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RESUMO

Oliveira, Dandara Lyone Silva; Eng. Agrbnoma, MS; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Desenvolvimento de Mudas Pré-Brotadas de
Cana-de-acUcar Sob Estresse Hidrico e Aplicacdo de Bactérias Promotoras de
Crescimento (BPCV). Orientador: Silvio de Jesus Freitas.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum officinarum),
sendo responsavel por 61,8% das exportagbes mundiais. No periodo do
estabelecimento da cultura no campo é preciso condigdes ambientais favoraveis,
preparo do solo correto, nutricdo adequada e material propagativo de boa
procedéncia, com selecdo e controle fitossanitario rigoroso. Mudas sadias e
vigorosas diminuem as chances de falhas no estande de plantio, otimizando e
aumentando o potencial produtivo. Com o objetivo de avaliar o crescimento inicial
das mudas de duas variedades de cana-de- aglUcar (RB108519 e RB867515),
produzidas a partir da técnica das mudas pré-brotadas (MPB), submetidas ao
estresse hidrico e a aplicacdo de BPCV, realizaram-se dois experimentos. Eles
foram conduzidos na casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). O primeiro experimento foi disposto em delineamento de blocos ao acaso
(DBC) com arranjo fatorial 2 x 2 (duas variedades x com e sem inoculagdo com
Herbaspirillum seropedicae) em quatro repeticées, contendo cinco plantas por
repeticdo. Os parametros avaliados foram: altura, diametro, massas secas da raiz,
parte aérea e das podas foliares, area foliar, diametro radicular, comprimento
radicular, volume radicular. A inoculacdo com H. seropedicae promoveu aumentos
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em todos os parametros avaliados para a cv. RB867515, mas influenciou nenhum
da cv. RB108519, indicando que as respostas a inoculacado dependem da cultivar.
O segundo experimento consistiu no transplantio de 40 mudas provenientes do
primeiro experimento em canos de PVC. Os canos foram dispostos em
delineamento de blocos ao acaso com arranjo fatorial triplo 2 x 2 x 2, tendo oito
tratamentos com cinco repeti¢cdes, totalizando 40 parcelas. O primeiro fator foi
apresentado por duas cultivares, segundo déficit hidrico através da suspenséao da
rega (com estresse) comparado com umidade proxima aa capacidade de campo
(sem estresse), enquanto o terceiro por inoculagdo com H. seropedicae e sem
inoculacdo. Acompanhamos as trocas gasosas: a taxa fotossintética liquida (A,
umol m2 s1), condutancia estomatica (gs, mol H.O m2s1), concentragao interna de
CO2, (Ci,umol CO2 mol?), transpiragéo foliar (E, mmol H20 m?s). Através da razdo
entre a taxa fotossintética liquida (A) e a condutancia estomatica (gs) calculou-se a
eficiéncia intrinseca do uso da agua (iIWUE, pmol CO2 mol* H20) e através da razédo
entre a taxa fotossintética liquida (A) e concentracdo interna de CO:2 (Cj) calculou-
se a eficiéncia intrinseca de carboxilagdo (iCE, umol CO2 m? s umol CO2 mol ar
1). Foram acompanhados os paramertros de fluorescéncia de clorofila, a eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (razdo Fv/Fm), indice fotossintético (Pl) e a
fluorescéncia inicial (Fo). As avaliagbes das trocas gasosas foram realizadas as
8:00 da manha e as 12:00 da tarde, na ultima folha completamente expandida.
Também foram realizadas avaliacdes de altura da planta, diametro do colmo e
expanséo foliar, pontualmente durante as avaliacdes das trocas gasosas. O déficit
hidrico impactou na reducdo das trocas gasosas, no numero de perfilhos e na
massa seca de raiz da cv. RB867515. O déficit hidrico e a BPCV reduziram as
trocas gasosas da cv. RB1108519, porém ndo em niveis prejudiciais, enquanto o
déficit hidrico reduz os parametros morfoldgicos.

Palavras-chave: Andlises fisiologicas, trocas gasosas, déficit hidrico, inoculagéo,

Saccharum officinarum.



ABSTRACT

Oliveira, Dandara Lyone Silva; Agronomist, MS; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Development of Pre-Sprouted Sugarcane Seedlings
Under Water Stress and Application of Growth Promoting Bacteria (BPCV). Advisor:
Silvio de Jesus freitas.

Brazil is the world's largest producer of sugarcane (Saccharum officinarum),
accounting for 61.8% of world exports. During the period of establishment of the
culture in the field, favorable environmental conditions, correct soil preparation,
adequate nutrition and propagation material of good origin are necessary, with
rigorous selection and phytosanitary control. Healthy and vigorous seedlings reduce
the chances of failures in the planting stand, optimizing and increasing the
productive potential. In order to evaluate the initial growth of seedlings of two
sugarcane varieties (RB108519 and RB867515), produced using the pre-sprouted
seedling technique (MPB), subjected to water stress and the application of BPCV,
up two experiments. They were conducted in the greenhouse of the Agricultural
Science and Technology Center of the Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF). The first experiment was arranged in a randomized complete
block design (CBD) with a 2 x 2 factorial arrangement (two varieties x with and
without inoculation with Herbaspirillum seropedicae) in four replications, containing
five plants per replication. The parameters evaluated were: height, diameter, dry
mass of the root, shoot and leaf pruning, leaf area, root diameter, root length, root
volume. Inoculation with H. seropedicae promoted increases in all parameters
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evaluated for cv. RB867515, but influenced none of the cv. RB108519, indicating
that the responses to inoculation depend on the cultivar. The second experiment
consisted of transplanting 40 seedlings from the first experiment into PVC pipes.
The pipes were arranged in a randomized block design with a 2 x 2 x 2 triple factorial
arrangement, with eight treatments with five replications, totaling 40 plots. The first
factor was presented by two cultivars, the second by water deficit through the
suspension of irrigation (with stress) compared with humidity close to field capacity
(without stress), while the third by inoculation with H. seropedicae and without
inoculation. We followed the gas exchange: the net photosynthetic rate (A, pmol m-
2 s-1), stomatal conductance (gs, mol H20 m-2 s-1), internal concentration of CO2,
(Ci,umol CO2 mol-1), leaf transpiration (E, mmol H20 m-2 s-1). Through the ratio
between the net photosynthetic rate (A) and the stomatal conductance (gs) the
intrinsic efficiency of water use (IWUE, umol CO2 mol-1 H20) was calculated and
through the ratio between the net photosynthetic rate (A) and internal CO2
concentration (Ci) the intrinsic carboxylation efficiency (iCE, pmol CO2 m-2 s-1 pumol
CO2 mol ar-1) was calculated. Chlorophyll fluorescence parameters, photochemical
efficiency of photosystem Il (Fv/Fm ratio), photosynthetic index (PI) and initial
fluorescence (FO) were monitored. Gas exchange assessments were performed at
8:00 am and 12:00 pm, on the last fully expanded sheet. Evaluations of plant height,
stem diameter and leaf expansion were also carried out, punctually during gas
exchange evaluations. The water deficit impacted the reduction of gas exchange,
the number of tillers and root dry mass of cv. RB867515. Water deficit and BPCV
reduced gas exchange of cv. RB1108519, but not at harmful levels, while water

deficit reduces morphological parameters.

Keywords: Physiological analyses, gas exchange, water deficit, inoculation,

Saccharum officinarum.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar (CONAB, 2020).
Do caldo da cana-de-acucar e dos residuos liquidos e sélidos da moagem obtém-
se variaveis produtos, como rapadura, cachaca e como produtos destaques tém-
se 0 agucar e o etanol (CONAB, 2020).

A cana-de-acUcar é considerada uma das grandes alternativas para o
setor de biocombustiveis, com o aumento da demanda mundial por etanol.
Juntamente com as condicOes edafoclimaticas favoraveis e grandes areas
cultivaveis, o pais se torna um importante participante na comercializacdo
mundial de etanol de elevada competitividade, além de se destacar por produto
ecologicamente correto que nao afeta a camada de ozénio (CONAB, 2020).

No periodo do estabelecimento da cultura no campo € preciso condicdes
ambientais favoraveis, preparo do solo correto, nutricdo adequada e material
propagativo de boa procedéncia, com sele¢cdo e controle fitossanitario rigoroso.
Mudas sadias e vigorosas diminuem as chances de falhas no estande de plantio,
otimizando e aumentando o potencial produtivo. O uso de material propagativo
livre de patdogenos é um dos pontos mais importantes para o desenvolvimento
inicial da cultura no campo. No sistema de mudas pré-brotadas (MPB), o risco de
infestacdo de patdgenos € reduzida, pois ocorre a selecdo e tratamento das
gemas antes que elas cheguem aos viveiros para a producdo posterior das

mudas de cana-de-acucar (Landell et al., 2012).



Em lavouras de cana-de-agUcar comerciais, quando empregados técnicas
de plantio mais antigos, € comum gue o volume de material propagativo utilizado
fosse elevado, apresentando um valor referéncia de 12 a 15 gemas por metro de
sulco (Coleti, 1987, Landell et al., 2012), apresentando de 8 a 12 t mudas ha para
diminuir os riscos de falhas, utiliza-se um volume ainda maior podendo chegar
de 15 a 21 gemas por metro linear, conferindo de 11 a 14 t ha*. O volume se
tornou ainda maior com o desenvolvimento do sistema mecanizado, pois as
falhas sao frequentes e, com o objetivo de diminuir possiveis prejuizos, o uso de
mudas se elevou para 20tha 1, podendo atingir niveis superiores (Landell et al.,
2012). Com o desenvolvimento da técnica do sistema de MPB, o volume de
material propagativo pode ser reduzido a 2 t ha?, diminuindo cerca de 18 t ha,
aproveitando material qual pode ser destinado a industria. Este sistema visa a
padronizacdo das mudas e reducao de até 90% do material utilizado (Landell et
al., 2013).

Um dos grandes desafios de viabilizar a técnica MPB é a disponibilidade
hidrica no periodo do transplantio, que se configura o periodo mais critico para a
muda, pois a planta vai para 0 campo com a area foliar e transpiracao ativa
(Martins et al., 2015). Por isso, seria indispensavel um manejo de irrigacdo nesta
fase, porém, nem todas as propriedades dispdem recurso hidrico para a
realizacdo deste tipo de manejo. Neste sentido é necessario diminuir a
sensibilidade das mudas ao estresse hidrico. Uma das maneiras para conseguir
isso seria a utilizacdo de variedades de cana-de-acucar tolerantes e/ou
resistentes.

Plantas submetidas aos longos periodos de restricdo hidrica no solo se
adaptam para tolerar a seca. Ocorre reducéo da taxa fotossintética associada ao
fechamento estomético devido as mudancas no status hidrico da folha, levando
a reducdo da transpiracdo e a possibilidade de ocorrer morte por dessecacéo
(Silva et al., 2009). A baixa disponibilidade hidrica ocasiona modificaces no
desempenho das plantas, e a capacidade de reverter tais modificacdes vai variar
dependendo do gendtipo, da duracdo, e severidade do estresse e da fase
fenologica (Inman-bamber e Smith, 2005, Smit e Singels, 2006).

A inoculacdo com BPCV influencia positivamente a producdo de
fitorménios (Cassan et al., 2001), permitindo que ocorram alteracfes

morfologicas e fisiolégicas. O fornecimento de fitormonios reguladores de



crescimento como auxinas, citocininas e giberelinas, e a criagcdo de condicdes
mais favoraveis de crescimento das plantas, podem diminuir e até evitar os
efeitos nocivos de estresses abidticos, possibilitando que a planta tenha maior

tolerancia ao estresse hidrico (Yakhin, 2017).



2. OBJETIVO

Avaliar o crescimento inicial das mudas de duas variedades de cana-de-
acucar, produzidas a partir da técnica do MPB, submetidas ao estresse hidrico e a

aplicacdo de BPCV.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizacdo da espécie

A cana-de-acguUcar (Saccharum officinarum) € originaria da llha de Papua
localizada em Nova Guiné, encontrada em ambientes silvestres e em jardins e
moradias como planta ornamental. A expansdo de espécie deu-se através das
migracdes nauticas dos habitantes do Oceano Pacifico, em ilhas do Sul do
Pacifico, no Arquipélago da Malasia, Indochina, entre outros, até aparecer na
india, onde foi selecionada para producéo de actcar (Miranda, 2008).

