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Resumo

MATOSO, Ester Schiavon. Potencial da mistura de cinco bactérias diazotréficas
no desenvolvimento e producdo de cana-de-acucar. 2020. 169 f. Tese
(Doutorado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Sistemas de Producdo Agricola
Familiar. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

Acredita-se que a aplicacdo de bactérias diazotréficas pode auxiliar no
desenvolvimento da cana-de-agucar, resultando no aumento da produtividade, além
de colaborar com a tolerancia da cultura ao déficit hidrico e melhorar sua
composicdo quimico-bromatoldgica. Diante disso, este trabalho teve como objetivo
estudar a influencia de uma mistura de cinco espécies de bactérias diazotroficas no
desenvolvimento e na producéo de variedades de cana-de-acgUcar. Para isso, quatro
experimentos foram realizados com o objetivo especifico de: experimento 1 -
conhecer a influéncia da aplicacdo da mistura de bactérias diazotréficas e do uso de
diferentes variedades sobre o crescimento e produtividade; experimento 2 - estudar
duas variedades que se destacaram no primeiro experimento, juntamente com
novos trés materiais de cana-de-agucar, a fim de conhecer os efeitos da adicdo da
mistura sobre o crescimento dessas variedades e utilizacdo delas nos demais
experimentos; experimento 3 - avaliar a influencia da mistura de bactérias na
reducdo dos efeitos do déficit hidrico; experimento 4 - testar a hipdtese de que a
mistura pode ter efeito na producao, maturacéo e também, na qualidade das plantas,
melhorando suas caracteristicas para uso na alimentacao animal. Os experimentos
foram realizados a campo e em casa de vegetagcdo, no 9° distrito da cidade de
Pelotas, localizada no Rio Grande do Sul, Brasil. Os resultados obtidos indicam que
a aplicacdo da mistura em plantas de cana-de-agcUcar promove aumentos
significativos em caracteristicas importantes, como altura de planta, diametro de
colmo, contetdo de nitrogénio, sélidos sollveis totais, antecipando a maturacdo,
produtividade e incremento de massa seca. Além disso, proporciona aumento da
assimilacao liquida de carbono, do conteddo de clorofila e do potencial osmotico.
Também mantém a condutancia estomatica e o contetdo relativo de agua nas
folhas, diminui a transpiracéo liquida das plantas em situacdo de déficit hidrico e
influencia positivamente os parametros da fluorescéncia da clorofila, aumentando a
eficiéncia quéantica méaxima do FSII, o rendimento quéantico fotoquimico efetivo do
FSII a dissipacédo fotoquimica e a taxa de transporte de elétrons, o que colabora com
a reducdo dos efeitos do déficit hidrico.O uso da mistura pode ainda melhorar a
composicdo quimico-bromatoldgica das plantas para uso na alimentacdo animal,
diminuindo a quantidade de lignina, celulose e fibras em detergente neutro e acido.

Palavras-chave: Saccharum sp.; inoculante; bactérias fixadoras de nitrogénio;
déficit hidrico; composicado quimico-bromatologica



Abstract

MATOSO, Ester Schiavon. Potential of mixing five diazotrophic bacteria in the
development and production of sugarcane. 2020. 169 f. Thesis (Doctoral) -
Graduate Program in Agricultural Production Systems Family. Federal University of
Pelotas, Pelotas, RS.

It is believed that the application of diazotrophic bacteria can assist in the
development of sugarcane resulting in increased productivity, in addition to
contributing to the crop's tolerance to water deficit and improving its chemical-
bromatological composition. Therefore, this work aimed to study the influence of a
mixture of five species of diazotrophic bacteria on the development and production of
sugarcane varieties. For this, four experiments were carried out with the specific
objective of experiment: 1 -knowing the influence of the application of the mixture of
diazotrophic bacteria and the use of different varieties on growth and productivity;
experiment 2 - studying two varieties that stood out in the first experiment, together
with three new sugarcane materials, in order to know the effects of adding the
mixture on the growth of these varieties and their use in other experiments;
experiment 3 - evaluate the influence of the mixture of bacteria in reducing the effects
of water deficit; experiment 4 - test the hypothesis that the mixture may have an
effect on production, maturation and also on the quality of plants, improving their
characteristics for use in animal feed. The experiments were carried out in the field
and in a greenhouse, in the 9th district of the city of Pelotas, located in Rio Grande
do Sul, Brazil. The results obtained indicate that the application of the mixture in
sugarcane plants promotes significant increases in important characteristics, such as
plant height, stem diameter, nitrogen content, total soluble solids, anticipating
maturation, productivity and mass increase dry. In addition, it provides an increase in
net carbon assimilation, chlorophyll content and osmotic potential. Maintains stomatal
conductance and relative water content in leaves, decreases the liquid transpiration
of plants in situations of water deficit and positively influences chlorophyll
fluorescence parameters, increasing the maximum quantum efficiency of FSII, the
effective photochemical quantum yield of FSII a photochemical dissipation and
electron transport rate, which contributes to reducing the effects of water deficit. It
can also improve the chemical-chemical composition of plants for use in animal feed,
decreasing the amount of lignin, cellulose and fiber in neuter and acid detergent.

