante (fração aquosa-metanólica) e foi feita a concentração das amostras em banho-

maria a 50°C. O volume da solução foi quantificado em proveta e armazenado em microtubos 

a -20°C. O teor de prolina foi quantificado segundo RENA & MASCIOTTI (1976). Foram 

adicionados 100 μL de glicina 0,1 M, 300 μL da solução obtida após a extração com MCW, 

2,6 mL de água mili-Q e 2 mL de ácido acético concentrado em tubos de ensaio. Após 
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agitação para homogeneizar a solução, foram acrescentados 2 mL de reagente de ninhidrina 

(600 mg de ninhidrina + 15 mL de ácido acético concentrado + 10 mL de ácido fosfórico 6 

M). Depois da agitação 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 rápido resfriamento da 

reação e adicionados 4 mL de tolueno concentrado. Agitou-se vigorosamente os tubos, o 

sobrenadante foi coletado e sua absorbância foi determinada num espectrofotômetro a 515 

nm. A reta-padrão foi obtida com solução de prolina em concentrações de 0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 

µg mL
-1

. 

 

3.4.6 Nitrogênio total 

 

Para analisar o teor de nitrogênio total presente nos tecidos das folhas e raízes da cana-

de-açúcar primeiramente foi feita a digestão da amostra transferindo-se 0,1 g de material 

vegetal seco e moído para tubos de digestão (tipo Folin-Wu), contendo 1 g de mistura 

digestora (1000 g de K2SO4
 
+ 100 g de CuSO4.5H2O + 10 g de Se), 3 mL de ácido sulfúrico 

concentrado e 1 mL de peróxido de hidrogênio (H2O2). Os tubos foram colocados em um 

bloco digestor e aquecidos lentamente até 360ºC, sendo as amostras digeridas ao ponto de 

ebulição da mistura até formar um extrato esverdeado. Após o resfriamento até 22ºC foram 

adicionados 5 mL de água mili-Q. O conteúdo de cada tubo foi usado na dosagem de 

nitrogênio segundo o método de Kjeldahl (BREMNER, 1965). Para a dosagem, as amostras 

passaram por processo de destilação. O tubo contendo a amostra foi neutralizado com 15 mL 

de NaOH 10 N. Depois da reação química, procedeu-se uma destilação a fim de que o 

nitrogênio contido na amostra fosse volatilizado na forma de amônia e recolhido em 

erlenmeyer contendo 20 mL de solução de ácido bórico-indicador. A destilação foi 

interrompida após a produção de 20 mL de destilado. O conteúdo do erlenmeyer foi então 

titulado, usando solução padronizada de ácido sulfúrico 0,0714 N. O volume de ácido foi 

utilizado para calcular a quantidade de nitrogênio na amostra. 

 

3.5 Delineamento estatístico e análise de dados 

 

O delineamento experimental utilizado no experimento I foi blocos inteiramente 

casualizados, sendo a causa de variação a inoculação. O delineamento experimental do 

segundo experimento foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial duplo, sendo as causas de 

variação as condições hídricas e a inoculação. Os dados obtidos foram submetidos à análise 

de variância e quando detectada diferença significativa do tratamento, as médias foram 
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comparadas usando o teste de Tukey a 5% de significância. Cada repetição foi representada 

por uma planta.  

4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Seleção dos isolados 

 

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

(Tabela 1). Entre os isolados produtores de substâncias indólicas, foram selecionados PSC13, 

PS51A, PS3J e PS21C para os testes na casa de vegetação em função da capacidade de 

produção de indóis (Figura 1) e por promoverem o crescimento de plantas em estudos 

anteriores (CIPRIANO, 2009; FREITAS, 2011). 

 

Tabela 1. Lista de isolados testados quanto à produção de indóis de acordo com o método 

colorimétrico proposto por SARWAR & KREMER (1995). Os sinais (–) e (+) indicam 

ausência e presença de indóis. Em negrito estão os isolados selecionados. 

 

Isolado 
Produção de 

Indóis 
Isolado 

Produção de 

Indóis 
Isolado 

Produção de 

Indóis 

PS21C + W4P5 - 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 - PS4J + LP12 + 

PS852C - E17 + PS21A + 

R7H - PSC11 -   
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Figura 1. Resultado do teste colorimétrico de produção de indóis pelos isolados selecionados 

PS3J, PS51A, PS21C e PSC13. A análise pelo método proposto por SARWAR & KREMER 

(1995) foi realizada em triplicata. 

 

 

4.2 Experimento I 

 

 

4.2.2 Biometria 

 

A altura média das plantas variou de 14,3 a 18,3 cm e não foi afetada pelas 

rizobactérias. Não houve diferença significativa entre os tratamentos com e sem inoculação 

das rizobactérias tanto na massa seca da parte aérea (Figura 2A) como na massa seca total das 

plantas (Figura 2C).  

A inoculação do isolado PSC13 propiciou aumento da massa do sistema radicular em 

1,7 vezes em relação ao controle (Figuras 2B e 3). A relação parte aérea/raiz foi 

significativamente diferente entre as plantas que receberam a inoculação do PSC13 e as 

plantas controle (Figura 2D). Ao analisarmos a partição da matéria seca no tratamento com 

PSC13 percebemos que o aumento da massa seca das raízes foi responsável pela menor 

relação parte aérea/raiz (Figura 2D). 

As variáveis número de folhas e número de perfilhos não diferiram significativamente 

entre os tratamentos com as rizobactérias e as plantas não inoculadas. 
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Figura 2. Massa seca da parte aérea (A), das raízes (B) e total (C) e relação parte aérea/raiz 

(D) das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, 

sem inóculo) e com a inoculação dos isolados PSC13 PS51A, PS3J e PS21C. Cada barra 

representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra minúscula 

não diferem entre si (p>0,05). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 inoculação 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 

o isolado PS51A em 12% o teor de chl total em relação às plantas do controle (Tabela 2). O 

isolado PS3J também aumentou o teor de chl total se comparado as plantas não inoculadas 

(Tabela 2). 