A cana de acucar (Saccharum officinarum) é uma espécie semiperene, de
familia Poaceae. Caracterizada por grande acumulo de sacarose nos tecidos dos
colmos, no que foca a sua importancia comercial. Devido ao seu metabolismo
fotossintético C4, ela é altamente eficaz na transformacéo de energia solar em
energia quimica (Vidal e Trezzi, 2011).

A cana-de-acucar cresce em forma de touceira, com a parte aérea
formada por folhas, colmos, inflorescéncias, e a subterranea formada por raizes
e rizoma (Mozambani et al., 2006). O ciclo produtivo desta espécie é dividido em
quatro fases: a primeira consiste de emergéncias dos brotos primarios, na
segunda ocorre o perfilhamento e estabelecimento da cultura que compreende o
periodo da emergéncia dos brotos ao final do perfilhamento, a terceira
compreende crescimento intensivo que vai do final do perfilhamento até o inicio
do acumulo da sacarose, a quarta apresenta maturacdo em que o acumulo de

sacarose nos colmos se torna intenso (Segato et al., 2006).



Cana-de-acucar é uma espécie aldbgama, a inflorescéncia € do tipo
panicula, também chamada de flexa ou bandeira (Rodrigues, 1995). Quando
cultivada comercialmente, essa espécie € multiplicada assexuadamente, por
meio da propagacao vegetativa, o que confere maior rapidez e uniformidade na
producao das mudas.

Cana-de-aclUcar é tolerante as temperaturas elevadas, apresentando
producdo até em regibes onde a temperatura média de verdo chega a 47°C,
necessitando de irrigagdo quando expostas a esta condicdo sem a distribuigc&o.
Em temperaturas inferiores a 21°C, consideradas baixas, ocorre a diminui¢ao do
crescimento dos colmos e promove um maior acumulo de sacarose (Rodrigues,
1995).

3.2 Importéncia socioecondémica

Y

Devido a valorizacdo do acucar na Europa, e com a necessidade de
ocupar e desenvolver as terras, a cana-de-acucar foi introduzida no Brasil em
1532 por Martin Afonso de Souza na capitania de Sdo Vicente, através de mudas
da espécie vindas da llha da Madeira e Acores em Portugal, onde as condicfes
ambientais eram semelhantes as do Brasil (Cruz, 2016).

A producédo de biocombustiveis ganhou destaque a partir dos anos 70 de
século XX, devido a crise que o setor petroleiro enfrentava. ApGs a criagdo do
Plano Nacional de Producdo de Alcool (Proalcool) em 1975, o setor
sucroalcooleiro cresceu significativamente, de forma que o Brasil assumiu uma
posicao de destaque na producao de energias renovaveis (Segato et al., 2006).
A producdo de biocombustiveis € uma alternativa sustentavel de reduzir a
dependéncia mundial dos combustiveis fosseis. (Grasel et al., 2017).
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A cana-de-agcucar € uma das grandes opcdes para o setor de
biocombustiveis devido a potencialidade para a producdo de etanol e seus
subprodutos. Além disso, buscam-se alternativas para a geragdo de energia
elétrica através da cana-de-acucar, com o objetivo de diminuir os custos
produtivos, operar com mais eficiéncia, e contribuir para aumentar a
sustentabilidade da atividade (CONAB, 2020). O Brasil tem se destacado em
projetos de crédito de carbono registrados na ONU, onde a maioria dos projetos
estdo relacionados a geracdo de energia elétrica provenientes do bagaco da

cana-de-acucar (Junqueira, 2006).



O Estado de S&o Paulo é responsavel pela maior parte da producéo
brasileira de cana-de-acUcar e acucar com cerca de 51% (CONAB, 2020). O
estado do Rio de Janeiro possui, aproximadamente, 1.702.827 ha plantados com
a cultura, a maior parte concentrada no Norte Fluminense, em que a maioria da

producéo é destinada a producéo de alcool e acucar (IBGE, 2017).

3.3 Tipos de plantio

A forma preferencial atualmente, de multiplicacdo da cana-de-acgUcar, é
através da utilizacdo de toletes que séo distribuidos sobre sulcos profundos de
plantio, podendo ser colmos fracionados em 3-4 gemas ou colmos inteiros (May e
Ramos, 2019).

Existem trés tipos de plantios mais usuais atualmente no Brasil: 0 manual, o
semi-mecanizado e o0 mecanizado. No sistema semi-mecanizado de plantio, apenas
a sulcacao é realizada de forma mecanizada, as demais operacdes sao realizadas
de forma manual, tais como a despalha e a distribuicdo das mudas (Lndell et al.,
2012). O cobrimento das mudas e a aplicacéo de inseticidas séao realizados com o
auxilio de tratores equipados com cobridores de cana-de-agucar, e se houver
incidéncia de falhas, o repasse é realizado de forma manual (Ripoli, 2007). No
sistema de plantio manual, utiliza-se 6 a 8 t ha' de material propagativo (Xavier,
2014).

No sistema mecanizado de plantio todas as operacdes manuais Sao
eliminadas, portanto a sulcacdo, adubacéo, distribuicdo de rebolos e cobrimento,
sao realizadas de forma mecanizada. Consequentemente, ocorre uma reducao nos
custos da implantacao e facilita o gerenciamento do sistema (Pinto e Moraes, 1997).
No sistema mecanizado de plantio, utiliza-se 18 a 20 t ha! de material propagativo
(Xavier, 2014). O custo com material propagativo € maior neste sistema em relacao
ao manual, sendo beneficiado apenas pela reducéo da méo de obra, gerando uma
eficiéncia de campo de 75% (Pinto e Moraes, 1997). Muitas usinas estao retornando
ao sistema manual de distribuicdo de toletes, devido ao alto gasto e custos com

material propagativo no sistema mecanizado (May e Ramos, 2019).

3.4 Sistema de mudas pré-brotadas (MPB)

O sistema de MPB é um método de multiplicacdo desenvolvido pelo

Programa Cana do Instituto Agronémico — IAC (Campinas-SP), que consiste na



utilizacdo de um mini tolete ou mini rebolo para a producéo de mudas de cana em
ambiente controlado, envolvendo a brotacdo e estabelecimento antecipado
(Landell et al., 2012), visando a reducdo da quantidade de material propagativo
destinado no plantio até 80% (Jain et al., 2010), renovacgdo e expansao de areas
de cana-de-acucar (Tonelli et al., 2012), rendimento e uniformidade no plantio pela
area plantada e controle fitossanitario das mudas nos viveiros. As mudas de MPB

sao produzidas em seis etapas (Landell et al., 2012).
3.4.1 Primeira etapa - Preparo dos minirrebolos.

Para produzir as mudas necessitam-se colmos com idade fisiolégica de
aproximadamente seis a dez meses, provenientes de viveiros basicos que
passam por um rigoroso protocolo de qualidade e manejo. Inicialmente, realiza-
se a despalha. Ela deve ser realizada fora do perimetro do viveiro, para evitar o
transporte de fitopatébgenos. O processo deve ser feito manualmente para evitar
danos. Para realizar a retirada dos colmos, utiliza-se um instrumento de corte

= ”

denominado “podao”, que deve ser desinfectado com produtos a base de amdnia
quaternaria. Para a separag¢do dos colmos em minirrebolos utiliza-se guilhotina
com lamina dupla. Recomendado é que a distancia entre as laminas para esse
processo seja de 3 cm, ja que esta etapa determina o tamanho do minirrebolo

(Landell et al., 2012).

3.4.2 Tratamento das gemas

Tratamento das gemas consiste na imersdo dos minirrebolos em uma
solucdo a base de Azoxistrobina ou Pyraclostrobin 0,1%, por um periodo de trés
minutos. Outra alternativa € o tratamento térmico, com a temperatura de 52 °C

aplicada por 30 minutos, ou de 50 °C por duas a trés horas (Landell et al., 2012).

3.4.3 Terceira etapa - Brotagéao

Apos o tratamento, os minirrebolos séo transferidos para caixas plasticas
contendo substratos, com capacidade para 80 unidades. Os minirrebolos devem
ser totalmente cobertos pelo substrato e acondicionados em camaras, ou casas
de vegetacdo, submetidos a temperatura controlada de 32°C e a irrigacao
suficiente para completar o processo de pré-brotacdo. A duracdo da etapa varia

de sete a dez dias, dependendo da variedade e idade fisiolégica da gema (Landell



et al., 2012).

3.4.4 Quarta etapa - Repicagem

Logo apds a pré-brotagdo, as gemas brotadas séo individualizadas em
tubetes contendo substratos e fertilizantes, para possibilitar melhores condicdes

de enraizamento (Landell et al., 2012).

3.4.5 Quinta etapa - Primeira fase de aclimatagéo

As mudas permanecem acondicionadas na casa de vegetacdo ou
camaras por um periodo de 21 dias. Elas deveriam ser protegidas com sombrite
que permite 50% de sombreamento, qual sera retirado no decorrer dos dias. As
mudas pré-brotadas sdo submetidas a alta umidade relativa do ar para diminuir
os efeitos prejudiciais impostos pelas altas temperaturas. Elas precisam de
turnos de irrigacdo definidos de acordo com o desenvolvimento das plantas.
Antes de avancarem para a segunda fase de aclimatacao, as plantas recebem
uma poda, com o objetivo de estimular o crescimento radicular e minimizar as

perdas de agua (Landell et al., 2012).

3.4.6 Sexta etapa - Segunda fase de aclimatacao

As mudas séo expostas a pleno sol, para simular a realidade do campo.
Além disso, recebem quatro turnos de rega que totalizam 4 mm dia! e um
intenso manejo de podas foliares, totalizando trés até o final desta etapa que é
concluida com 21 dias. Posteriormente, a muda é retirada do tubete, embalada
e encaminhada para o plantio (Landell et al., 2012).

3.4.7 Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) possuem
importancia funcional dentre os microrganismos que habitam o solo (Olivares, 2009,
Arruda et al., 2013). As BPCV's geralmente sdo encontradas em maior nimero nas
raizes, mas também podem ser encontradas no caule e nas folhas. As BPCV's
podem ser residentes epifiticas ou endofiticas (Mariano et al., 2004). As BPCV sao
encontradas em associacdo com espécies de gramineas de importancia comercial,
dentre elas a cana-de-agucar (Wei et al., 2014). As mais conhecidas sao as dos

géneros Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
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Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Gluconacetobacter, Azoarcus, Arthrobacter e

Herbaspirillum (Hardoim et al., 2008).

Os microrganismos endofiticos penetram e colonizam toda a planta e se
estabelecem no interior de nichos protegidos do oxigénio. Um dos principais sitios
de entrada utilizados pelas bactérias endofiticas sdo as injurias resultantes da
emergéncia das raizes laterais (Mitter et al., 2013), sem causar sintomas aparentes

aos patogenos (Hardoim et al., 2008).

Os microrganismos endofiticos possuem grande potencial para fixacao de
nitrogénio, (Kennedy et al., 1997), solubilizagéo de fosfato inorganico, producéo de
acido indol-acético (Kuklinsky Sobral et al., 2004, Pedrinho et al., 2010, Verma et
al., 2001), aumento da absorcao pelas raizes (Conn et al., 1997), maior tolerancia
ao estresse bidtico e abiotico (Zahir et al., 2003, Santos et al., 2014) e também pode
aumentar a expressdo das aquaporinas (Zawoznik et al., 2011), que séo proteinas
de canal com papel importante no transporte de agua e pequenas moléculas
neutras por meio da membrana celular, agindo no controle do fluxo de agua em

condi¢cOes adversas para a planta (Kaldenhoff e Fisher, 2006).

Houve um aumento nos estudos acerca da interacao planta/microrganismos,
com o objetivo de compreender os fatores envolvidos e trabalhar na sele¢ao de
estirpes que possam ser benéficas ao crescimento das grandes culturas (Ferreira
et al., 2014), possuindo potencial de diminuir custos e impactos ambientais e
aumentar a produtividade (Bhattacharyya e Jha, 2012).