Keywords: Saccharum sp.; inoculant; nitrogen-fixing bacteria; water deficit;
chemical-bromatological composition
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1. Introducéo Geral

Um dos maiores desafios para a liberacdo e comercializacdo de inoculantes
bioldgicos para gramineas é a auséncia de ndédulos visiveis nas plantas inoculadas.
E a unica forma que se tem de conseguir éxito para este desafio € comprovando a
contribuicdo dos microrganismos na melhoria dos cultivos. Bactérias diazotroficas
podem auxiliar no desenvolvimento vegetal, principalmente através da fixacéo
bioldgica de nitrogénio, também promover o crescimento radicular (SCHULTZ et al.,
2014; CHAVES et al., 2015) e melhorar a absor¢céao de nutrientes, (BARRETTI et al.,
2008), resultando na promocdo de crescimento e produtividade. Além disso, a
presenca destes microrganismos pode levar a producdo de substancias
osmorreguladoras pela planta e assim atuar de forma sinérgica, colaborando na
tolerancia a seca (DIMKPA et al. 2009).

Os cultivos agricolas sdo extremamente influenciados pelos elementos
climaticos, sendo o déficit hidrico considerado o principal estresse ambiental
enfrentado pela agricultura mundial, pois dificulta a producdo de alimentos em
diversos paises (RAMPINO et al., 2006). Entender como as plantas respondem ao
déficit hidrico é importante para tracar estratégias e evitar prejuizos na agricultura. A
falta de 4gua causa uma série de alteracdes morfo-fisiolégicas como: diminuicdo da
area foliar, do turgor celular, do contetudo relativo de agua (CRA), do potencial
hidrico foliar, altera a absorcao de nutrientes, além de causar grandes alteracdes no
metabolismo do nitrogénio e do carbono (FAROOQ et al., 2009). Uma das primeiras
respostas das plantas a seca € o fechamento estomatico (CHAVES, 1991),
causando uma limitacdo de substrato para a fotossintese. A diminuicdo de CO,
acarreta menor assimilacdo de carbono, mas este ndo é o Unico fator limitante, ja
que pode ocorrer também alteracdo metabdlica do processo fotossintético
(LAWLOR, 2002).

Dentre as gramineas cultivadas no Brasil, a cana-de-acUcar se destaca pela
sua importancia econbmica para o pais, que é o maior produtor. Ela serve de
matéria-prima para a producao de agucar e etanol, o que a torna peca chave para o
setor de biocombustiveis. O etanol € considerado um combustivel limpo por ser
obtido de uma fonte renovavel e que tem como beneficio, o préprio desenvolvimento

econdmico e, por isso, € ecologicamente correto e sustentavel (LEITE, 2007).
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Além disso, a cana-de-agucar pode servir de matéria prima para a fabricacao
de produtos agroindustriais e artesanais como rapadura, melado, aglcar mascavo e
aguardente. Seus residuos também tem grande importancia econdémica, pois a
vinhaca pode ser utilizada como fertilizante e o bagaco queimado, para geracéo de
energia. (COUTO, 2013). E ainda, pode ser empregada na alimentacdo animal, de
forma in natura ou ensilada, pois tem um alto rendimento de matéria seca e valor
nutritivo adequado na maturacdo. No entanto, a cana apresenta desafios na
producéo de silagem devido ao alto teor de carboidratos soliveis e leveduras (AVILA
et al., 2010), que convertem parte dos acgucares em altos niveis de compostos
organicos volateis, principalmente etanol, o que resulta em grandes perdas de
matéria seca (DANIEL et al., 2013) e ha recomendacao para que a cultura ndo seja
indicada como alimento para animais de bom potencial genético, pois apresenta
baixo teor proteico e de minerais e fibra de baixa qualidade (SIQUEIRA et al., 2012).