 

Tabela 2. Teores* de clorofila a (Chl a), b (Chl b), total (Chl t) das plantas de cana-de-açúcar 

variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com os isolados 

PSC13, PS51A, PS3J e PS21C.  

 

Tratamentos Chl a Chl b Chl t 

CTR 30,1 ± 0,1 b 7,5 ± 0,8 b 37,6 ± 0,8 b 

PSC13 31,6 ± 1,2 ab 9,4 ± 0,7 a 41,1 ± 2,0 a 

PS51A 32,2 ± 0,3 a 9,9 ± 0,2 a 42,1 ± 0,5 a 

PS3J 31,7 ± 0,2 ab 9,2 ± 0,4 ab 40,9 ± 0,5 a 

PS21C 31,3 ± 0,5 ab 8,7 ± 0,3 ab 40,0 ± 0,3 ab 
Valores médios (n=3) ± desvio padrão. Médias dos tratamentos 

seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si (p>0,05). 

*Índice relativo de clorofila. 

 

A assimilação líquida de CO2 das plantas do tratamento controle diminuiu entre o 

período da manhã e o período da tarde. Já as plantas dos tratamentos que receberam a 

inoculação praticamente não diminuíram sua fotossíntese no período da tarde se comparados 

aos valores da manhã (Figura 4A,B). 

 

4.3 Experimento II 

 

 

4.3.1 Período irrigado 

 

A altura média das plantas variou de 18,8 a 19,0 cm. A inoculação de PSC13 permitiu 

uma maior produção de massa da parte aérea e das raízes das plantas (Figura 5A,B). O ganho 

de crescimento proporcionado pelo isolado PSC13 também se refletiu no aumento da massa 

seca total, variável que engloba as variáveis acima mencionadas. Houve, portanto, um ganho 

na acumulação de carbono por parte dessas plantas se comparadas ao tratamento controle 

(Figura 5A-C). A relação parte aérea raiz não foi modificada pelas rizobactérias (Figura 5D). 

As medidas de número de folhas, número de perfilhos e área foliar foram similares 

(dados não apresentados) não mostrando o mesmo efeito benéfico da inoculação notado no 
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ganho de massa. As análises do sistema radicular também não revelaram diferenças entre as 

plantas controle e inoculadas (dados não apresentados) quando considerados o volume, 

comprimento, área superficial e diâmetro médio ponderado das raízes. 
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Figura 4. Medidas de assimilação líquida de CO2 (Pn, em A,B), condutância estomática (gs, 

em C,D) e transporte de aparente de elétrons (ETR, em E,F) das plantas de cana-de-açúcar 

variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) 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 minúscula não diferem entre si (p>0,05). 
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Figura 5. Massa da parte aérea (A), das raízes (B) e total (C) e relação parte aérea/raiz (D) 

das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 dos tratamentos controle (CTR) e 

com o isolado PSC13. Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos 

seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si (p>0,05).  

 

A assimilação líquida de CO2 foi superior nas plantas que receberam o isolado PSC13 

no período da manhã (Figura 6A). Nesse período a abertura estomática e o transporte de 

elétrons foram maiores nas plantas tratadas (Figura 6C,E), assim como a eficiência quântica 

potencial do fotossistema II (Fv/Fm) foi ligeiramente menor nas plantas que receberam o 

isolado PSC13 (Figura 7C). Essa situação não se repetiu no período da tarde, quando as 

plantas tratadas e o controle apresentaram resultados semelhantes de trocas gasosas e 

atividade fotoquímica (Figuras 6B,D,F e 7D). Em relação à respiração foliar, a inoculação 

causou redução significativa dessa variável no período vespertino, sendo cerca de 3,2 vezes 

menor no que nas plantas controle (Figura 7B). 
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Figura 6. Medidas de assimilação líquida de CO2 (Pn, em A,B), condutância estomática (gs, 

em C,D) e transporte de aparente de elétrons (ETR, em E,F) das plantas de cana-de-açúcar 

variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) 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 minúscula não diferem entre si (p>0,05). 
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Figura 7. Medidas de respiração (R, em A,B) e eficiência quântica potencial do fotossistema 

II (Fv/Fm, em C,D) das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos 

controle (CTR, sem inóculo) 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 minúscula não diferem entre si (p>0,05). 

 

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

tratadas, porém não houve alteração 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-açúcar 

variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e PSC13. 

 

Tratamentos Chl a Chl b Chl t 

CTR 37,2 ± 0,6 a 17,4 ± 2,2 a 54,7 ± 2,8 a 

PSC13 37,0 ± 1,0 a 14,4 ± 1,9 b 51,4 ± 2,9 a 
Valores médios (n=3) ± desvio padrão. Médias dos tratamentos 

seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si (p>0,05). 
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4.3.2 Período de déficit hídrico 

 

Com base nos dados de potencial matricial do substrato durante o período de déficit 

hídrico, houve redução da água disponível para as plantas (Figura 8), o que também foi 

notado pelos sintomas visuais. Independente da quantidade de água disponível, a inoculação 

das plantas com PSC13 não afetou o potencial da água nas folhas, sendo menor nas plantas 

que foram submetidas ao déficit hídrico (Tabela 4).  

 

Figura 8. Potencial matricial do substrato dos vasos ao longo do experimento II. As setas 

tracejadas indicam os momentos de avaliação. Da esquerda para a direita, a primeira seta 

corresponde à avaliação no período irrigado, a segunda seta indica a avaliação durante o 

déficit hídrico e a terceira refere-se à recuperação da hidratação das plantas. A seta de linha 

contínua indica o momento de reidratação das plantas. 