3.5 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotréfica endofitica que é
encontrada em associacdo com arroz, milho, cana-de-aclUcar e em outras
espécies de regides tropicais, como bananeiras e abacaxi. Por ser um organismo
diazotrofo, é capaz de reduzir N2 a NHs em diversas faixas de pH, contribuindo
com a fixacdo de nitrogénio (Baldani et al., 1986). H. seropedicae pode ser
encontrada no interior dos tecidos das plantas, o fato que difere esta espécie dos
outros organismos diazotréficos, os quais se estabelecem na rizosfera e
precisam competir com a microflora do solo por fontes de carbono (Urquiaga et
al., 1992, Baldani et al., 1996). Bactérias de H. seropedicae colonizam o interior

de tecidos vegetais sem causar sintomas de doencas (Dobereiner, 1992).
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3.6 Déficit Hidrico

A deficiéncia hidrica pode ser definida como a escassez de umidade, de tal
forma que ndo atenda a demanda hidrica necessaria para que a planta realize seus
processos metabolicos essenciais e obtenha um crescimento normal (Li et al.,
20009).

Algumas alteracdes fisioldgicas e biométricas estéo relacionadas a escassez
de &gua, como por exemplo, a reducdo da condutancia estomatica, elevacdo do
potencial hidrico da folha, fechamento parcial dos estématos (Marcos et al., 2018),
reducdo do turgor da célula (Monteiro et al., 2014) e até inibicdo da fotossintese
(Kim et al., 2017), induzindo reducdo do crescimento (Portes et al., 2006),
aceleracao na senescéncia e da abscisdo das folhas (Taiz e Zeizer, 2017).

O consumo diario de agua da cultura da cana-de-acucar depende de alguns
fatores, podendo variar de acordo com a variedade, condi¢cdes edafoclimaticas de
cultivo, estagio de desenvolvimento e da demanda evapotranspirométrica,
assumindo um valor entre 2 e 6 mm-! por dia (Bernardo, 2006).

A tolerancia a seca pode ser resultado de varias caracteristicas, dentre elas
as anatdbmicas, morfolégicas e fisiolégicas, que podem ser expressas
simultaneamente e dependem da severidade e taxa de imposicdo do estresse
hidrico, das condi¢cdes nutricionais da planta, entre outros fatores. Desta forma é
necessario adotar mais do que uma estratégia de adaptacédo a seca (Sambatt e
Caylor, 2007).

A avaliacdo de variaveis morfolégicas como altura da planta, area foliar,
contagem do numero de perfilhos e numero de folhas verdes e avaliagbes
fisiolégicas como a fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), transpiracéo foliar
(E), concentracao interna de CO:2 (Ci), teor de clorofila, eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (iICE), e a eficiéncia intrinseca de uso da agua (IWUE) séo
consideradas essenciais para realizar a diferenciacdo de cultivares tolerantes a

restricdo hidrica (Pincelli, 2010).

3.7 Caracterizacao dos genotipos

3.7.1 Cultivar (cv.) RB867515

A cv. RB867515 foi desenvolvida pela Rede Interuniversitaria para o

Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) e lancada oficialmente pela
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Universidade Federal de Vicosa em 1997. E a variedade mais cultivada no Brasil,
ocupando mais de um quarto das areas cultivadas. Em levantamento realizado
pelo Censo Varietal IAC, a cv. RB867515 ocupou 26% da &rea cultivada na safra
de 2017/18 (Junior et al., 2019). Esta cv. é resultante de um policruzamento,
através da cv. RB72454 (progenitora) juntamente com o pdllen de outras

variedades, ao acaso, ndo sendo possivel especificar o genitor (RIDESA, 2015).

A cv. RB867515 é caracterizada pela alta velocidade de crescimento,
habito de crescimento ereto, porte alto e facil despalha (RIDESA, 2015). Possui
boa capacidade de brotacdo, mesmo em plantios tardios e sob baixas
temperaturas. Os colmos possuem entrends cilindricos com acentuada
densidade, possuindo uma cor verde arroxeada que se intensifica quando ficam
expostos ao sol. A zona radicular é de largura média e sem a presenca de
enraizamento aéreo. As gemas possuem tamanho médio com formato
pentagonal. Possui folhas de largura média, curvas e bordos com serrilhamento
mais suave. A bainha é longa com quantidade de cera regular e com pouca
pilosidade nas folhas. Possui duas auriculas, uma lanceolada e outra transitoria,
sendo em tamanho médio e curta, respectivamente. O aspecto € liso e com

pouca presenca de cera.

A cv. RB867515 possui boa tolerancia aos periodos de estiagem, alto teor
de sacarose, e boa brotacdo de soqueira, ainda que colhida crua (RIDESA,
2015). E resistente a ferrugem e tolerante ao carvéo, escaldadura e mosaico.
Estudos realizados em usinas e destilarias mostram que essa variedade se

destaca em locais de solos com textura leve e fertilidade média.

3.7.2. Cultivar (cv.) RB108519

A cv. RB108519 foi desenvolvida pela Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) juntamente com a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), e ainda nao foi langada
oficialmente. A cultivar foi selecionada no Norte do estado do Espirito Santo
(PORTAL UFRRJ, 2021). A cv. RB108519 é caracterizada pela sua 6tima brotacao,
despalha e brotacdo de soqueira, possui crescimento inicial rapido, crescimento
ereto, alto teor de acucar e perfilhamento médio, fechamento das entrelinhas
médio. E recomendada para locais com baixa fertilidade e com escassez hidrica,

apresentando altos rendimentos agricolas. Possui tolerancia a ferrugem marrom,
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ferrugem alaranjada, escaldadura, mosaico e carvdo. A época de colheita

compreende os meses de junho a outubro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Producao de mudas (12 etapa)
4.1.1 Caracterizacdo da area

O estudo foi conduzido na casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuéarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), localizada no Municipio de Campos dos Goytacazes,
regido Norte do Rio de Janeiro, a 11 m de altitude e coordenadas geograficas
21°45° 15”7 S e 41° 1’ 28" W. O clima da regiao é classificado por Képpen como
tipo Am, tropical quente e umido, com temperatura média de 24°C e precipitacdo
média anual de 1.053 mm de maior concentracdo entre outubro e marco,

enquanto o periodo seco ocorre entre julho a setembro (Mendonca et al., 2007).

4.1.2 Aquisicao e tratamento fitossanitario dos minitoletes

Os materiais propagativos, das cv RB108519 e RB867515, foram adquiridos
através de uma parceria com a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Campus Campos dos Goytacazes.

Os minitoletes foram selecionados a partir de plantas com idade de seis a
dez meses. As plantas foram cortadas com o auxilio de um instrumento do tipo
“podao”, previamente desinfestado com produtos a base de amdnia quaternaria.
Ap6s a selecdo, os minitoletes foram individualizados, com o auxilio de uma
guilhotina como proposto pela metodologia do Instituto Agrnémico de Campinas

(IAC). Os minitoletes ndo passaram por tratamento fitossanitario.
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4.1.3 Inoculacédo dos miniotoletes

Nesta etapa, utilizou-se a bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe
HRC 54, na concentracdo final de 108 mL* de células no meio (Bac) (Figura 1)
para o preparo da solucdo utilizada na inoculacdo das gemas. O inéculo foi
diluido em uma proporcéo de 1/100 e, posteriormente, as gemas que compdem

os tratamentos com inoculagdo foram mergulhadas na diluigdo por 30 minutos.

Figura 1. Elenmeyer contendo solu¢do com a bactéria Herbaspirillum seropedicae
estirpe HRC 54.

4.1.4 Brotagao

Os minitoletes selecionados foram separados entre inoculados e nao
inoculados e dispostos em caixas plasticas (Figura 2), com capacidade de até 80
unidades de material propagativo, preenchidos com substrato comercial, proprio
para a producdo de mudas (Basaplant). As caixas, contendo 0s minitoletes,

permaneceram em casa de vegetacao por um periodo de 12 dias.
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Figura 2. Gemas dispostas nas caixas de brotacéo.
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4.1.5 Repicagem

Apoés 12 dias, os minitoletes brotados foram transplantados para tubetes
preenchidos com Basaplant (Figura 3). Nesta fase foram excluidos minitoletes ndo

brotados e plantas danificadas.

Figura 3. Mudas pré brotadas repicadas para os tubetes.

4.1.6 Delineamento da 12 etapa

O experimento, nesta etapa, foi disposto em delineamento de blocos ao
acaso (DBC) com arranjo fatorial 2x2, em que o primeiro fator foi composto por duas
cultivares RB867515 (CV1) e RB108519 (CV2) e o segundo por plantas inoculadas
(CI) e ndo inoculadas (SI), totalizando quatro tratamentos com quatro repeticoes, e
cada repeticdo contendo seis plantas, totalizando 96 plantas. As mudas foram
dispostas em bandejas. A esquematizacédo dos tratamentos encontra-se na Tabela

1 e o desenho experimental na Figura 4.

Tabela 1. Descri¢cdo dos tratamentos 12 etapa

Tratamento Cvi Cv2 CB SB
CViClI X X
CVisi X X
CvaCl X X
Cv2sli X X

CV1: cv. RB108519, CV2: cv. RB867515, CB: com BPCV, SI: sem BBCV.
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Figura 4. Desenho experimental — 12 etapa.

4.1.5 Aclimatacao das mudas

As mudas permaneceram acondicionadas na casa de vegetagao por um
periodo de 50 dias, protegidas com sombrite com 50% de sombreamento. A
irrigacéo foi feita por asperséo, oito vezes ao dia com duracdo de 1 minuto e
intervalo de duas horas entre uma irrigacao e outra. A vazao de cada aspersor era

de 1L por minuto.

4.1.6 Adubacgéo
A adubacdo foi realizada seguindo as recomendacfes da Agéncia
EMBRAPA de Informacéao e Tecnologia (AGEITEC), em que deve-se fornecer de
100 a 150 kg/ha de P20s, 80 a 150 kg/ha de K20 e 30 a 60 kg/ha de N.
Primeiramente, o calculo foi feito em kg/ha. Para fornecer 150 kg/ha de P20s
e 30 kg/ha de N utilizou-se o fertilizante KRISTA MAP (KM) que possui 12% de N e
61% de P20s, portanto:
100kg de KM --------- 61kg de P20Os (1)
X mmmemeee- 150 kg de P20s
x= 245,90 kg de KM para fornecer 150 kg/ha de P20s

100 kg de KM -------- 12 kg de N (2)
24590 - X
x= 29,5 kg/ha de N.
Para fornecer 80 kg/ha de K20 utilizou-se o fertilizante KRISTALON que
possui 36% de K20, 6% de N, 1,8% de Mg e 8% de S e 12% de P20s, portanto:
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100 kg de KRISTALON -------- 36 kg de K20 3
X e 80 kg
x= 222,2 kg/ha de KRISTALON para fornecer 80 kg/ha de K20
Com 222 kg/ha de KRISTALON também foram fornecidos 13,3 kg/ha de N,
4 kg/ha de Mg, 17,7 kg/ha de S e 26.6 kg/ha de P20s.
A cada semana foi realizada uma pulverizacdo com uréia, com a
concentracdo de 20g por litro de &agua, segundo o recomendado pelo 113°
Documento do IAC (2014).

4.1.7 Avaliagdes morfologicas

Foram realizadas avaliacbes da altura das plantas (AP) e diametro dos
colmos (DC) a cada sete dias. O DC foi mensurado por meio de um paquimetro
digital de precisdo. A AP foi determinada com auxilio de uma régua graduada,
medindo da base do perfilho primario até a insercédo das folhas. Foram realizadas
trés podas foliares, a primeira realizada dois dias apds a repicagem, a segunda 19
dias apoés a primeira poda (Figura 5) e a terceira 19 dias apo0s a segunda poda. O
material de cada poda era identificado e levado para a estufa de circulacao forcada,
com temperatura regulada em 65°C por 72 horas, até que as amostras atingissem
peso constante. Posteriormente, as amostras foram pesadas com o auxilio de uma
balanca de precisao.