Contudo, acredita-se que a aplicacdo de bactérias diazotroficas podem
proporcionar mudancas nha histologia dos tecidos vegetais, como a deposi¢do das
células do mesofilo, parénquima e esclerénquima, que tém diferentes paredes
celulares e concentracbes do conteudo celular. Alteragbes anatdmicas morfoldgicas
e histolégicas afetam o teor de proteina bruta, os carboidratos estruturais e soluveis,
energia e outros nutrientes que sao essenciais para a nutricdo animal e para a
producao de etanol de segunda geracédo (SKONIESKI et al., 2017).

Dentro deste contexto, este trabalho foi formalizado em quatro artigos
cientificos. Com o primeiro artigo, buscou-se conhecer a influéncia da aplicacéo de
uma mistura de bactérias diazotréficas e o efeito do uso de diferentes de variedades
sobre o crescimento e produtividade de plantas de cana-de-acucar. No segundo
artigo, foram estudadas duas variedades que se destacaram no primeiro
experimento, juntamente com novos trés materiais de cana-de-agucar, a fim de
conhecer os efeitos da adicdo da mistura sobre o crescimento dessas variedades,
para utilizacdo delas nos demais experimentos. No terceiro artigo, objetivou-se
avaliar a influencia da mistura de bactérias diazotréficas na reducéo dos efeitos do
déficit hidrico em plantas de cana-de-acucar. E no quarto artigo, testou-se a hipotese
de que a mistura pode ter efeito na producdo, maturacéo e qualidade da cana-de-

acucar, melhorando suas caracteristicas para uso na alimentacéo animal.
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1. Introducéo

A cultura da cana-de-acucar é produzida principalmente no Brasil sendo,
portanto, de grande importancia para o agronegécio do pais. Além disso, é matéria-
prima para a producdo de etanol, o que a torna peca chave para o setor de
biocombustiveis. O etanol € um combustivel que emite menos gases poluentes ao
ser queimado, € obtido de uma fonte renovavel e, por isso, considerado
ecologicamente correto (CONAB, 2017).

A é&rea cultivada com cana-de-agucar no Rio Grande do Sul € pequena,
guando comparada a regido de Sao Paulo, que € a principal produtora (IBGE, 2014).
Sendo que, toda cana produzida no estado esta vinculada a agricultura familiar,
devido principalmente a caracteristica econdmica, histérica e sociocultural, aliadas a
diferenciacdo mesoclimatica, tipo de relevo, destino da producdo e ao processo de
colonizacdo (SOARES, 2008). O zoneamento agroclimatico da cana-de-acucar
apresenta cerca de 1,5 milhdes de hectares com aptiddo ao cultivo no RS,
considerando 182 municipios aptos para o cultivo para a producdo de etanol e
acucar e 216 municipios com potencial de cultivar cana-de-agUcar para outros fins
(MANZATTO et al., 2010).

Ela pode servir de matéria prima para a fabricacdo de produtos agroindustriais
e artesanais como rapadura, melado, acicar mascavo e aguardente. Seus residuos
também tem grande importancia econdmica, pois a vinhaca pode ser utilizada como
fertilizante e o bagaco queimado, para geracéo de energia. (COUTO, 2013). E ainda,
pode ser empregada na alimentacdo animal, de forma in natura ou ensilada, pois
tem um alto rendimento de matéria seca e valor nutritivo adequado na maturacao.
No entanto, a cana apresenta desafios na producdo de silagem devido ao alto teor
de carboidratos solGveis e leveduras (AVILA et al., 2010), que convertem parte dos
acucares em altos niveis de compostos organicos volateis, principalmente etanol, o
gue resulta em grandes perdas de matéria seca (DANIEL et al., 2013).

Os elementos climaticos tém influencia direta nos cultivos agricolas, sendo o
déficit hidrico considerado o principal estresse ambiental enfrentado pela agricultura
mundial, pois dificulta a producdo de alimentos em diversos paises (RAMPINO et al.,
2006). Na regidao sul do Brasil as estacdes do ano s&o bem definidas, tendo
ocorréncia de geadas no inverno e estiagem no verdo. Neste sentido, o periodo de

maximo crescimento vegetativo e maior demanda hidrica da cana-de-acucar
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coincide com a falta de agua, afetando o crescimento da cultura e reduzindo a
produtividade final (GROSS; CASSOL, 2015).