 

Tabela 4. Potencial da água nas folhas (MPa) das plantas de cana-de-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, 

mantidas irrigadas e submetidas ao déficit hídrico (DH). Medições realizadas às 7:00 h. 

 

Plantas Irrigadas DH 

CTR 0,30 ± 0,05 a 1,80 ± 0,05 b 

PSC13 0,30 ± 0,03 a 1,80 ± 0,05 b 
Valores médios (n=3) ± desvio padrão. Médias dos 
tratamentos seguidas pela mesma letra minúscula 

não diferem entre si (p>0,05). 

 

O déficit hídrico reduziu os teores de chl a, b e total nas plantas estudadas, porém o 

uso de PSC13 possibilitou menores reduções se comparado as plantas com inóculo 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-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, 

mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Letras maiúsculas comparam 

condição hídrica numa mesma condição de inoculação (controle ou PSC13) e letras 

minúsculas comparam os tratamentos de inoculação na mesma condição hídrica (irrigado ou 

DH). Cada barra representa o valor médio (n=3). Médias dos tratamentos seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si (p>0,05). 
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O déficit hídrico diminuiu a quantidade de nitrogênio presente nas folhas (Figura 

10A). Quando as plantas estavam bem irrigadas, a inoculação diminuiu o teor de nitrogênio, 

porém o mesmo não se repetiu na condição de estresse (Figura 10A). Nas raízes, o déficit 

hídrico não modificou o acúmulo de nitrogênio nas plantas controle, porém aumentou 

significativamente nas plantas inoculadas com PS13 (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Teores de nitrogênio (A,B) e prolina (C,D) nas folhas (A,C) e raízes (B,D) das 

plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o 

isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Letras maiúsculas 

comparam condição hídrica numa mesma condição de inoculação (controle ou PSC13) e 

letras minúsculas comparam os tratamentos de inoculação na mesma condição hídrica 

(irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos 

seguidas pela mesma letra não diferem entre si (p>0,05). 

 

O acúmulo de prolina também foi afetado pela inoculação com rizobactérias. As 

plantas controle mantiveram o mesmo teor de prolina na folha independente da 
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disponibilidade de água (Figura 10C). Entretanto, as plantas inoculadas submetidas ao déficit 

hídrico aumentaram em 2,2 vezes à acumulação de prolina nas folhas quando comparadas às 

inoculadas e irrigadas (Figura 10C). A deficiência hídrica aumentou também o acúmulo de 

prolina nas raízes. A inoculação aumentou significativamente a acumulação deste osmólito no 

sistema radicular quando as plantas foram submetidas à seca se comparada ao tratamento 

controle na mesma situação. As plantas inoculadas com PSC13 produziram cerca de 4,6 vezes 

mais prolina nas raízes do que as plantas inoculadas e irrigadas (Figura 10D). 

A interação entre a disponibilidade de água e a inoculação não foi significativa para a 

variável assimilação líquida de CO2 e por isso os dados foram agrupados e analisados. PSC13 

promoveu o aumento da fotossíntese no período da manhã (Figura 11A) e a ocorrência de 

déficit hídrico diminuiu a fotossíntese em cerca de 3 e 4 vezes no período da manhã e da 

tarde, respectivamente (Figura 11B,D). 
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Figura 11. Assimilação líquida de CO2 (Pn) das plantas de cana-de-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas 

ou submetidas ao déficit hídrico (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 minúscula não diferem entre si (p>0,05). 
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A condutância estomática foi reduzida pelo déficit hídrico e as rizobactérias não 

causaram nenhuma modificação no padrão de abertura estomática tanto no período matutino 

quanto vespertino (Figura 12). 
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Figura 12. Condutância estomática (gs) das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-

5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou 

submetidas ao déficit hídrico (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 minúscula não diferem entre si (p>0,05). 

 

O déficit hídrico aumentou a concentração intercelular de CO2 (Figura 13B,D) e 

reduziu o transporte aparente de elétrons (Figura 14B,D). Essas variáveis não foram afetadas 

pela presença das rizobactérias (Figuras 13 e 14). 
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Figura 13. Concentração intercelular de CO2 (Ci) das plantas de cana-de-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas 

ou submetidas ao déficit hídrico (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 minúscula não diferem entre si (p>0,05). 

 

 A inoculação das plantas com as rizobactérias não causou nenhuma modificação da 

eficiência quântica potencial do fotossistema II tanto de manhã como à tarde, porém essa 

variável fotoquímica foi reduzida pelo déficit hídrico (Tabela 5). A respiração no período das 

13:00 h também não foi alterada pela inoculação ou condição hídrica (Tabela 5).  
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Figura 14. Transporte aparente de elétrons (ETR) das plantas de cana-de-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas 

ou submetidas ao déficit hídrico (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 minúscula não diferem entre si (p>0,05). 

 

Tabela 5. Respiração (R) e eficiência quântica potencial do fotossistema II (Fv/Fm) das 

plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem 

inóculo) e com o isolado PSC13 mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hídrico (DH). As 

medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:30 h (índice 9) e entre 13:00 e 15:30 h (índice 13). 