Figura 5. Mudas podadas aos 21 dias pés transplantio para o tubete.
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Passados os 50 dias, realizaram-se avaliacdes morfologicas finais em 56
mudas. Foram realizadas avalia¢cées da altura da planta (AP, cm), DC, area foliar
(AF), volume radicular (VR, cm?®), comprimento radicular (CR, cm), diametro
radicular (DR, mm), area da superficie radicular total (ASRT, cm?), massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR).

Para a realizacdo da analise do VR, CR e DR utilizou-se o sistema
WINRHIZO, inicialmente foi necessario preparar o scanner (marca Epson, modelo
Perfection V800 Photo) fornecido juntamente com software WINRHIZO. As
amostras, uma por vez, foram depositadas na superficie do scanner (Figura 6), em
seguida, a tampa do scanner foi fechada, para que as imagens ndo fossem
significativamente influenciadas por iluminacdes externas. A aquisi¢cao das imagens
e as analises foram feitas diretamente atravées do software do sistema WINRHIZO.
Para isso, foi utilizada a opcéo de andlise baseada em tons de cinza, assim como
a opcéo de imagem de fundo branco e raizes escuras, em conformidade com as
imagens produzidas (Figura 7).

Para a realizacao da medicédo de AF, utilizou-se o medidor de &rea foliar de
bancada LICOR, modelo LI — 3100 em que as folhas eram passadas pelo leitor do

aparelho, uma a uma.

Figura 7. Imagem produzida através do software WINRHIZO.
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4.1.8 Andlise estatistica da 12 etapa

Cada variavel estudada foi submetida a analise de variancia (ANOVA) por
meio do programa estatistico SISVAR 5.1 Build 72 (Ferreira, 2007) com
significancia de 5% por meio do teste F. As médias foram comparadas usando o
teste de Tukey (p <0,05).

4.2 Colunas de PVC (22 etapa)

A 22 etapa consistiu no transplantio de 40 mudas do Experimento 1 em canos
de PVC com dimensodes de 1 metro de altura e 150 mm de diametro. Metade das
mudas foram submetidas ao déficit hidrico.

4.2.1 Coleta e andlise do solo, enchimento dos canos e transplantio

O solo utilizado para o enchimento dos canos foi coletado em um barranco
da fazenda experimental da UENF. Para o preparo do substrato, adicionou-se areia
e solo na proporcéo de 3:1 (3L de solo para 1L de areia). Logo apds o substrato foi
homogeneizado e amostras foram retiradas para a realizacao da analise do mesmo.
Teores de potassio (K), fosforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg), pH H20, saturacéo
de aluminio (m%), CTC a pH 7 e saturacdo de bases (V%) encontram-se na Tabela
2.

Tabela 2 - Teores de P, K, Ca, Mg e valores de pH H20, m% e V% do substrato
utiizado para o plantio das mudas pré-brotadas de cana-de-agUcar das cv.
RB108519 e RB867515

Parametro analisado Unidade Resultado
P (Melich) mg/dm3 33
K mg/dm3 140
Ca cmolc/cm3 2,5
Mg cmolc/cm3 0,8
pH H20 - 5,6
M % 3
Vv % 59,9

Posteriormente, o substrato foi introduzido nos vasos e umedecido até
atingir a capacidade de campo para a uniformizagdo do mesmo. A regulagem
da umidade no solo foi realizada através do monitoramento de agua no solo,

realizado a partir da observacéo da percolacédo da agua no fundo dos canos.
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Apoés sete dias, as mudas provenientes da 12 etapa, foram transplantadas para
os vasos preenchidos (Figura 8). Nos primeiros 20 dias ap0s o transplantio,
todos 0s vasos permaneceram na capacidade de campo para o
estabelecimento das plantas nos canos. Nao foi realizada a adubacao, pois 0s

teores de nutrientes estavam satisfatérios na andlise.

Figura 8. Mudas recém transplantadas para os canos de PVC.

4.2.2 Delineamento da 22 etapa

Os canos foram dispostos em delineamento de blocos ao acaso (DBC)
com arranjo fatorial triplo 2 x 2 x 2, oito tratamentos com cinco repeti¢des,
totalizando 40 parcelas. O primeiro fator foi composto por duas cultivares (cv.
RB108519 e cv. RB867515), segundo fator testou efeito de déficit hidrico
(substrato com umidade proxima a capacidade de campo - sem estresse ou
déficit hidrico através da suspenséao da irrigacdo - com estresse) e o terceiro fator
por plantas inoculadas e n&o inoculadas. A esquematizacdo dos tratamentos

encontra-se na Tabela 3 e o desenho experimental na Figura 9.

Tabela 3. Descricéo dos tratamentos da 22 etapa

Tratamento CVv1l Cv2 SE CE SB CB
T1- G1SESB X X X
T2- GICECB X X X
T3- G1CESB X X X

T4- GISECB X X X
T5- G2SESB X X X
T6- G2CECB X X X
T7- G2CESB X X X

T8- G2SECB X X X

CV1: RB108519, CV2: RB867515, CE: com estresse hidrico, SE: sem estresse
hidrico, CB: com bioestimulate, SB: sem bioestimulante.
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Figura 9. Esquema esperimental — 22 etapa.

4.2.3. Trocas gasosas

Avaliou-se a taxa fotossintética liquida (A, pmol m? st), condutancia
estomatica (gs,mol H2.0 m?2s1), concentragédo interna de CO2, (Ci,umol CO2 mol-
1), e transpiracéo foliar (E ,mmol H2O m2 s'). Através da razdo entre a taxa
fotossintética liquida (A) e a condutancia estomatica (gs) calculou-se a eficiéncia
intrinseca do uso da agua (iWUE, umol CO2 mol* H20) e através da razéo entre
a taxa fotossintética liquida (A) e concentracdo interna de COz, (Ci) eficiéncia
intrinseca de carboxilagdo (iCE, umol CO2 m? s!/ pymol CO2 mol ar ). As
avaliacGes das trocas gasosas foram realizadas as 8:00 da manha e as 12:00 da
tarde, na ultima folha completamente expandida, com a ligula aparente (folha
+1), no terco médio da folha.

As avaliagbes de A, E, gse Ciforam realizadas por meio de uma analisador
de gas a infravermelho (IRGA), modelo LI-6200 (LI-COR, Lincoln, NE, USA)
(Figura 10). A intensidade de luz fotossinteticamente ativa (PAR) foi regulada em
2000 pmol m2 s, com apoio de recurso externo de lampadas LED vermelhas e

azuis.
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Figura 10. Analisador de géas a infravermelho (IRGA), modelo LI-6200 (LI- COR,
Lincoln, NE, USA).

A fluorescéncia de clorofila foi avaliada através de eficiéncia fotoquimica
do fotossistema Il (razdo Fv/Fm), indice fotossintético (Pl) e a fluorescéncia inicial
(Fo). As medicbes foram realizadas em dois momentos, pontualmente durante
as avaliacGes das trocas gasosas, com o auxilio do fluorimetro ndo modulado
modelo Pocket Pea (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, Inglaterra). Para tanto,
antes das avaliagdes da emissao da fluorescéncia, a parte da folha amostrada
foi adaptada ao escuro por 30 minutos, com auxilio de pingas especiais (leafclips)

(Hansatech) e folhas de papel aluminio (Figura 11).

Figura 11. Pincas especiais (leafclips) (Hansatech) para adaptacdo no escuro, para
medicOes de fluorescéncia de clorofila.



O primeiro dia de avaliacdo das trocas gasosas (dia 0) ocorreu 20 dias
apos o transplantio das mudas para as colunas de PVC, quando todas as mudas
estavam irrigadas. Apos as medi¢cdes, a irrigagdo das plantas que seriam
submetidas ao estresse hidrico foi suspensa e as demais plantas receberam a
irrigacdo normalmente. Trés dias apos o dia 0 realizou-se a segunda avaliacéao
(dia 3) e observou-se que a A das plantas ja tinha sofrido uma queda. Seis dias
apos o dia 0 foi realizada a terceira avaliagédo (dia 6), quando as 12h, observou-
se que 50% +1 das plantas dos tratamentos mantidos sem irrigacao
apresentavam elevada queda na A, portanto, a irrigacdo das plantas foi
restabelecida. Um dia ap0s o restabelecimento da irrigacéo, foi realizada a quarta
avaliacéo (dia 7), com o objetivo de observar se as plantas ja haviam iniciado o
processo de recuperacgdo da A. A Ultima avaliagcdo (dia 10) foi realizada trés dias
apos o dia 7 e observou-se que, apos a avaliacdo das 12h, as plantas ja haviam
recuperado a A. Enquanto o monitoramento da umidade dos substratos foi
realizado através de um sensor de umidade portatil (modelo MO750, marca
Extech Advantage) (Figura 12). As avalia¢cdes morfolégicas de AP, DC, expanséo
foliar (EF) e contagem do numero de perfilhos (NF, Figura 13) foram realizadas

uma vez ao dia, juntamente com as avaliacdes fisiologicas.

Figura 12. Sensor portétil para determinar a umidade do solo.
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Figura 13. Perfilhos secundarios apontados com seta vermelha.

4.2.4 Avaliagcbes morfoldgicas finais

Ap6s 10 dias de avaliacdo as plantas foram retiradas para a realizacdo das
andlises biométricas finais. Foram realizadas avaliagbes da AP, DC, AF e VR, MSR
e MSPA.

Para a realizacdo da andlise do VR (cm®) do Experimento 2, utilizou-se o
sistema WINRHIZO. Inicialmente foi necessario preparar o scanner (marca Epson,
modelo Perfection V800 Photo) fornecido juntamente com o software WINRHIZO.
As amostras, uma por vez, foram depositadas na superficie do scanner e, em
seguida, a tampa do scanner foi fechada, para que as imagens nao fossem
significativamente influenciadas por iluminacdes externas. A aquisi¢cao das imagens
e as analises foram feitas diretamente através do software do sistema WINRHIZO
(Figura 14). Para isso, foi utilizada a opcao de analise baseada em tons de cinza,
assim como a opcado de imagem de fundo branco e raizes escuras, em

conformidade com as imagens produzidas.

Figura 14. Analise de imagem realizada através do instrumento WinRHIZO.
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4.2.5 Andlises estatisticas da 22 etapa

A comparacao de médias de tratamentos e das suas interacdes foi realizada
com analise de variancia (ANOVA) por meio do programa estatistico SISVAR 5.1
Build 72 (Ferreira, 2007) com significancia de 5% por meio do teste F. As médias
foram comparadas usando o teste de Tukey (p <0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Producao de mudas

A cv. RB867515 apresentou médias superiores de AP, DC e AF sendo
16,9%, 13,5% e 36% maiores, respectivamente, em relacdo a cv. RB108519
(Tabela 4). A inoculacéo favoreceu a AP, DC e AF quando comparada ao controle,
resultando em ganhos de 15,8%, 19,6% e 27,5%, respectivamente (Tabela 4). A
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento (BPCV) tem evidenciado
ganhos significativos no desenvolvimento de mudas de cana-de-acucar e a
tecnologia tem potencial para acelerar o crescimento das plantas com a reducéo

do tempo de permanéncia no viveiro (Girio et al., 2015, Matoso et al., 2020).

A inoculagdo promoveu aumento de 26% na altura das plantas da
cultivar cv. RB867515, enquanto o mesmo efeito ndo foi observado na cv.
RB108519 (Figura 15). Bactérias diazotroficas promovem aumento na altura de
mudas pré-brotadas de cana-de-agUcar, no entanto, as respostas a inoculacao
dependem da cultivar (Matoso et al.,, 2020). Algumas bactérias sao capazes de
sintetizar giberelinas e citocininas (Glick, 2012), estes horménios sado ligados ao

alongamento celular, promovendo incrementos no porte da planta.
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Tabela 4. AP (cm), DC (mm), AF(cm:) de mudas de cana-de-acUcar de duas

cultivares com e sem inoculagdo com BPCV.