Entender como as plantas respondem ao déficit hidrico € importante para
tracar estratégias e evitar prejuizos. A falta de agua causa uma série de alteracdes
morfo-fisiolégicas como: diminuicdo da éarea foliar, do turgor celular, do contetdo
relativo de agua (CRA), do potencial hidrico foliar, a absorcdo de nutrientes é
alterada, além de grandes alteracbes no metabolismo do nitrogénio e do carbono
(FAROOQ et al., 2009). Uma das primeiras respostas das plantas a seca € o
fechamento estomatico (CHAVES, 1991), causando uma limitagdo de substrato para
a fotossintese. A diminuicdo de CO, acarreta menor assimilagdo de carbono, mas
este ndo € o unico fator limitante, ja que pode ocorrer também alteracdo metabdlica
do processo fotossintético (LAWLOR, 2002). Em cana-de-acgUcar, essas alteracdes
metabdlicas na fotossintese parecem acontecer a partir de um potencial hidrico foliar
de -0,37 MPa (DU et al., 1996).

Bactérias diazotroficas podem auxiliar no desenvolvimento vegetal, promover
o crescimento radicular (SCHULTZ et al., 2014; CHAVES et al., 2015) e melhorar a
absorcdo de nutrientes (BARRETTI et al.,, 2008), resultando na promocédo de
crescimento, que pode beneficiar plantas sob restricdo hidrica. A presenca destes
microrganismos pode também levar a producdo de substancias osmorreguladoras
pela planta e assim atuar de forma sinérgica, colaborando na tolerancia a seca
(DIMKPA et al. 2009). Além disto, podem proporcionar mudancas na histologia dos
tecidos vegetais, como a deposicdo das células do mesofilo, parénquima e
esclerénquima, que tém diferentes paredes celulares e concentracées do conteudo
celular. AlteracGes anatdmicas morfologicas e histologicas afetam o teor de proteina
bruta, os carboidratos estruturais e sollveis, energia e outros nutrientes que Sao
essenciais para a nutricdo animal (SKONIESKI et al., 2017).

Baseado neste contexto, este trabalho considera as hipoteses que a
inoculacdo de bactérias endofiticas diazotréficas em plantas de cana-de-agUcar
pode desencadear mudangas fisiologicas de tolerancia ao déficit hidrico e também,
contribuir no crescimento, incremento de produtividade e na qualidade da cana-de-

acucar para uso na alimentacao animal e producéo de etanol.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a contribuicdo de bactérias diazotréficas no desenvolvimento e

qualidade de gendtipos de cana-de-acucar.

2.2. Objetivos Especificos

v' Avaliar o desempenho agrondmico dos genétipos RB867515, RB92579,
RB966928 e RB975932 inoculados com bactérias diazotroficas;

v Avaliar a influencia de bactérias diazotroficas na tolerancia ao déficit hidrico

em plantas de cana-de-acucar;

v' Avaliar as caracteristicas agrondmicas e quimico-bromatolégicas dos
gendtipos RB867515, RB966928 RB106814, RB106818 e RB106819
inoculados com bactérias diazotroficas, visando as condi¢cdes desejaveis para

uso na alimentacéo animal e producao de etanol;
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3. Reviséao bibliografica

3.1. A cultura da cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma planta originaria da Nova Guiné que foi introduzida
no Brasil no século XVI. Os materiais cultivados no pais s&do hibridos
multiespecificos de Saccharum oficinarum L. e Saccharum spontaneum L. (D’HONT
et al., 1996), que recebe a designacdo de Saccharum spp. A estes hibridos
atribuem-se nomes compostos de siglas da instituicdo que efetuou o cruzamento, o
ano em que o mesmo foi realizado e o numero sequencial das sele¢cdes. Como por
exemplo, RB867515, temos: “RB” Republica Brasil, ano do cruzamento 1986,
efetuado na Universidade Federal de Vicosa (7), que originou o clone 515
(VERISSIMO, 2012).

No presente trabalho foram utilizadas trés variedades que estdo entre as mais
cultivadas pelos produtores brasileiros, sendo elas: RB867515 (25,8% da area total
cultivada), RB92579 (9,3%) e RB966928 (8,2%) (RIDESA 2010) e outras quatro
variedades que apresentam aptidédo para o cultivo no estado do Rio Grande do Sul,
mas que ainda ndo sao comercializadas: RB975932, RB106814, RB106818 e
RB106819 (ANTUNES, 2018; LEMOES 2018).

A RB867515 e a RB92579 sdo variedades de maturacdo médio-tardia que
apresentam produtividade e teor de sacarose elevados, teor de fibra médio e
resisténcia a ferrugem marrom. J4 a RB966928 atinge elevadas produtividades, mas
tem maturacdo precoce, teores de sacarose e fibra médios e é tolerante a ferrugem
marrom, carvao, escaldadura e mosaico (RIDESA, 2010).