 

Variáveis 
Inoculação Condição hídrica 

CTR PSC13 Irrigado DH 

Fv/Fm9 0,78 ± 0,01 a 0,78 ± 0,02 a 0,78 ± 0,01 a 0,77 ± 0,01 b 

Fv/Fm13 0,76 ± 0,04 a  0,75 ± 0,04 a 0,79 ± 0,01 a 0,73 ± 0,03 b 

R13 (µmol m
-2

s
-1

) 3,30 ± 0,26 a  3,04 ± 0,62 a 3,24 ± 0,50 a 3,10 ± 0,47 a 
Valores médios (n=6) ± desvio padrão. Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra 

minúscula não diferem entre si (p>0,05). 
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Analisando-se a variável respiração no período da manhã, nota-se que o déficit hídrico 

aumentou a respiração das plantas sem inóculo se comparadas às plantas irrigadas (Figura 

15). Nas plantas inoculadas não houve aumento da respiração mesmo com a diminuição da 

água disponível no substrato (Figura 15).  
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Figura 15. Respiração foliar das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos 

tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou 

submetidas ao déficit hídrico (DH). A temperatura média das folhas no momento das medidas 

foi de 30ºC. Letras maiúsculas comparam condição hídrica numa mesma condição de 

inoculação (controle ou PSC13) e letras minúsculas comparam os tratamentos de inoculação 

na mesma condição hídrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=3). 

Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não diferem entre si (p>0,05).  

 

 

A análise das variáveis massa seca da parte aérea, massa seca das raízes, massa seca 

total, diâmetro da haste principal, do número de perfilhos por planta e relação parte aérea/raiz 

não revelou efeitos da inoculação (Tabela 6). Notou-se, porém, que o déficit hídrico teve 

efeito negativo nessas variáveis (exceto relação parte aérea raiz), prejudicando o 

desenvolvimento das plantas. Por exemplo, o déficit hídrico reduziu em 45% a massa seca 

total das plantas (Tabela 6).  

A inoculação aumentou a altura das plantas e o déficit hídrico afetou negativamente a 

altura e a área foliar, causando reduções de 18% e 67% respectivamente (Figura 16). O 

número de folhas foi significativamente maior nas plantas irrigadas e inoculadas com PSC13, 

se comparadas ao controle irrigado (Figura 17). Independente da presença de rizobactérias, o 

déficit hídrico reduziu a quantidade de folhas das plantas (Figura 17). O déficit hídrico 
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reduziu o comprimento das raízes e as plantas que receberam PSC13 apresentarem menor 

comprimento de raízes nestas condições (Figura 18). 

Tabela 6. Massa seca da parte aérea (MSPA), das raízes (MSR) e total (MST) diâmetro da 

haste principal (DHP), número de perfilhos (NP) e relação parte aérea raiz (PA/R) das plantas 

de cana-de-açúcar nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e PSC13, mantidas irrigadas 

ou submetidas ao déficit hídrico (DH).  

 

Variáveis Inoculação Condição hídrica 

CTR PSC13 Irrigado DH 

MSPA (g) 13,4 ± 3,8 a 13,7 ± 4,4 a 17,4 ± 1,2 a 9,7 ± 0,5 b 

MSR (g) 3,2 ± 0,9 a 3,2 ± 1,1 a 4,1 ± 0,5 a 2,3 ± 0,2 b 

MST (g) 16,2 ± 4,4 a 16,9 ± 5,6 a 21,2 ± 1,9 a 12,0 ± 0,6 b 

DHP (mm) 13,7 ± 1,8 a 13,2 ± 1,7 a 15,0 ± 0,6 a 11,9 ± 0,6 b 

NP 2,9 ± 0,7 a 2,8 ± 0,8 a 3,3 ± 0,7 a 2,4 ± 0,5 b 

PA/RA 4,2 ± 0,3 a 4,6 ± 0,4 a 4,4 ± 0,3 a 4,4 ± 0,4 a 
Valores médios (n=10) ± desvio padrão. Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não 
diferem entre si (p>0,05). 
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Figura 16. Altura (A,B) e área foliar (C,D) das plantas de cana-de-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas 

ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Cada barra representa o valor médio (n=10). Médias 

dos tratamentos seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si (p>0,05). 
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Figura 17. Número de folhas das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos 

tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou 

submetidas ao déficit hídrico (DH). Letras maiúsculas comparam condição hídrica numa 

mesma condição de inoculação (controle ou PSC13) e letras minúsculas comparam os 

tratamentos de inoculação na mesma condição hídrica (irrigado ou DH). Cada barra 

representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si (p>0,05). 
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Figura 18. Comprimento total das raízes das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-

5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas 

ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Letras maiúsculas comparam condição hídrica numa 

mesma condição de inoculação (controle ou PSC13) e letras minúsculas comparam os 

tratamentos de inoculação na mesma condição hídrica (irrigado ou DH). Cada barra 

representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si (p>0,05). 
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O tratamento com as rizobactérias não promoveu alterações no diâmetro médio 

ponderado das raízes, mas o volume e a área do sistema radicular da cana-de-açúcar foram 

reduzidos com a inoculação de PSC13 (Tabela 7). O estresse hídrico afetou negativamente o 

desenvolvimento do sistema radicular, diminuindo o diâmetro, o volume e a área das raízes 

(Tabela 7). 

 

Tabela 7. Diâmetro médio ponderado (DMP), volume e área das raízes das plantas de cana-

de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o 

isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hídrico (DH).  

 

Variáveis 
Inoculação Condição hídrica 

CTR PSC13 Irrigado DH 

DMP (cm) 1,3 ± 0,5 a 1,0 ± 0,7 a 1,5 ± 0,6 a 0,9 ± 0,4 b 

Volume (cm
3
) 10,7 ± 4,9 a 8,8 ± 5,6 b 14,6 ± 1,5 a 4,9 ± 1,6 b 

Área (cm
2
) 228,4 ± 82,8 a 190,9 ± 109,7 b 297,5 ± 29,5 a 121,9 ± 40,9 b 

Valores médios (n=10) ± desvio padrão. Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si (p>0,05). 