Parametros AP DC AF
Cultivar (Cv)

RB867515 17,1+0,5 a 6,35+£0,32 a 316,037,423
RB108519 14,240,1 b 5,49+0,29 b 200,1+46,6b
BPCV

Controle 14,3+0,4 b 5,27+0,23 b 216,9+35,9b
Inoculado 17,0£1,1a 6,56%0,26 a 299,2+52 5a
p valor

Cv 0,0017 0,0101 0,0017
BPCV 0,0027 0,0008 0,0122

Cul x BPCV 0,003 0,3737 0,915

CV% 8,1 8,9 20,4

Letras diferentes na coluna indicam que houve diferenca pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade entre cultivares ou entre tratamentos de inoculacdo. CV:

coeficiente de variacao.
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Figura 15. Altura das mudas das cultivares RB867515 e RB108619 com e sem
inoculacéo. Letras diferentes nas colunas dentro de cada cultivar indicam que
houve diferenca entre os tratamentos a 5% de probabilidade.

A cv. RB867515 mostrou médias 53%, 21,5% e 22% superiores de VR, DR
e CR, respectivamente, em relacdo a cv.RB108519. A inoculacéo favoreceu o VR
e CR, com incrementos de 26% e 17%, respectivamente, em relacdo ao controle
(Tabela 5). O uso de BPCV pode favorecer o CR e VR, e pode estar relacionado a
producdo de auxinas pelas bactérias, o que aumenta a producdo de raizes
secundarias, aumentando a area de absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas
(Radwan et al., 2004, Santi et al., 2013).
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Tabela 5. Mudas de duas cultivares de cana-de-agUcar com e sem inoculagdo com

BPCV e com e sem déficit hidrico

Parametros VR DR CR

Cv

RB867515 11,12+10a 0,79+0,02 a 22,18+1,1a
RB108519 5,25+0,3 b 0,62+0,01 b 17,30+0,8 b
BPCV

Controle 6,97+10b 0,69+0,03 a 17,89+x10b
Inoculado 9,40+1,4 a 0,72+0,04 a 2159+1,2a
p valor

Cv <0,0001 0,0003 0,0004
BPCV 0,0033 0,3349 0,0032
Cvx BPCV 0,0505 0,587 0,1736
CV% 21,76 10,35 10,7

Letras diferentes na coluna indicam que houve diferenca pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade. CV: coeficiente de variagéo.

Estudando isoladamente o efeito da inoculacdo, observou-se um incremento
de 28,3 % e 28,6 % na MSPA e MST, respectivamente. Nao houve efeito da
inoculacdo na relagdo parte aérea/raiz (Tabela 6). Em relagédo as cultivares, a cv.
RB867515 apresentou as maiores médias em relagdo a MSPA, MST e PA:R, com
um aumento de 25,3%, 30,12% e 39,29%, respectivamente (Tabela 6). A
inoculacdo aumenta o acumulo de matéria seca das raizes e da parte aérea da

variedade durante o periodo de formacdo de mudas pré-brotadas (GIRIO, 2015).
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Tabela 6. Massa seca das podas (MSP, g), producdo de massa de matéria seca
da parte aérea (MSPA, , g), massa seca da raiz (MSR, g), massa seca toral (MST,
g) e relagcdo parte aérea raiz (PA:R, g) de mudas de duas duas cultivares de cana-

de-agucar com e sem inocula¢gdo com BPCV

Parametros MSP MSPA MSR MST PA:R

Cv

RB867515 4.62+0,65a 1,38+0,11a 0,28+0,02a 1,66+0,13a 8,22+0,46 a
RB108519 2.88+0,16b 1,03+0,10b 0,12+0,01 b 1.16+0,11b 4,99+0,18 b
Inoculante

Controle 2.95+0,21 b 1,01+0,07b 0,16+0,02b 1,17+0,07 b 6,56+0,57 a
Inoculado 4.55+0,65a 1,41+0,12a 0,23+0,04a 1,64+0,16a 6,65+0,81 a

p valor

Cv <0.0001 0,0054 <0,0001 0,0009 <0,0001
Inoc 0.0002 0,0022 0,0005 0,0013 0,8671
Cv x Inoc 0.0001 0,2032 0,0066 0,1172 0,5114
CV% 13,8 15,7 13,4 14,1 14,9

Valores médios de quatro repeticdes. Letras diferentes na coluna indicam que
houve diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV: coeficiente de
variacao.

A inoculagao promoveu 51,84 % de aumento da MSP (Figura 16a) e 35,3%
da MSR (Figura 16b) da cv. RB867515, enquanto esta resposta nao foi observada
na cv. BR108519. A variedade RB867515 € beneficiada com a inoculacédo de
bactérias diazotréficas (Pereira et al., 2013). A diferenca na resposta a inoculacao
pode estar relacionada as caracteristicas de cada cultivar (Oliveira et al., 2006)
como mostrado em nosso experimento. A inoculacdo com bactérias do género
Herbaspirillum sp. mostra-se eficiente no desenvolvimento de plantas de cana-de-
acucar micropropagadas, incrementando a MSPA, MSR e MST (Matoso et al.,
2020). O maior crescimento radicular é associado a producédo de fitormdnios pelas
BPCV’s (Vacheron et al., 2013).
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Figura 16. Massa seca das podas (a) e massa seca de raiz (b) das mudas de
cultivares RB867515 e RB108519 com e sem inoculacéo. Letras diferentes nas
colunas dentro de cada cultivar indica que houve diferenca entre os tratamentos, a
5% de probabilidade.

5.2 Colunas de PVC

5.2.1 Aspéctos morfolégicos

A inoculagdo promoveu um aumento de 32% no NP em relagdo ao controle
(Tabela 7). O déficit hidrico, quando estudado isoladamente, promoveu uma
reducao de 6,4% na expansao foliar das plantas (Tabela 7). A reducao da expansao
foliar € um dos resultados do déficit hidrico, podendo ser considerado uma das
primeiras defesas da planta contra a seca, com objetivo de diminuir a area de
transpiracdo e o gasto metabdlico, desta forma, a planta pode distribuir uma maior
proporcdo de fotoassimilados para o sistema subterrdneo e, posteriormente,

sustentar o crescimento das raizes (Taiz e Zeiger, 2017).
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Tabela 7. Avaliacdo de AP (cm), DC (mm), NP e EF (cm) de duas cultivares de

cana-de-acucar com e sem inoculacdo com BPCV e com e sem déficit hidrico.

Parametros AP DC NP EF
Cultivar (Cul)

RB867515 39,9+1,1a 16,78%0,4a 5,4+0,52 125,912 3a
RB108519 37,6+0,9a 16,60+0,5a 3,4+0,4b 122,1+2 1a
Inoculante (Inoc)

Controle 39,4+1,0a 17,01+0,5a 3,5+£0,5b 123,8+2,1a
Inoculado 38,1+1,0a 16,37+0,4a 5,2+0,52 124,312 4a
Déficit( Def)

Sem 41,0x1,2a 17,56+0,4a 51+0,5a 128,1+1,5a
Com 36,6+0,6b  15,82+0,4b 3,7+0,4b 119,9+2,5b
p valor

Cultivar 0,0594 0,7289 0,0016 0,1942
Inoculante 0,2818 0,2098 0,0059 0,8352
Déficit 0,001 0,0016 0,0207 0,0077
CvxInoc 0,0847 0,0047 0,6035 0,6037
Cv x Def 0,3874 0,9632 0,0447 0,8082
Inoc x Def 0,0272 0,0038 0,6035 0,3527
Cv xInoc x Def 0,764 0,1365 0,3887 0,3706
CV% 9,7 9,5 41,4 7,3

Valores médios de quatro repeticdes. Letras diferentes na coluna indicam que
houve diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV: coeficiente de

variacgao.

Quanto a altura das plantas, ndo foi observado efeito da inoculacdo nas
plantas que ndo foram submetidas ao déficit hidrico, e nas plantas submetidas ao
déficit hidrico observou-se que a inoculagdo promoveu um atraso na altura em
comparacdo ao controle (Figura 17a). O mesmo ocorreu com o diametro das
plantas, em que a inocula¢cédo ndo promoveu aumento no diametro dos colmos das
plantas sem déficit hidrico e, quando as plantas foram submetidas ao déficit, a
inoculagdo causou um atraso no aumento de diametro das colmos (Figura 17b). A
inoculacéo néo beneficiou o DC da cv. RB867515 e promoveu um atraso no DC da
cv. RB108519 (Figura 18). O efeito benéfico das BPCV’s em condi¢des de estresse
depende do gendtipo do hospedeiro, do tipo de bactéria, dos microorganismos
associados a planta e das condicbes ambientais em que a interagdo ocorre
(Schlemper et al., 2017). A inoculacdo com BPCV atrasam o crescimento do
diametro do colmo em algumas cultivares (Matooso et al., 2020). Este efeito

antagonico é atribuido a ocorréncia de uma interacao especifica entre o hospedeiro
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e alguns gendtipos, consequéncia da troca de fotoassimilados e nutrientes entre

hospedeiro e planta (Oliveira et al., 2009).
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Figura 17. Interacdo entre a inoculacao e déficit hidrico na altura (a) e diametro (b)
das cultivares RB867515 e RB108619. Letras diferentes nas colunas dentro de
cada cultivar indica que houve diferenca entre os tratamentos, a 5% de
probabilidade
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Figura 18. Interagao entre a inoculagéo e as cultivares RB867515 e RB108519
diametro da base do perfilho. Letras diferentes nas colunas dentro de cada cultivar
indica que houve diferenca entre os tratamentos, a 5% de probabilidade

Comparando o efeito de déficit hidrico de cada variedade, a cv. RB108519
se destacou, pois, apesar de apresentar menor perfilhnamento em relacdo a cv.
RB867515, a producéo de perfilhos nao foi afetada pelo déficit hidrico (Figura 19).
Boas taxas de perfilhamento sdo importantes para a formacdo do potencial
produtivo, pois influencia no diametro e altura dos colmos (Silva et al., 2010). Na
fase do perfilhamento, a restricdo hidrica pode afetar a emisséo de perfilhos, pois
pode interromper a divisao celular, e a diferenciacdo e crescimento de tecidos
(Bbezuidehout et al., 2003). Portanto, o0 melhoramento de cultivares que sejam
menos sensiveis ao déficit hidrico, torna-se importante para a manutencdo do

potencial produtivo e, neste sentido, a cv. RB108519 torna-se promissora.
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Figura 19. Numero de perfilhos das cultivares RB867515 e RB108619 com e sem
déficit hidrico. Letras diferentes nas colunas dentro de cada cultivar indica que
houve diferenca entre os tratamentos a 5% de probabilidade

O déficit hidrico reduziu 23%, 17,4%, 32% e 20,7% da MSF, MSPA, MSR e
MST (Tabela 8). Plantas de cana-de-agucar, submetidas ao déficit hidrico podem
apresentar uma reducao de 35% da fitomassa, por causa de decréscimo na taxa
de divisdo e alongamento celular, altura e area foliar, estando associados as
respostas fisiolégicas para evitar efeitos do estresse hidrico (Inman-Bamber, 2004).
A cv. RB867515 mostrou maiores médias 32,8%, 27,5%, 47,4% e 32% de MSPE,
MSPA, MSR e MST, respectivamente, em relacdo a cv. RB108519 (Tabela 8). A
MSR das plantas inoculadas apresentou um incremento de 16,6% em relacdo ao

controle.
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Tabela 8. Producédo de massa seca de folha (MSF, g), perfilhos (MSPE, ), parte
aérea (MSPA, g), raiz (MSR, g) e total (MST, g) de mudas de duas cultivares de

cana-de-acucar com e sem inoculacdo com BPCV e com e sem déficit hidrico.