Em relacdo aos materiais ainda ndo comercializados, a RB975932 é uma
variedade de maturacéo precoce, que apresenta produtividade e teor de fibra altos e
boa resisténcia a ferrugem e mancha parda (MORAIS et al., 2012; SMANIOTTO, et
al., 2012). E os clones de cana energia, RB106814, RB106818 e RB106819 séo
altamente produtivos, apresentam valores de produtividade acima de 100 toneladas
de colmo por hectare, teor de solidos soluveis em torno de 19 °Brix na colheita e um
alto rendimento de etanol (LEMOES, 2018), no entanto, ainda nio foram
caracterizados quanto a resisténcia a doencas.

A area mundial ocupada com cana-de-acUcar chega a 26,7 milhdes de
hectares, de 130 paises, o que alcanca uma producéo de 1,8 bilhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2016). No Brasil mais 8,73 milhdes de ha s&o cultivados, o que
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evidencia a grande importancia econémica desta cultura para o pais, com grande
contribuicdo na matriz energética nacional e em exportacbes de produtos desta
cadeia produtiva (CONAB, 2018).

A cana-de-acucar € uma planta de metabolismo C4, que possui alta eficiéncia
no uso da radiacdo (ROBERTSON et al., 1996), alcanca altas taxas fotossintéticas e
grande producdo de biomassa e acumulo de carboidratos (WELBAUM; MEINZER,
1990). Como a sacarose, que é um tipo de glicidio formado por uma molécula de
frutose e outra de glicose, produzida pela planta ao realizar o processo de
fotossintese, e que se encontra em abundancia na cana-de-agucar (SINGELS et al.,
2005).

O que destaca este grupo de plantas é o sistema de concentracdo de CO,
nas folhas, que consiste em modificacdes bioquimicas e estruturais que garantem
um melhor desempenho fotossintético (GHANNOUM, 2009). Além disto, outra
caracteristica inerente as plantas C4 é que a fotossintese é mais competitiva em
situacdes que poderiam favorecer perda de carbono pela fotorrespiracdo tais como
altas temperaturas ou diminuicdo da disponibilidade de agua (LOPES et al., 2011).
No entanto, um fator que pode limitar a fotossintese na cana-de-aclcar € a falta de
nitrogénio, pois nestas situagdes, a planta sofre uma diminuicdo da assimilacéo do
CO..

Entre os nutrientes responsaveis pela nutricio da cana-de-acucar, o
nitrogénio é o elemento absorvido em maior quantidade, basicamente nas formas
minerais NOs. e NH4., sendo a maior parte absorvido através do fluxo de massas
(99%) e apenas 1% pela interceptacéo radicular (PRADO et al., 2005; MALAVOLTA,
2006). Embora o N constitua aproximadamente apenas 1% da matéria seca da
cana-de-acucar, suas funcdes sao fundamentais no desenvolvimento da planta. Em
condi¢cdes de deficiéncia do nutriente, ocorre clorose nas folhas mais velhas e a
diminuicdo da atividade meristematica da parte aérea, o que resulta na diminuicao
do perfilhamento, da area foliar, longevidade das folhas, qualidade do caldo e
aumento do teor de fibra.

Além disto, a importancia da cana-de-acucar esta na sua ampla utilidade, pois
€ matéria prima para producdo de acucar refinado, alcool, produtos agroindustriais e
artesanais como rapadura, melago, melado, agicar mascavo e aguardente, além de

ser empregada na alimentacdo animal. E seus residuos podem ser utilizados na
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agricultura como fertilizante ou para geracédo de energia e producédo de etanol de
segunda geracéo (COUTO, 2013).

3.2. Producéao de acucar e etanol

Inicialmente o cultivo da cana-de-acucar no Brasil visava principalmente a
fabricacdo de acucar, sendo a principal fonte econémica oriunda da agricultura e a
mais longa das bases econdémicas de nossa histéria (BRANDAOQ, 1985). Atualmente
quase 50% da cana-de-agUcar produzida sdo destinados a producao de acucar, que
no ano de 2017 atingiu aproximadamente 40 milhdes de toneladas (CONAB, 2018).