 

 

 

4.3.3 Período de recuperação 

 

As plantas não inoculadas que passaram pelo déficit hídrico apresentaram maior teor 

de chl a do que as mantidas sempre irrigadas (Figura 19A). Comparando-se as plantas sempre 

irrigadas, nota-se que a inoculação de PSC13 aumentou o teor de chl a (Figura 19A). Após a 

recuperação, as plantas previamente estressadas apresentaram maior teor foliar de chl b e 

total. Entretanto, as plantas que receberam as rizobactérias não tiveram alterações na 

quantidade deste pigmento após o período de déficit hídrico (Figura 19B,C). O uso do PSC13 

aumentou o teor de chl b e total nas plantas mantidas com boa disponibilidade de água no 

substrato (Figura 19B,C).  

Houve recuperação completa das variáveis assimilação líquida de CO2, concentração 

intercelular de CO2, eficiência quântica potencial do fotossistema II e da respiração. Com 

relação à assimilação líquida de CO2, não foram observadas diferenças significativas entre os 

tratamentos e os valores médios foram de 26,6±2,9 e 24,7±2,2 mol m
-2

 s
-1

 para os períodos 

da manhã e da tarde, respectivamente. Nas demais variáveis, notou-se a ausência de 

diferenças significativas induzidas pelas rizobactérias (dados não apresentados). 
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Figura 19. Teores de clorofila a (A), b (B) e total (C) das plantas de cana-de-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, 

mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Análises realizadas após seis dias 

da reidratação das plantas. Letras maiúsculas comparam condição hídrica numa mesma 

condição de inoculação (controle ou PSC13) e letras minúsculas comparam os tratamentos de 

inoculação na mesma condição hídrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio 

(n=3). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não diferem entre si (p>0,05). 
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O transporte aparente de elétrons não sofreu alterações nas plantas controle que 

passaram pelo déficit hídrico (Figura 20). Já as plantas inoculadas apresentaram aumento no 

transporte de elétrons na recuperação, se comparadas as inoculadas e mantidas irrigadas 

(Figura 20). Durante o período da manhã nenhum tratamento modificou o transporte de 

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

apresentados). 
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Figura 20. Transporte aparente de elétrons (ETR) das plantas de cana-de-açúcar variedade 

IACSP95-5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, 

mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Análises realizadas após seis dias 

da reidratação das plantas, às 13:00 h. Letras maiúsculas comparam condição hídrica numa 

mesma condição de inoculação (controle ou PSC13) e letras minúsculas comparam os 

tratamentos de inoculação na mesma condição hídrica (irrigado ou DH). Cada barra 

representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si (p>0,05). 

 

O período de falta de água causou danos na recuperação da abertura estomática. As 

plantas não inoculadas que passaram pela seca apresentaram menor condutância estomática 

mesmo após seis dias da reidratação (Figura 21). Este fato não ocorreu nas plantas inoculadas, 

onde a recuperação foi total (Figura 21). Ainda, as plantas inoculadas que passaram pelo 

déficit hídrico apresentaram maior condutância estomática do que as não inoculadas na 

mesma situação (Figura 21). No período da tarde, nenhum tratamento alterou a abertura 

estomática das plantas em relação ao tratamento controle (gs = 0,15 mol m
-2 

s
-1

). 
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Figura 21. Condutância estomática (gs) das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-

5000 nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas 

ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Análises realizadas após seis dias da reidratação das 

plantas, às 9:00 h. Letras maiúsculas comparam condição hídrica numa mesma condição de 

inoculação (controle ou PSC13) e letras minúsculas comparam os tratamentos de inoculação 

na mesma condição hídrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=5). 

Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra não diferem entre si (p>0,05). 

 

As plantas que passaram pela seca apresentaram menor massa seca da parte aérea, com 

cerca de 56% de redução nas plantas não inoculadas e 46% nas plantas tratadas com PSC13 

(Figura 22). Comparando-se as plantas mantidas sempre com boa disponibilidade de água no 

substrato, nota-se que a inoculação diminuiu a produção de massa seca da parte aérea (Figura 

22). As plantas não inoculadas produziram mais folhas do que as plantas que receberam a 

inoculação de PSC13 (Figura 23A). Já as plantas que passaram pelo déficit hídrico tiveram 

uma redução de cerca de 40% no número de folhas (Figura 23B). As plantas sem inóculo 

apresentaram maior massa seca total se comparadas às plantas tratadas com as rizobactérias 

(Figura 24A). Após o período de recuperação, as plantas ainda apresentavam uma redução de 

cerca de 53% em sua massa seca total (Figura 24B). 

Não houve diferenças significativas devido à inoculação das rizobactérias na área 

foliar, massa seca das raízes, diâmetro da haste principal e altura das plantas. Todas essas 

variáveis foram afetadas negativamente pelo período que permaneceram sob déficit hídrico, 

mesmo após a recuperação (Tabela 8). 
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Figura 22. Massa seca da parte aérea das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 

nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou 

submetidas ao déficit hídrico (DH). Análises realizadas após sete dias da reidratação das 

plantas. Letras maiúsculas comparam condição hídrica numa mesma condição de inoculação 

(controle ou PSC13) e letras minúsculas comparam os tratamentos de inoculação na mesma 

condição hídrica (irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos 

tratamentos seguidas pela mesma letra não diferem entre si (p>0,05). 
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Figura 23. Número de folhas das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos 

tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao 

déficit hídrico (DH). Análises realizadas após sete dias da reidratação das plantas. Cada barra 

representa o valor médio (n=10). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra 

minúscula não diferem entre si (p>0,05). 
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Figura 24. Massa seca total das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos 

tratamentos controle (CTR) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao 

déficit hídrico (DH). Análises realizadas após sete dias da reidratação das plantas. Cada barra 

representa o valor médio (n=10). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra 

minúscula não diferem entre si (p>0,05). 