Fatores MSF MSPE MSPA MSR MST
Variedade

RB867515 9,27+0,5a 15,35+0,9a 24,60+1,0a 7,48+0,5a 32,08%1,5a
RB108519 7,52+0,6b 10,31+05b 17,82+1,3b 3,93+0,4b 21,75+1,6b
Inoculante

Controle 8,66+0,6a 11,74+1,0a 20,39+1,5a 5,19+0,6b 25,57+2,0a
Inoculado 8,13+0,5a 13,92+1,0a 22,03+1,3a 6,23+0,6a 28,26+1,82
Déficit hidrico

Sem 9,47+0,6a 13,77+1,2a 23,24+1,5a 6,80+0,7a 30,02+2,12
com 7,32+0,4b 11,89+0,8a 19,19+1,1b 4,62+0,4b 23,80+1,5b
p valor

Variedade (Var)  0,0102 0,0002 0,0002 <0,0001 <0,0001
Inoculante (Inoc) 0,4151 0,0702 0,316 0,0466 0,1601
Déficit (Def) 0,0022 0,1139 0,0177 0,0002 0,0033
Var x Inoc 0,02 0,4251 0,6888 0,7065 0,7767
Var x Def 0,3979 0,0876 0,3583 0,0065 0,1247
Inoc x Def 0,2512 0,8807 0,7207 0,2397 0,4954
Var x Inoc x Def 0,5601 0,2122 0,5107 0,7361 0,6288
CV% 25,57 28 24,01 27,65 23,8

Valores médios de quatro repeticfes. Letras diferentes na coluna indicam que
houve diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV: coeficiente de
variacao.

A inoculagdo promoveu um atraso na MSF da variedade cv. RB867515 e
nao proporcionou aumentos significativos na MSF da cv. RB108519 (Figura
20). Esse resultado corrobora com o de Girio et al. (2015) em que a inoculacao

nao favorece a producao de MSF.
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Figura 20. Massa seca de folhas das cultivares RB867515 e RB108619 com e sem
inoculacéo. Letras diferentes nas colunas dentro de cada cultivar indica que houve
diferenga entre os tratamentos, a 5% de probabilidade
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O déficit hidrico ndo afetou a producdo de massa seca das raizes da cv.
RB108519, enquanto este efeito ndo foi observado na cv. RB867515, pois a
producéo de raizes foi menor entre as plantas submetidas ao déficit hidrico (Figura
21). A producéo de raizes durante periodos de estresse hidrico é essencial para a
sobrevivéncia da planta (Burkart et al., 2004). As plantas possuem mecanismos
complexos para tolerar o estresse hidrico e outros estresses, essas estratégias sao

diferentes entre os gendtipos (Inman-Bamber et al., 2005).
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Figura 21. Massa seca de raiz das cultivares RB867515 e RB108619 com e sem
déficit hidrico. Letras diferentes nas colunas dentro de cada cultivar indica que
houve diferenca entre os tratamentos, a 5% de probabilidade

A fase inicial do desenvolvimento e estabelecimento da cana-de-agucar no
campo é a mais afetada pela deficiéncia hidrica, pois reduz o desenvolvimento
radicular e a emissao de perfilhos e a sobrevivéncia dos mesmos, afetando de
forma direta o nimero final de colmos (Ribeiro, 2012). No presente estudo a cv.
RB867515 mostrou-se mais sensivel em relagdo a emissao radicular e de perfilhos
nos tratamentos com déficit hidrico, diferente da cv. RB108519 que manteve a
producao quando submetida as mesmas condi¢cdes. Plantas que sdo submetidas a
restricdo hidrica nas fases iniciais, desenvolvem maior capacidade de resistir ao
déficit hidrico do que as que recebem de forma repentina (Monti et al., 2007). A
inoculacao ndo auxiliou as plantas deste experimento quando submetidas ao déficit
hidrico, podendo estar associada a dificuldade de colonizacdo em solos com pouco
conteudo de agua, que tendem a ter a temperatura mais elevada, tornando-se um
local menos favoravel aos microrganismos (Pereira et al., 2016).

O estudo dos mecanismos que as plantas utilizam para tolerar a restricao
hidrica, é importante para a selecdo de novos gendtipos, com o objetivo de
promover uma exploracdo economicamente viavel. O desenvolvimento de

cultivares menos sensiveis aos efeitos da restricdo hidrica é de suma importancia
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para os setores produtivos que utilizam a cana-de-acucar como matéria prima.

5.2.2 Aspectos fisiologicos

Nos trés primeiros dias de restricdo de agua, o déficit hidrico ndo causou
alteracdes nas trocas gasosas, A, E, gse Cj, para a cv. RB867515. As diferencas
significativas desses parametros entre as plantas irrigadas e néo irrigadas foram
verificadas no dia 6 apos a interrupcao da irrigacdo, e no dia 7, um dia apés o
restabelecimento da irrigagcédo (Figura 22). Verificou-se uma diminui¢cdo de A nos
tratamentos submetidos ao déficit hidrico (coDS e inDS) no dia 6, ultimo dia antes
do restabelecimento da irrigagdo (Figura 22a). Os tratamentos coDS e inDS
apresentaram valores entre 0,34 e 3,5 mol m?2 s, enquanto os tratamentos
irrigados (coWW e inWW) apresentaram valores entre 32,6 e 33,8 mol m?s1. Em
situacbes de restricdo hidrica severa os valores de A podem atingir valores
menores que 5 umol CO2 m?s? (Gongalves et al., 2010).

Em condi¢Bes de boa disponibilidade hidrica esse valor varia entre 30 a 60
umol CO2 m?2s?, podendo chegar a 80 umol CO2 m2 s em casos extremos em
que, além de boa disponibilidade hidrica, as plantas possuam boa radiacdo para
saturacdo do processo fotossintético e temperaturas 6Otimas (Larcher, 2006). A
restricdo hidrica ocasiona modificagdes nos processos ecofisiolégicos, dentre eles,
a reducéo das trocas gasosas e limitagdes na diviséo celular (Fatima et al., 2019).
A diminuigcdo da atividade fotossintética, em condi¢des de déficit hidrico, ocorre de
forma paralela a reducdo do volume celular, juntamente com a diminuicdo da
turgescéncia (Larcher, 2004). A reducéo das trocas gasosas implica na reducao do
acumulo de biomassa (Larcher, 2006, Chaves et al., 2009).

No dia 7, um dia ap6és a reidratacéo, foram verificados sinais de recuperacéo
da A nos tratamentos coDS e inDS (Figura 22a), apresentando valores entre 8,16
e 11,17 mol m?s™?. A recuperacdo de A completa foi observada no dia 10, quatro
dias apos o restabelecimento da irrigagdo, em que os valores de A nos tratamentos
coDS e inDS estavam entre 27,2 e 32,20 mol m2 s, ndo diferindo dos tratamentos
coWW e inWW que apresentaram valores entre 33,1 e 37,4 mol m2 s?1. A
recuperacdo € um aspecto importante pois, em casos de restricdo hidrica, o
balanco de carbono ndo depende apenas de quanto a taxa fotossintética cai
durante o estresse, mas também da sua capacidade de recuperacdo apos o

restabelecimento da agua (Sapeta et al., 2013).
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Resposta semelhante foi observada em relacdo ao gs (Figura 22b) que
decresceu paralelamente a A. No primeiro dia de avaliacdo, notou-se que o valor
de gs do inDS estava 15% menor que a média do coWW. Esta diferenca pode ser
associada as condi¢des de inoculacdo que ndo promoveu abertura estomatica, mas
a reduziu, BPCV séo capazes de sintetizar fitormdnios, dentre eles o acido
abscisico (ABA) (Cohen et al., 2015), que esta diretamente envolvido com o
fechamento estomético (Taiz e Zeiger, 2017).

A queda acentuada de gsfoi observada nos tratamentos coDS e inDS no dia
6, em gque os valores variaram entre 0,02 e 0,03 H20O m? s enquanto 0s
tratamentos coWW e inWW apresentaram valores entre 0,22 e 0,21 H20 m?s?. O
primeiro sinal de aclimatacao das plantas em relac&o a restricao hidrica e/ou altas
temperaturas, é observado através do fechamento estomético, reduzindo
paralelamente a taxa fotossintética e a transpiratoria (Hueso et al., 2012, Lisar et
al., 2012), agindo como resposta estratégica da planta para evitar a perda de agua
e consequente desidratacao dos tecidos via transpiracdo (Kudoyarova et al., 2013).
Com o fechamento estomatico e reducdo da taxa de assimilacdo do CO: (Endres
et al., 2010), ocorre limitagdes no acumulo de biomassa das plantas (Paiva et al.,
2005).

Um dia ap0s o restabelecimento da irrigacdo, as plantas que foram
submetidas ao déficit hidrico apresentaram aumento na condutancia estomatica
(Figura 22b), os valores obtidos foram entre 0,06 e 0,08 H20 m s1. A recuperacéo
completa de gs foi observada no dia 10 do experimento, no tratamento coDS, pois
nao apresentou diferenca em relacdo aos tratamentos cowW e inWW. Apenas o
tratamento inDS nédo apresentou recuperacédo completa em relagcdo ao cowWw, essa
diferenga pode estar relacionada tanto ao aumento da concentragdo de ABA em
condicdes de déficit hidrico, podendo ocorrer um aumento de até 50 vezes na
concentracdo do fitormonio (Taiz e Zeiger, 2017), quanto ao fator inoculacédo que
também pode aumentar essas concentracoes.

A E foliar (Figura 22c) seguiu um comportamento semelhante a A e gs,
apresentando uma gueda significativa no dia 6, com valores variando entre 1,04 e
0,70 mmol H20 m2 st nos tratamentos coDS e inDS. Em contrapartida, os
tratamentos coWW e inWW variaram entre 5,02 e 5,19 mmol H20 m2s. A relagdo
nos valores de E foliare gs é esperada a medida que ocorre o fechamento

estomatico, considerando a reducgéo do fluxo de vapor d’agua para a atmosfera e,
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consequentemente, da transpiracdo (Goncalves et al., 2010). Plantas em situacao
de déficit hidrico tendem a reduzir a transpiracdo para diminuir a perda de agua.
Através da regulacdo da abertura estomética, a planta tem a capacidade de
modular as taxas transpiratorias conforme as necessidades de seu balanc¢o hidrico
(Larcher, 2006). O inicio da recuperacao da taxa de transpiracéo foi observado no
dia 7, em que foram verificados valores entre 1,85 e 2,34 nos tratamento coDS e
iINDS (Figura 21b). A recuperacdo completa de coDS foi observada no dia 10,
através do valor obtido 5,03, que nao diferiu dos valores de inWW e coWW, que
variaram entre 5,03 e 5,57. Como esperado, devido a transpiracdo ser modulada
através da abertura e fechamento estomatico, a transpiracdo do tratamento inDS
nao se recuperou completamente quando comparado ao tratamento coWW, porém
néo diferiu do tratamento inWW.

Verificou-se um aumento de Ci nos tratamentos coDS e inDS no dia 6, com
valores entre 375 e 379 umol CO2mol ar -1, enquanto os tratamentos coWWw e inWW
apresentaram valores entre 82 e 96 umol CO2 mol ar 1. Valores altos de Ci
associados a queda de gs, podem indicar uma reducdo na eficiéncia de
carboxilacdo (Leidi et al., 1993), pois induzem o fechamento estomatico parcial e,
consequentemente, E (Luttge, 2004). Consideramos que o aumento do C; foi
relacionado a queda da atividade das enzimas envolvidas no processo de fixacao
de CO:2 na etapa carboxilativa das células do mesodfilo, que ocorre em situacdes de
restricdo hidrica, indicando a presenca de limitacdes na etapa metabdlica do ciclo
de Calvin-Benson e afetando a fase bioquimica da fotossintese (Ghannoum, 2009,
Mejia-de-Tafur et al., 2017).
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Figura 22. Taxa de assimilagéo liquida de CO2 (A, a), taxa de transpiragéo (E, b),
Condutéancia estomaética (gs, c) e concentracao intercelular de CO2 (Ci, d), para a
cultivar de cana-de-acucar RB867515 com e sem inoculacdo com BPCV e com e
sem déficit hidrico. coW: sem inoculacao e irrigado, coDS: sem inoculagdo e com
déficit hidrico, inWW: inoculado e irrigado, inDS: inoculado e com déficit hidrico. As
barras representam o erro padrdo da média (n=4), enquanto a flexa azul indica
momento de re-irrigacao.