O etanol ou alcool etilico € um hidrocarboneto de forma molecular C>,H50H,
obtido por via destilatoria, sintética ou fermentativa (SOLOMONS; FRYHLE, 2001). A
forma mais utilizada para a producdo de etanol no mundo é a via fermentativa,
sendo que o Brasil domina essa tecnologia. O setor sucroalcooleiro brasileiro € um
dos mais competitivos, com bons indices de produtividade, rendimento industrial e
com baixos custos de producdo. No ano de 2017, produziu mais 27 bilhdes de litros,
impondo-se como o0 segundo maior produtor mundial de etanol (CONAB, 2018;
PEREIRA et al., 2012).

A sua importancia como combustivel se deve principalmente por ser
produzido a partir de produtos agricolas renovaveis em vez de produtos petroliferos
e emitir menores concentracdes de CO, em relacdo a gasolina. O diéxido de
carbono emitido no processo de combustéo €, aproximadamente, igual a quantidade
absorvida pelas plantas utilizadas para produzi-lo (SHREEVE, 2006).

No Brasil, a matéria-prima principal utilizada € a cana-de-acucar, enquanto
nos EUA, maior produtor mundial de etanol, a principal matéria-prima € o milho. A
cana-de-acgucar € uma cultura com colheita anual, sendo, em geral, economicamente
produtiva por até cinco anos. O caldo da cana € utilizado na producéo de etanol por
apresentar a sacarose, um tipo de carboidrato ndo diretamente fermentavel. Para
acontecer a fermentacédo € necessario o processo de hidrélise, onde o dissacarideo
€ separado em glicose e frutose. A composi¢cdo da cana-de-acucar depende da
variedade, do estado de maturacdo, condi¢cdes climaticas, entre outras. A cana-de-
acucar madura apresenta em meédia 12,5% sacarose (LIMA; BASSO; AMORIM,
2001).

Outra forma de se produzir etanol se da a partir de restos de vegetais que ja
foram processados pela industria como, por exemplo, palha de arroz, palha de trigo,
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palha de milho e palha e bagaco de cana, que gera o etanol conhecido como de
segunda geracao. O desenvolvimento do processo de obtencdo de etanol, a partir
de material lignocelulésico, é importante para o Brasil, devido a matéria-prima ser
abundante, renovavel e de baixo custo. Aléem disso, essa tecnologia promissora nao
estabelece a concorréncia entre alimentacdo e producéo de combustiveis (SARKAR
et al., 2012).

3.3. Cana-de-acucar na alimentacao animal

A cana-de-acUcar € considerada por muitos autores a opcao forrageira de
melhor desempenho bioecondémico para ser utilizada na alimentacédo de bovinos de
corte e leite (NUSSIO et al., 2003; RESENDE et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2008),
devido ao seu alto potencial produtivo.

A cultura da cana-de-agcucar como forrageira pode ser fornecida para os
animais de diferentes formas, sendo que as duas principais sdo cana fresca triturada
(in natura) e na forma de silagem. Quando fornecida in natura, caracteriza-se pelo
corte diario das plantas e fornecimento imediato aos animais. Ja& a silagem
caracteriza-se pelo processo de conservacao da forragem por meio da fermentacao
anaerobica e tem por objetivo preservar o valor nutritivo com a menor perda possivel
(ANJOS; SILVA; CAMPANA, 2008).

Caracteristicas como facilidade de cultivo, possibilidade de colheita nos
periodos de estiagem e elevado potencial de matéria seca e energia por unidade de
area, fazem da cana-de-acucar um produto de grande interesse para ser utilizado na
alimentacdo animal (FREITAS, 2006). Fabris (2009) destaca também, como
caracteristicas vantajosas da cultura, o custo relativamente baixo de producéo e
oferta de forragem no periodo de inverno.

Outra caracteristica que a cultura apresenta como fonte de alimento para os
animais é a elevada produtividade de nutrientes digestiveis totais por hectare
podendo atingir até 20 toneladas, produtividades bastante superiores quando
comparadas a outras culturas tradicionalmente utilizadas, como milho e sorgo
(PEDROSO, 2004).

No entanto, a cana tem alguns aspectos negativos para ser utilizada na
alimentagcado animal, pois apresenta baixo teor proteico e de minerais e fibra de baixa
qualidade. Diante destes aspectos, a escolha da variedade a ser utilizada na

alimentacdo de ruminantes se torna um fator importante, visto que os diferentes
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materiais genéticos apresentam caracteristicas particulares em relagdo a
composicdo quimico-bromatoldgica (REIS, 2010).