 

 

Tabela 8. Área foliar (AF), massa seca das raízes (MSR), diâmetro da haste principal (DHP) 

e altura média das plantas de cana-de-açúcar nos tratamentos controle (CTR, sem inóculo) e 

com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit hídrico (DH). Avaliações 

realizadas sete dias após a reidratação das plantas. 

 

Variáveis 
Inoculação Condição hídrica 

CTR PSC13 Irrigado DH 

AF (cm
2
) 502,1 ± 244,5 a 440,4 ± 204,7 a 674,3 ± 94,5 a 268,2 ± 57,1 b 

MSR (g) 3,7 ± 1,7 a 4,0 ± 1,9 a 5,4 ± 0,9 a 2,3 ± 0,3 b 

DHP (mm) 14,9 ± 1,8 a 14,8 ± 1,3 a 16,3 ± 0,7 a 13,5 ± 0,5 b 

Altura (cm) 28,1 ± 3,5 a 27,3 ± 3,9 a 31,1 ± 1,0 a 24,3 ± 1,0 b 
Valores médios (n=10). Médias dos tratamentos seguidas pela mesma letra minúscula não 

diferem entre si (p>0,05). 

 

Não foram observados efeitos dos fatores inoculação e disponibilidade de água no 

substrato para as variáveis número de perfilhos e relação parte aérea/raiz. O valor médio de 

perfilhos por planta foi de 3,4±0,7 e o valor médio da relação parte aérea/raiz foi de 4,8±0,7. 

Os resultados da análise do sistema radicular das plantas indicam que o período de 

déficit hídrico afetou negativamente todas as variáveis das raízes estudadas, independente da 

inoculação com PSC13. Em relação à inoculação, o comprimento, volume, área e diâmetro 

médio ponderado foram maiores nas plantas controle quando comparadas às inoculadas sob 

disponibilidade hídrica adequada (Figura 25). Ao compararem-se as plantas que passaram 
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pelo déficit hídrico, não foram encontradas diferenças entre as plantas tratadas com PSC13 e 

as controle (Figura 25). Nota-se que a redução relativa devido ao déficit hídrico foi maior nas 

plantas controle. 
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Figura 25. Comprimento (A), volume (B), área (C) e diâmetro médio ponderado (D) das 

raízes das plantas de cana-de-açúcar variedade IACSP95-5000 nos tratamentos controle 

(CTR, sem inóculo) e com o isolado PSC13, mantidas irrigadas ou submetidas ao déficit 

hídrico (DH). Análises realizadas após sete dias da reidratação das plantas. Letras maiúsculas 

comparam condição hídrica numa mesma condição de inoculação (controle ou PSC13) e 

letras minúsculas comparam os tratamentos de inoculação na mesma condição hídrica 

(irrigado ou DH). Cada barra representa o valor médio (n=5). Médias dos tratamentos 

seguidas pela mesma letra não diferem entre si (p>0,05).
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5 DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Interação entre rizobactérias e cana-de-açúcar em condições de boa disponibilidade 

hídrica  

 

 

As plantas que receberam os isolados PS51A, PS3J e PS21C não apresentaram 

modificações em seu crescimento, se comparadas às plantas não inoculadas (Figura 2). O 

efeito das rizobactérias na promoção do crescimento das plantas depende de diversos fatores 

como a habilidade destes microorganismos em colonizar a superfície das raízes, processo 

complexo que envolve mobilidade das rizobactérias, capacidade de fixação nas raízes e de 

características inerentes à própria 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 não inoculadas, a maior quantidade de pigmentos fotossintetizantes não 

favoreceu o transporte de elétrons e a fotossíntese (Tabela 2, Figura 4A,B,E,F).  

A utilização do isolado PSC13 aumentou de maneira expressiva a massa do sistema 

radicular das plantas de cana-de-açúcar (Figuras 2B e 3). Como não houve diferenças entre a 

produção de massa seca da parte aérea das plantas (Figura 2A), os hidratos de carbono 

produzidos na fotossíntese foram preferencialmente para o sistema radicular e causaram 

redução da relação parte aérea:raiz. ASHRAF et al. (2011) encontraram resultados similares 

testando isolados de rizobactérias na promoção do crescimento da cana-de-açúcar. Neste 

trabalho, os pesquisadores demonstraram que a inoculação 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 absorção de luz na faixa 

do vermelho e uma melhor eficiência na transferência dos elétrons para os centros de reação 

(STREIT et al., 2005). De acordo com MARKWELL et al. (1995) o teor de clorofila nas 

folhas da planta é proporcional à quantidade de nitrogênio que ela absorveu, o que pode 

significar que as rizobactérias presentes no isolado PSC13 forneceram nitrogênio as plantas 

inoculadas, além de favorecer o processo fotoquímico.  

A inoculação de PSC13 modificou o padrão diurno de trocas gasosas das plantas de 

cana-de-açúcar. Na comparação do período matutino com o período vespertino, as plantas não 

inoculadas diminuíram a assimilação de CO2 à tarde (Figura 4A,B). Este processo é esperado 
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porque o aumento da demanda atmosférica associado ao aumento da temperatura do ar 

causam o fechamento estomático e isso diminui a entrada de gás carbônico na câmara 

subestomática (TAIZ & ZEIGER, 2006). Com a diminuição do substrato necessário à 

fotossíntese, a fixação de CO2 diminui no período das 13:00 h. Contudo, as plantas tratadas 

com as rizobactérias PSC13 mantiveram suas taxas fotossintéticas praticamente similares às 

verificadas no período da manhã (Figura 4B). Esta resposta foi possível devido à manutenção 

da abertura estomática e do transporte aparente de elétrons. Existem poucos trabalhos na 

literatura que demonstram os efeitos da inoculação de microorganismos nas trocas gasosas 

das plantas. ZHANG et al. (1997) mostraram que o uso de rizobactérias aumentou a 

fotossíntese da soja, todavia os mecanismos fisiológicos envolvidos não foram 

compreendidos. Segundo ZHANG et al. (1997), o maior crescimento do sistema radicular 

pode ter sido resultado do aumento na fotossíntese ocasionando o aumento na nodulação e na 

fixação de N. As rizobactérias podem fornecer nitrogênio para as plantas, convertendo o 

nitrogênio gasoso em amônia, a qual pode ser usada como fonte de N pelos vegetais 