A iCE sofreu uma queda no dia 6 nos tratamentos coDS e inDS, os valores
obtidos variaram entre 0,009 e 0,04 pmol CO2 m2 st/ umol CO2 mol ar "! enquanto
os tratamentos coWW e inWW apresentaram valores entre 0,33 e 0,41 pumol CO:
m2sY/ umol CO2 mol ar -* (Figura 23a). A fotossintese é afetada com a diminuicdo
da atividade da enzima Rubisco (Ribulose 1-5 bifosfato carboxilase oxigenase) e
de sua concentracédo (Grassi e Magnani, 2005), pois esta enzima € encarregada de
fixar o CO2 nas plantas, e em condicbes de restricdo hidrica sua atividade
carboxilase é afetada por diversos fatores, dentre eles a diminuigdo da regeneracao
da Ribulose 1,5 bisfosfato (RuBP), da alta concentragéo de inibidores, modificacéo
do pH do estroma, consequentemente prejudicando as reacdes do Ciclo de Calvin-
benson (Yordanova e Popova, 2007, Galmes et al., 2013, Adam e Murthy, 2014).



41

b)

&

W RBB6T515

RBB867515 l
IV Recuperacdo
=-=g==in0s

l Recuperagdo

zmalar-!
T e L o I I Y R R R e LY ]
M0 0O 000 0 00 00 00 00 00

(=T = T = T = R = R |

L= e T -

Ha0 m2sh

Co

ICE {pmol COom2s-Yumal
WUE (umal CO;m= s mal

Dias de estressee recuperacio Dias de estresseerecuperacio

Figura 23. Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (iCE, a) e eficiéncia intrinseca do
uso da agua (iIWUE, b), para a cultivar de cana-de-acucar RB867515 com e sem
inoculacdo com BPCV e com e sem déficit hidrico. coWW: sem inoculacdo e
irrigado, coDS: sem inoculacdo e com déficit hidrico, InWW: inoculado e irrigado,
inDS: inoculado e com déficit hidrico. As barras representam o erro padrdo da
média (n=4), enquanto a flexa azul indica momento de re-irrigacao.

A relagéo Fv/Fm dos tratamentos coDS e inDS sofreu uma queda no dia 6 e
7 (Figura 24a), apresentando valores entre 0,70 e 0,73 no dia 6 e entre 0,66 e 0,69
no dia 7. O Pl apresentou comportamento semelhante, apresentando queda no dia
6 e 7 (Figura 24b). A diminuicdo destes parametros indica que houve um dano
fotoinibitorio nos centros de reacdo do fotossistema 2 (PSIl) e foi acompanhada
pela elevacéo do valor de Fo (Figura 24c), resultante da diminuicdo acentuada da
cadeia transportadora de elétrons (Osdmond, 1994, Wright et al., 1995). Nesta
situacao, as espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) sdo produzidas em maior
quantidade que os sistemas antioxidativos, diminuindo a eficiéncia dos processos
pois consome energia, além de causar danos celulares (Kudoyarova et al., 2013).
As plantas dos tratamentos coWW inWW apresentaram valores constantes de
Fv/Fm durante todo o estudo, variando entre 0,75 a 0,79. Plantas que possuem seu
aparelho fotossintético intacto apresentam valores de 0,75 a 0,85 de razdo Fv/Fm
(Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). A reducdo da eficiéncia fotoquimica pode
diminuir a atividade de enzimas envolvidas no Ciclo de Calvin-Benson e provocar

acumulo de aminoécidos e acidos orgéanicos (Wright et al., 1995).
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Figura 24. Eficiéncia quantica maxima do FSIlI (Fv/Fm, a), indice fotossintético (PI,
b) e fluorescéncia inicial (FO, c ) para a cultivar de cana-de-agucar RB867515 com
e sem inoculagdo com BPCV e com e sem déficit hidrico. coWW: sem inoculagéo
e irrigado, coDS: sem inoculacdo e com déficit hidrico, iInWW: inoculado e irrigado,
inDS: inoculado e com déficit hidrico. As barras representam o erro padrdo da
média (n=4), enquanto a flexa azul indica momento de re-irrigagcao.

As analises das trocas gasosas, A, gs, E e Cj, para a cv. RB108519, estéao
sendo representadas nas Figuras 25a, 25b, 25c¢ e 25d, respectivamente. Nao foi
observada diferenca de A nos tratamentos coWW, coDS, inDS no dia 0 para as
médias variarem entre 22 e 25 mol m?2 s? (Figura 27a). O tratamento inWW
apresentou 15 mol m2 st de média, sendo inferior em relagdo aos tratamentos
coWW, coDS, inDS. No dia 3 ndo houve diferenga entre os tratamentos, os
valores de A obtidos variaram entre 26,4 e 34 mol m?s1. No dia 6 os tratamentos
coWW e coDS nédo apresentaram diferenca, os valores obtidos foram 32 e 38 mol
m=2s?, O tratamento iNWW mostrou a média de 25 mol m?2s* ndo diferindo de
coWW, porém mostrou a média menor que coDS. inDS resultou uma média de
17 mol m>2s?néo diferindo de inWW, porém menor que coWW e coDS (Figura

25a). A planta possui mecanismos para manter uma elevada atividade



43

metabodlica em condi¢cdes de restricdo hidrica moderada e em situacdes mais
severas de estresse. A tendéncia € que ocorra a diminuicdo da atividade
metabdlica (Gaspar et al., 2002).

No primeiro dia de avaliagéo, os tratamentos coWW, coDS e inDS nao
apresentaram diferenca em gs, variando entre 0,18 a 0,20 mol H.0O m2 s (Figura
25b). Apenas o tratamento inWW apresentou gs média de 0,09 mol H20 m? s,
valor inferior aos demais tratamentos. Isso pode estar associado ao provavel
aumento de ABA fornecido pela BPCV (referéncia sobre inoculacdo e BPCV),
que € o fitormbnio que regula a abertura e fechamento estomatico (referéncia
sobre ABA e fechamento estomatico sob seca). No segundo dia de avaliacédo das
trocas gasosas os tratamentos ndo apresentaram diferenca entre si, com médias
variando entre 0,18 a 0,25 mol H20 m?s™. A queda de gs foi observada no dia 6
entre os tratamentos iNWW e inDS, que apresentaram média de 0,17 e 0,12 mol
H20 m?2s?, respectivamente, em relagdo ao tratamento coDS que apresentou
média de 0,26 mol H20 m?st, A gs no coWW apresentou média de 0,21 mol H20
m2 s, ndo diferindo de inWW. A queda de inDS em relagdo a coWW e coDS
pode estar associada ao aumento da concentracdo de ABA, causada pela
restricdo hidrica (Oliveira et al., 2011) e devido a capacidade da BPCV sintetizar

fitormbnios o ABA.

O inicio da recuperagao de gs para o tratamento inDS foi verificado no dia
7, um dia apds a reidratacédo do solo, apresentando média de 0,15 mol H20 m?
s1, menor que coWW, que apresentou média de 0,27 H.O m? s, porém nédo
diferiu de inWW ,que apresentou média de 0,14 H20 m2s™, e de coDS em que
o valor observado foi de 0,23 H20 m2 s (Figura 27b). A recuperagdo completa
foi observada no dia 10, em que nenhum dos tratamentos apresentou diferenca,
as médias observadas estavam entre 0,24 a 0,33 H20 m2 s, Os parametros A
e gs podem ser utilizados como indicadores de tolerancia aos estresses abioticos

pois estado ligados a producéo de compostos organicos (Ferreira et al., 2017).

A E seguiu comportamento semelhante ao de gs. em que no primeiro dia
de avaliacédo os tratamentos coWW, coDS e inDS néo apresentaram diferenca,
com médias variando entre 4,5 e 4,9 mmol H20 m? s, enquanto inWW
apresentou média 0,12 mmol H20 m? s, sendo inferior aos demais tratamentos
(Figura 25c). No dia 3 os tratamentos nao diferiram entre si na E, as médias

observadas variaram entre 4,17 e 5,23 mmol H20 m2s1. No dia 6, coWwW e coDS
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nao apresentaram queda de Ee ndo diferiram entre si, os valores observados
foram 5,6 e 5,8 mmol H2O m?2 s, respectivamente. O tratamento inWW
apresentou média deE de 4,5 mmol H20 m?s?, néo diferindo de cowWw, porém
menor que a média de coDS. Foi observada uma queda de E para inDS no dia
6, o valor observado foi de 3,96 mmol H20 m? s, diferindo dos demais
tratamentos. A abertura e fechamento estomético modulam a E de acordo com a
capacidade e necessidade do seu balanco hidrico, evitando que as plantas se
desidratem (Zhang et al., 2010, Kudoyarovva et al., 2013), um controle
estomatico eficiente permite que os tecidos foliares permanecam
apropriadamente hidratados (Franco et al., 2007). A recuperacdo de E foi
observada no dia 10, quando os tratamentos nao apresentaram diferenca entre
as médias, que variaram entre 501 e 578 mmol HO m? s

N&o foi observada diferenca nos valores Ci entre os tratamentos cowWw,
coDS e inDS, as médias variaram entre 131 e 156 pmol CO2 m?2s? (Figura 25d).
Para o tratamento inWW observou-se o valor 97 umol CO2> m? s, inferior aos
demais tratamentos. Os valores de Ci sao regulados pela fotossintese (CO:2
consumido), pela respiracéo, fotorrespiracéo e pelo influxo de CO2 externo por
meio dos estdmatos. A diminui¢céo de Ci pode estar relacionada a diminuicéo de
gs modulada por uma resposta hormonal, resultando em uma queda na entrada
e assimilacdo de CO:2 e nos valores de A (Magalh&es Filho et al., 2008). N&o

foram observadas diferencas de Ci nos dias 3, 6, 7 e 10.
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Figura 25. Taxa de assimilacao liquida de CO2 (A, a), Condutancia estomatica (gs,
b), taxa de transpiracéo (E, c) e concentracdo intercelular de CO2 (Ci, d), para a
cultivar de cana-de-agucar RB108519 com e sem inocula¢cdo com BPCV e com e
sem déficit hidrico. coW: sem inoculacéo e irrigado, coDS: sem inoculacdo e com
déficit hidrico, inWW: inoculado e irrigado, inDS: inoculado e com déficit hidrico. As
barras representam o erro padrdo da média (n=4), enquanto a flexa azul indica
momento de re-irrigacao.

N&o foram observadas diferengas entre os tratamentos para iCE nos dias
0 e 3, as médias variaram entre 0,14 e 0,18 pmol CO2m2st/ umol CO2mol ar * e
0,20 e 0,28 umol CO2m2sY/ umol CO2mol ar 1, respectivamente (Figura 26a). No
dia 6 ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos coWW e coDS, as
médias foram 0,34 e 0,42 umol CO2 m? s/ umol CO2 mol ar "1, respectivamente.
O tratamento inWW apresentou média de 0,24 pmol CO2 m2sY/ umol CO2 mol ar -
1, ndo apresentando diferenca em relacdo coWW, porém menor que coDS. Em
relacdo ao tratamento inDS a média observada foi de 0,16 pmol CO2 m2 s/ umol

CO:z2mol ar %, nédo diferindo de inWW, porém menor que coWW e coDS.

Quanto a IWUE n&o foram observadas diferencas entre os tratamentos
coDS, coWW e inDS no dia 0, as médias encontradas variaram entre 120 e 132
164 pumol CO2 mol* H20 (Figura 26b). O tratamento inWW mostrou a maior média,

o valor observado foi 164 pumol CO2 mol* H20. N&o foram observadas diferencas
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entre os tratamentos nos dias 3 e 6, as médias variaram entre 133 e 141 umol CO:
mol! H20 e 141 e 148 pumol CO2 mol* H20, respectivamente (Figura 26b). Valores
mais altos de IWUE estdo ligados as plantas tolerantes a baixa disponibilidade
hidrica do solo (Ferreira et al., 2012).
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Figura 26. Eficiéncia intrinseca de carboxilacédo (iCE, a) e eficiéncia intrinseca do
uso da agua (IWUE), para a cultivar de cana-de-acucar RB108519 com e sem
inoculacdo com BPCV e com e sem déficit hidrico. coWW: sem inoculacdo e
irrigado, coDS: sem inoculacdo e irrigado, coDS: sem inoculacdo e com déficit
hidrico, inWW: inoculado e irrigado, inDS: inoculado e com déficit hidrico. As barras
representam o erro padrao da média (n=4), enquanto a flexa azul indica momento
de re-irrigacao.