A cana-de-acUcar considerada como ideal para ser fornecida aos animais é a
gue possui baixos teores de fibra em detergente neutro (FDN) e detergente &cido
(FDA), baixos teores de lignina e celulose, além de baixa relacédo fibra/agucar, sendo
este um bom parametro para avaliar a qualidade do alimento (RODRIGUES et al.,
1997).

3.4. Estresse hidrico na cana-de-acucar

Dentre os estresses ambientais, o déficit hidrico € considerado o principal
enfrentado pela agricultura mundial (RAMPINO et al., 2006), e em muitas regifes do
mundo € um dos principais fatores que limitam a producéo e expansao da cana-de-
acucar, sendo causada por periodos de déficit hidrico prolongado ou por irrigacédo
inadequada (INMAN-BAMBER; SMITH, 2005).

A cana-de-acUcar é uma cultura que apresenta certa tolerancia ao estresse
hidrico, porém, responde altamente a irrigacdo (SINGH; SHUKLA; BHATNAGAR,
2007). No entanto, a ocorréncia de eventos atipicos observados nos ultimos anos
como de falta de chuvas em algumas regides podem comprometer o cultivo.

A seca como fenbmeno meteoroldgico ocorre quando o balanco hidrico da
cultura se torna negativo, ou seja, quando a entrada de agua por precipitacdo ou
irrigacdo é inferior ao potencial de evapotranspiracdo. O tempo para a insuficiéncia
de suprimento de 4gua causar reducdes de crescimento depende do tipo de planta,
da capacidade de retencdo de agua no solo, das condi¢cdes atmosféricas,
principalmente da diferenca de pressao de vapor entre a folha e o ar (DPV) e da
temperatura e de fatores que controlam a evapotranspiragao (PIMENTEL, 2004).

As respostas das plantas a seca sao caracterizadas por alteracbes
morfolégicas como diminuicdo da area foliar, reduzida pelo enrolamento das folhas e
diminuicdo do crescimento. Segundo FAROOQ et al. (2009), o estresse hidrico
ainda impede a divisdo celular, leva a perda de turgor, inibindo o alongamento
celular, e ha uma série de alteragOes fisioldgicas que impedem o desenvolvimento
normal da planta. Estas altera¢cdes sdo: mudancas na razdo raiz/parte aérea, nas
relacdes hidricas com diminui¢cdo do potencial hidrico (W), no conteudo relativo de
agua (CRA) e na absorcéo de nutrientes; diminuicdo da fotossintese, da abertura
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estomatica, da respiracdo, dos teores de carboidratos, altera¢cdes no metabolismo do
nitrogénio e aumento da atividade de enzimas ligadas ao estresse oxidativo, o que
afeta diretamente na produtividade da cultura (CHAVES et al.,, 2002; PIMENTEL,
2004; FAROOQ et al., 2009).

Existem trés estaddios de resposta a deficiéncia hidrica. Num primeiro
momento ndo ocorre diminui¢cdo da transpiracao, apenas ocorre 0 aumento de 4cido
abscisico (ABA), também a diminuicdo da expansédo celular e da turgescéncia, e é
conhecido como ligeira deficiéncia hidrica. JA no segundo estadio, conhecido como
deficiéncia hidrica moderada, a condutancia estomética diminui levando a reducéo
das taxas de transpiracdo, da fotossintese e da atividade de enzimas ligadas a
assimilacao fotossintética, que levam ao aumento do teor de carboidratos soluveis e
aminoacidos livres. E no terceiro estadio, ocorre a deficiéncia hidrica severa, onde a
transpiragdo € minima, ha aumento da atividade de enzimas hidroliticas, diminuicao
do teor de amido, de proteinas sollaveis e clorofila e aumento de espécies reativas
de oxigénio (PIMENTEL, 2004).

3.5. Bactérias endofiticas diazotréficas na cana-de-agucar

Bactérias endofiticas possuem a capacidade de penetrar nas plantas e as
colonizar sistematicamente, podendo habitar o apoplasto, vasos condutores e em
algumas ocasides, o meio intracelular (ANDREOTE, 2007). Também podem atuar
em processos essenciais para o desenvolvimento vegetal, como por exemplo,
auxilio na obtencdo de nutrientes e producédo de fitormbnios promovendo, desta
forma, o crescimento vegetal, e por isso, sdo também conhecidas como “bactérias
endofiticas promotoras do crescimento de plantas” (TAULE et al. 2012). Além disso,
podem atuar na protecdo da planta hospedeira contra patégenos, seja por antibiose
direta ou pela inducdo de resisténcia sistémica vegetal (OLIVEIRA; ANDRADE,
2010).