(SPAINK et al., 1998). Outra forma de aumentar o teor de nitrogênio é o estímulo ao 

crescimento radicular que as rizobactérias podem proporcionar através do aumento da área de 

solo explorada e maior acesso ao nutriente no solo (OKON et al., 1998). O aumento no teor 

de N pode contribuir para a formação da clorofila, refletindo no aumento da atividade 

fotossintética (MIA et al., 2005). O aumento da eficiência fotossintética e do conteúdo de 

clorofilas pelas rizobactérias confirmam que estes microorganismos desempenham um papel 

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

 

 

5.2 Interação entre rizobactérias e plantas de cana-de-açúcar sob deficiência hídrica 

 

 

O período irrigado no experimento II confirmou os resultados do experimento I, 

realizado anteriormente. A interação positiva entre as rizobactérias PSC13 e as plantas de 

cana-de-açúcar foi notada no estímulo do crescimento das plantas através da maior produção 

de massa seca tanto da parte aérea como das raízes (Figura 5A,B). Embora o teor de chl b 

tenha diminuído após a inoculação das plantas, o teor de chl total não foi reduzido (Tabela 3).  

  A maior abertura estomática com o uso de PSC13 esteve associada ao aumento na 

fixação de carbono no período da manhã proporcionando maior ganho de massa às plantas 

inoculadas (Figura 6A). O transporte de elétrons, durante a manhã também foi superior nas 

plantas inoculadas (Figura 6E) e com maior fluxo de elétrons entre os fotossistemas II (FSII) e 
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os fotossistemas I (FSI), podemos considerar que mais ATP e NADPH estavam sendo 

produzidos para suportar a carboxilação do CO2. MARCOS (2012) também encontrou 

aumento na fotossíntese das plantas de cana-de-açúcar proporcionado pelo aumento da 

abertura dos estômatos em plantas que foram inoculadas com microorganismos. Essa 

alteração fisiológica pode ter sido causada por sinais hormonais em resposta ao déficit hídrico 

regulados pelas rizobactérias, o que resultou numa maior disponibilidade de CO
2 

para plantas 

tratadas. As rizobactérias podem ter modificado a relação entre o ABA nas células-guarda dos 

estômatos e as células do mesófilo por meio de estímulos oriundos das raízes, causando 

diminuição da concentração de ABA ou aumento da concentração de citocininas no apoplasto. 

As rizobactérias podem alterar essa sinalização hormonal e com isso permitir a manutenção 

da abertura estomática (COHEN et al., 2008). 

O teor de chl b diminuiu nas plantas submetidas à seca, porém a inoculação com 

PSC13 atenuou os efeitos do déficit hídrico nessa variável (Figura 9B). Essa redução no teor 

de chl b está relacionada à degradação das clorofilas, refletindo na diminuição da capacidade 

de absorção de energia luminosa, dano comum em situações de estresses (ANJUM et al., 

2011). Uma série de proteínas constituintes dos cloroplastos também são degradadas sob 

déficit hídrico (SYNERRI et al., 1993, DU et al., 1996; GHANNOUM et al., 2003), o que 

também prejudica o processo fotossintético. De fato, a assimilação líquida de CO2 das plantas 

sob déficit hídrico foi significativamente reduzida (Figura 11B,D). A assimilação de CO2 é 

também reduzida pelo fechamento estomático, antes mesmo da diminuição do conteúdo 

relativo de água nas folhas (CHAVES et al., 2008). Além do aspecto difusivo, não se pode 

deixar de considerar a provável limitação metabólica da fotossíntese. Diversas enzimas do 

metabolismo C3 e C4 têm redução da atividade sob déficit hídrico (ALFONSO & 

BRÜGGEMANN, 2012). Em cana-de-açúcar, DU et al. (1996) relataram redução 

significativa das atividades da piruvato-ortofosfato-diquinase, ribulose-1,5-bisfosfato 

carboxilase, frutose-1,6-bisfosfatase, enzima málica dependente de NADP e fosfoneolpiruvato 

carboxilase em potencial água na folha menor que -1,0 MPa.  Em nosso estudo, o potencial da 

água na folha nas plantas sob déficit hídrico chegou a -1,8 MPa (Tabela 4), o que sugere a 

ocorrência de dano bioquímico. 

Quando os teores de clorofila aumentam ou não se alteram com o déficit hídrico, há 

evidências de que mecanismos antioxidantes estão ativos e esse fato pode ser compreendido 

como uma forma de resistência ao déficit hídrico (YANG, 2006). A inoculação 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 metabólitos secundários (DOBBELAERE 

et al., 2003). Provavelmente, os microorganismos devem atenuar a degradação das clorofilas 

sob déficit hídrico, o que pode estar relacionado à melhor absorção de nitrogênio (KITAJIMA 

& HOGAN, 2003). O nitrogênio é o maior componente das moléculas de clorofila e o 

aumento dos teores de nitrogênio total nas raízes das plantas estressadas e inoculadas com 

PSC13 durante o estresse hídrico possivelmente ocasionou uma menor redução nos teores de 

chl b.  