A relacdo Fv/Fm dos tratamentos ndo apresentou diferenca em todos os dias
das avaliacdes, os valores variaram entre 0,70 e 0,79 (Figura 27a). A variavel PlI,
mostra que no dia 0 os valores nédo diferiram, porém no dia 3 os tratamentos coWW
e coDS nao diferiram, apresentando valores entre 8,18 e 7,7, sendo superiores aos
tratamentos inWW e inDS que apresentaram médias 6 e 6,6, respectivamente
(Figura 27b). Dia 6 os tratamentos coWW e coDS né&o apresentaram diferenca de
Pl, assim como inDS nao diferiu de coDS e inWW, porém apresentou média inferior
a coWwW. O tratamento inWW representou a média de Pl superior ao coWW. As
médias de Pl observadas para coWwW, coDS, inWW e inDS, no dia 6, foram 8,2,
6,6, 5,9 e 5,5, respectivamente. No dia 7 houve uma queda de Pl de coDS e inDS,
ambos néo apresentando diferenca, tendo valores de 5 e 4,3, respectivamente. Pl
de coWW e InWW néo diferiram, os valores obtidos foram 6,3 e 6,7. A média de
inDS foi inferior a de INWW, porém néao diferiu de cowW. No ultimo dia de avaliacao
os tratamentos ndo apresentaram diferenca entre si, as médias variaram entre 6,2
e 7,5. As folhas de plantas que possuem seu aparelho fotossintético intacto
apresentam valores de 0,75 a 0,85 de razdo Fv/Fm (Bolhar-Nordenkampf et al.,

1989). Os resultados indicam a baixa precisdo da razdo F./Fm para estimar a
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eficiéncia quantica do PSII, enquanto Pl apesentou resultados mais completos que
a razéo Fv/Fm, pois avalia os PSIl e PSI e pode avaliar o comportamento da planta
durante o estresse hidrico, essa variavel leva em consideracao trés componentes
independentes: a densidade dos centros de reagéo ativos, a eficacia no transporte
de elétrons apos Qa ter sido reduzida e a probabilidade de que um foton absorvido
seja capaz de reduzir Qa (Strasser et al., 2000). A elevacao do valor de Fo pode

indicar que houve uma diminuicdo na cadeia transportadora de elétrons.

RE108519
RE108519

nww 10 Recuperagio
-—8--inbs Recuperacio l

Pi

Dias de estresseerecuperacio

RB108519

5000 l ) ’:\

[ Y m
4500 «" 1 % Recuperagao

Fo

o 3

3 B 7 10

Dias de estresseerecuperacio

Figura 27. Eficiéncia quantica maxima do FSII (fv/fm, a) , indice fotossintético (PI,
b) e fluorescéncia inicial (FO, c) para a cultivar de cana-de-agucar RB867515 com
e sem inoculacdo com BPCV e com e sem déficit hidrico. coWW: sem inoculacao
e irrigado, coDS: sem inoculagéo e com déficit hidrico, inWW: inoculado e irrigado,
inDS: inoculado e com déficit hidrico. As barras representam o erro padrdo da
meédia (n=4), enquanto a flexa azul indica momento de re-irrigagéo.
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6.0. RESUMO E CONCLUSOES

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acgucar, sendo considerada
uma das grandes alternativas para o setor de biocombustiveis. A cultivar
RB867515, atualmente, € a mais cultivada no Brasil, enquanto a RB108519 € uma
variedade recém lancada pela UFRRJ. O custo com material propagativo,devido a
alta demanda nos sistemas de plantio utilizados atualmente, sanidade dos mesmos
e uniformidade no estande de plantio sdo fatores limitantes para 0 sucesso da
atividade, neste sentido o IAC a técnica do MPB para minimizar tais limitacdes.

A utilizacdo de BPCV pode contribuir com a diminuicdo do tempo das
mudas no viveiro, por apresentar uma interacdo planta/microorganismos no
crescimento das mesmas, além de auxiliar na mitigacdo de efeitos causados
pelo déficit hidrico, um fator prejudicial no pegamento das mudas nas primeiras
semanas pos plantio. Com a hipétese que houvera diferenciacéo na sensibilidade
de variedades no estresse hidrico, a qual pode ser modificada com BPCV no
periodo do transplantio, este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento
inicial das mudas de duas variedades de cana-de-acucar, provenientes do
sistema MPB, submetidas ao estresse hidrico e aplicacdo de BPCV.

A primeria etapa do trabalho foi conduzida na casa de vegetagdo da
UENF, que consistiu na produgcédo de mudas. As mesmas foram dispostas em

delineamento de blocos ao acaso (DBC) com arranjo fatorial 2 x 2 (duas
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variedades x com e sem inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae) em quatro
repeticdes, contendo cinco plantas por repeticdo. Os parametros avaliados
foram: altura, diametro, massas secas da raiz, parte aérea e das podas foliares,

area foliar, diametro radicular, comprimento radicular, volume radicular.

Nesta etapa pode-se concluir que a utilizacado de BPCV na fase de mudas
proporciona melhor desenvolvimento para a cv. RB867515, apresentando
valores maiores de AP, DC e AF quando comparadas ao controle, enquanto ndo
interfere no desenvolvimento da cv. RB108519. A inoculagao favoreceu o VR e
CR, com incrementos de 26% e 17%, respectivamente, em relacdo ao controle.

A segunda etapa, consistiu no transplantio das mudas ,produzidas na
etapa anterior, para canos de PVC com 1m de comprimento de 150mm. Os canos
foram dispostos em delineamento de blocos ao acaso com arranjo fatorial triplo
2 X 2 X 2, tendo oito tratamentos com cinco repeticdes, totalizando 40 parcelas.
O primeiro fator foi apresentado por duas cultivares, segundo déficit hidrico
através da suspensédo da rega (com estresse) comparado com umidade proxima
aa capacidade de campo (sem estresse), enguanto o terceiro por inoculacdo com
H. seropedicae e sem inoculagao.

Foram avaliadas as trocas gasosas: a taxa fotossintética liquida,
condutancia estomatica, concentracdo interna de COZ2, transpiragdo foliar,
eficiéncia intrinseca do uso da agua e a eficiéncia intrinseca de carboxilacéo.
Foram acompanhados os paramertros de fluorescéncia de clorofila, a eficiéncia
fotoguimica do fotossistema I, indice fotossintético e a fluorescéncia inicial.
Também foram realizadas avaliacGes de altura da planta, diametro do colmo e
expansao foliar, pontualmente durante as avaliagbes das trocas gasosas.

Nesta etapa, conclui-se que o déficit hidrico induz menor crescimento de
cv. RB867515, com reducédo no numero de perfilhos e na massa seca da raiz. A
aplicacdo de BPCV em conjunto com o déficit hidrico promove reducgdes na altura
e no didmetro do colmo. A ocorrencia de déficit hidrico na cv. RB867515 é
prejudicial para as trocas gasosas. A aplicacdo de déficit hidrico na cv.RB108519

nao afeta o seu desenvolvimento.
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Tabela 1A- Resumo da andlise de variancia (ANOVA) da altura de planta (AP),

didmetro do colmo (DC) e (AF) de duas cultivares de cana-de-aclUcar com e sem

inoculacdo com BPCV.

Quadrados Médios

Fonte de Variacao (FV) GL

AP DC AF
Bloco 3 1,38 0,37  49375,3™
Cv 1 31,64 291 53768,33°
BPCV 1 27.30° 6,64 27084,93"
CV*BPCV 1 26,26 0,24" 33,35™
Erro 9 1,62 0,27 2767,22
Médiageral - 15,65 5,92 258,09
CV% - 8,1 8,9 20,38

** gignificativo a 0,05 de probabilidade, ns nao significativo, pelo teste F., GL: Grau

de liberdade, CV: coeficiente de variacéo.
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Tabela 1B - Resumo da andlise de variancia (ANOVA) do volume radicular (VR),
diametro radicular (DR) e comprimento radicular (CR) de duas cultivares de cana-

de-acucar com e sem inoculagcao com BPCV.

Quadrados Médios

Fonte de Variagéo (FV) GL

VR DR CR
Bloco 3 1,58 0,005™ 4,93™
Cv 1 137,94 0,11° 95,25
BPCV 1 23,61 0,004" 54,83
Cv*BPCV 1 8,35™ 0,001 8,55™

Erro 12 1,67 0,004 4,08
Média geral - 8,18 0,7 19,74

CV% - 21,76 10,35 10,7

** gignificativo a 0,05 de probabilidade, ns nao significativo, pelo teste F., GL: Grau

de liberdade, CV: coeficiente de variacao.

Tabela 1C- Resumo da analise de variancia (ANOVA) da altura de planta (AP),
diametro do colmo (DC), numero de perfilhos (NF) e expanséao foliar (EF) de duas
cultivares de cana-de-acucar com e sem inoculagcdo com BPCV e com e sem déficit

hidrico.

Quadrados Médios

Fonte de Variacdo (FV) GL

AP DC NF EF
Bloco 4 8.71"™ 0.80™ 227" 15547"
Cv 1 55.22" 0.30™ 40.00 144.40"
BPCV 1 14,16" 4,10™ 28,90 3,60"™
Def 1 193,60 30,43 19,60 672,40
Cv*BPCV 1 45,79 2357 0,90 22.50"™
Cv* Def 1 11,02" 0,0055" 14,40 4,90™
BPCV * Def 1 77.84° 24,82 0,90 72,90™
Cv*BPCV * Def 1 1,29" 585" 2,50™ 67,60™
Erro 28 14,3 5,85 3,26 67,6
MédiaGeral - 38,8 16,69 4.4 124,05
CV % 3 9.7 9,5 414 7.28

** gignificativo a 0,05 de probabilidade, ns nao significativo, pelo teste F., GL: Grau

de liberdade, CV: coeficiente de variacao.
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Tabela 1D. Resumo da anadlise de variancia (ANOVA) da massa seca das podas
(MSP, g), producao de massa de matéria seca da parte aérea (MSPA, g), massa
seca daraiz (MSR, g), massa seca total (MST) e relacéo parte aérea e raiz (PA:R,

g) de mudas de duas cultivares de cana-de-agucar com e sem inoculagdo com
BPCV.

uadrados Médios
Fv GL MSP MSI?’A MSR MST PAR
Bloco 3 0,49" 0,05" 0,0001™ 0,06™ 1,37™
Cv 1 12,50 13,26 0,09° 1,000 41,79
BPCV 1 10,35 0,64 0,21 8,89° 0,02™
CV'BPCV 1 10,57 0,06" 0,009 0,12" 045"
Erro 9 0,27 0,03 0,0007 0,04 097
Média geral - 3,75 1,21 0,2 1,41 6,6
CV% - 13,8 15,7 13,4 14,51 14,9

** significativo a 0,05 de probabilidade, ns néao significativo, pelo teste F., GL: Grau
de liberdade, CV: coeficiente de variacao.

Tabela 1E. Resumo da analise de variancia (ANOVA) da producdo de massa de
matéria seca de folha (MSF), massa seca de perfilhos (MSPE), massa seca de
parte aérea (MSPA, g), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST)) de

mudas de duas cultivares de cana-de-aclcar com e sem inoculacdo com BPCV.

Quadrados Médios

FV GL
MSF MSPE MSPA MSR MST
Bloco 4 1,24" 9,32"™ 18,05 2,01™ 34,20™
Cv 1 30,38"™ 2475 429,74 126,5° 1022
BPCV 1 2,80™ 50,37 35,36™ 10,56 84,56™
Def 1 46,95 38,27™ 183,91 48 419,9°
Cv*BPCV 1 24,61 10,07™ 1,59" 0,31™ 3,32™
Cv* Def 1 3,06™ 44,92 30,01"™ 21,22 101,1"™
BPCV * Def 1 561" 0,11" 6,50 3,43"™ 19,37
Cv*BPCV * Def 1 1,60™ 19,53™ 6,91 0,23™ 9,70™
Erro 4,6 13,2 25,64 2,48 40,6
Média Geral - 8,38 12,78 21,09 5,69 26,78
CV % - 25,57 28,41 24,01 27,65 23,79

** significativo a 0,05 de probabilidade, ns ndo significativo, pelo teste F., GL: Grau
de liberdade, CV: coeficiente de variacao.