O déficit hídrico afeta diversos processos fisiológicos e bioquímicos no metabolismo 

das plantas, o que se reflete na diminuição da produtividade das culturas frente à diminuição 

da disponibilidade de água. Nas plantas sob déficit hídrico, os primeiros processos a serem 

afetados são a divisão e a expansão celular, sendo a redução do crescimento, uma 

conseqüência destes eventos (FAROOQ et al., 2009). Uma série de reações bioquímicas em 

cadeia ocasiona a diminuição da demanda de proteínas para as células. Em situações de 

estresses ambientais o nitrato não é acumulado apenas para o crescimento, mas também para 

auxiliar na diminuição do potencial da água da célula (HANSON et al., 1977). A acumulação 

de compostos orgânicos nitrogenados pode significar um mecanismo de proteção (FOUGERE 

et al., 1991; KUZNETSOV & SHEVYAKOVA, 1997), incluindo a acumulação de prolina e 

outros aminoácidos. O metabolismo do nitrogênio e o metabolismo do carbono têm uma 

grande interação, sendo os produtos da atividade fotoquímica usados na assimilação de 

nitrogênio e alguns carboidratos utilizados como aceptores de elétrons do amônio durante a 

síntese de aminoácidos (FOYER, 1998). O déficit hídrico pode reduzir o transporte de 

nitrogênio para a parte aérea das plantas, afetando a síntese de clorofilas. Uma possível 

explicação para a maior degradação das clorofilas é que em virtude do uso contínuo 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 

inoculação não favoreceu a acumulação de N nas folhas, mas atenuou a redução dos teores 

foliares de N durante à seca (Figura 10A).  

 Analisando-se os dados de acumulação de prolina, pode-se perceber que a inoculação 

favoreceu a produção de prolina tanto nas folhas quanto no sistema radicular quando a água é 

o fator limitante. SARAVANAKUMAR et al. (2011) mostraram que  a acumulação de 

prolina em Vignia radiata tratada com rizobactérias aumentou em cerca de 3 vezes, valor 

próximo do encontrado neste trabalho (Figura 10C,D). A acumulação de prolina, importante 

osmólito compatível, pode ter sido resultado de uma maior síntese através de enzimas que a 

produzem ou ser oriunda da degradação de outras proteínas (RONTEIN et al., 2002). 
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Em relação ao balanço de carbono das folhas, as plantas inoculadas fizeram mais 

fotossíntese do que as não inoculadas (Figura 11A) e a respiração das plantas inoculadas não 

aumentou sob o déficit hídrico no período da manhã (Figura 15). As plantas não inoculadas, 

entretanto, respiraram mais quando submetidas à seca (Figura 15). Dessa forma, o balanço de 

carbono foi favorecido nas plantas inoculadas com PSC13, ocorrendo uma atenuação dos 

danos causados pelo déficit hídrico. O mecanismo pelo qual a inoculação de rizobactérias 

afeta a respiração foliar permanece obscuro e deve ser tratado em pesquisa futura. De acordo 

com VONDERWELL et al. (2001), as substâncias auxínicas produzidas pelas rizobactérias 

podem afetar a respiração celular das raízes, a qual teve correlação com o crescimento de 

plantas de pinus.  

O uso de PSC13 diminuiu o comprimento, volume e a área do sistema radicular em 

função da seca (Figura 18, Tabela 7). Essa redução no crescimento radicular pode ter sido 

efeito do metabolismo das rizobactérias PSC13, que podem ter utilizado os recursos 

armazenados pelas raízes em prol de seu próprio crescimento e manutenção no período em 

que as plantas passaram pelo déficit hídrico. De fato, as rizobactérias podem utilizar 

carboidratos produzidos pelas plantas para aumentarem sua população, sendo a fonte de 

energia e carbono das bactérias (FUENTES-RAMÍREZ et al., 1999). Sabe-se que a 

manutenção de uma relação simbiótica tem um custo energético e o efeito benéfico 

proporcionado pelos microorganismos que vivem na rizosfera é tão importante para as plantas 

que elas gastam até 21% do carbono fixado para secretar exsudatos pelas suas raízes 

(MARSCHNER, 1995). Esta pode ser a causa provável do menor crescimento radicular 

encontrado tanto no período de déficit hídrico como na recuperação nas plantas inoculadas. 

As rizobactérias podem ter utilizado uma quantidade maior de carboidratos, afetando o 

crescimento das plantas inoculadas. 

A condutância estomática, severamente afetada pelo déficit hídrico, foi menor nas 

plantas não inoculadas se comparadas às tratadas com PSC13 após o período de recuperação 

Figura 21). Fato semelhante foi observado com relação ao transporte aparente de elétrons 

(Figura 20). As plantas inoculadas apresentaram aumento no fluxo de elétrons entres os 

fotossistemas após passarem pelo estresse hídrico, sugerindo maior produção de energia e 

poder redutor para ser utilizado no metabolismo celular. Dessa forma, a inoculação de PSC13 

melhorou a recuperação das plantas após o déficit hídrico, favorecendo a recuperação da 

abertura estomática e do ETR após o déficit hídrico, sendo esse mais um importante aspecto 

da interação entre a cana-de-açúcar e as rizobactérias.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

O isolado PSC13 interage positivamente com plantas de cana-de-açúcar, favorecendo 

o crescimento das raízes, a atividade fotoquímica e as trocas gasosas das plantas quando em 

condição de disponibilidade hídrica adequada no substrato. 

A inoculação com PSC13 permite a atenuação dos danos causados pelo déficit hídrico, 

com aumento na produção de prolina e do teor de nitrogênio nas raízes e rápida recuperação 

da abertura estomática e do transporte de elétrons na reidratação. No entanto, essas alterações 

não modificaram a resposta em termos de crescimento das plantas sob déficit hídrico.  
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