A inoculacdo de bactérias diazotroficas proporciona beneficios a cana-de-
acucar como a fixacao biologica de nitrogénio, aumento das raizes, da assimilacao
de CO, e do numero de folhas (KLEINGESNDS, 2010). Com a fixacao biolégica de
nitrogénio (FBN), a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados € diminuida, o que
consequentemente diminui também os danos de poluicdo ambiental causados pelo
seu uso, além de proporcionar economia na aquisicao destes adubos (TRIVELIN;
VITTI, 2009).
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Atualmente no Brasil, sdo aplicados, em média, 45 kg ha™ de N na cana-
planta e 80 kg ha™ nas socas, ao passo que o acimulo de N total nas folhas verdes
e secas e nos colmos pode chegar a 260 kg ha™ na cana-planta (VITTI et al., 2011)
e, em média, a 120 kg ha™ nas socas (VITTI et al., 2008; BAPTISTA et al., 2014). O
acumulo de N em quantidades expressivamente superiores as doses aplicadas nos
canaviais brasileiros provavelmente seja devido a contribuicdo das bactérias
endofiticas diazotréficas com a fixacdo bioldégica. Mas para ser confirmado, séo
necessarios estudos com o uso de adubo nitrogenado marcado e avaliacbes da
concentracdo do isétopo °N. Segundo Unkovich et al. (2008), a reducdo da
concentracdo do is6topo nos tecidos vegetais ocorre devido a FBN, que incorpora o
N? atmosférico com 0,3663% de atomos de '°N (valor padrdo da atmosfera),
enquanto o N disponivel no solo normalmente apresenta concentracées superiores
do isétopo.

Além disso, espécies de bactérias podem induzir ou ser mediadoras de
tolerancia a estresses abidticos como a seca, pois sdo capazes de produzir
substancias osmotolerantes, como, por exemplo, glicina-betaina que pode atuar
sinergicamente com 0s outros compostos vegetais na reducdo do potencial hidrico
das células, ajudando na tolerancia a seca (DIMKPA et al. 2009). A producédo de
prolina também pode ser estimulada nas plantas em presenca de bactérias
endofiticas em resposta a estresses bibticos e abidticos, mediado o ajuste osmotico,
e protegendo membranas e proteinas contra efeitos adversos do aumento da
concentragdo de ions inorganicos (GROVER et al., 2011).

Outro ponto interessante é a atuacdo das bactérias endofiticas diazotroficas
em mudancas na anatomia das plantas para uso forrageiro, aumentando o valor
nutritivo de algumas espécies, como a cana-de-acucar. Os seres Vvivos, COMO Sse
sabe, sédo constituidas por um conjunto de 6rgaos formados por tecidos, que por sua
vez, sao constituidos por um conjunto de células com caracteristicas quimicas e
estruturais préprias. Cada tecido possui composi¢cdo quimica e fisica diretamente
relacionada a sua funcdo na planta, assim, tecidos designados a sustentacdo da
planta possuem células densamente agrupadas, com paredes espessadas e
lignificadas. Os tecidos da lamina foliar s&o diferenciados em tecidos condutores
(feixes vasculares), consistindo das células do xilema e do floema; tecido de suporte
ou sustentacao (esclerénquima), que, em folhas de gramineas, esta freqientemente

associado aos feixes vasculares e ao tecido assimilatério, formado pelas células do
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parénquima clorofiliano que constituem o mesdfilo. Nas espécies C4, as células do
mesofilo apresentam-se densamente arranjadas, formando uma estrutura radial ao
redor dos feixes vasculares, denominado arranjo tipo Kranz (PACIULLO, 2002). E
nessa bainha que o &cido vindo das células do mesofilo chega, sendo
descarboxilado, liberando CO,. Além disso, também € ali que o gas € concentrado,
reduzindo a atividade da enzima Rubisco, desempenhando papel fundamental no
processo de fotossintese (DENGLER & NELSON, 1999).

A proporcdo de tecidos tem sido a caracteristica anatdbmica usada como
indicativo do valor qualitativo de plantas forrageiras (AKIN; BURDICK, 1975). Assim,
medidas da propor¢cdo dos tecidos com elevado contetdo celular e/ou delgada
parede primaria (ndo-lignificada), de alta digestibilidade, e daqueles tecidos com
baixo contetdo celular e espessa parede celular (frequentemente lignificada),
normalmente associados a baixa digestibilidade, podem explicar diferencas
qualitativas entre as espécies (WILSON, 1997). E a capacidade das bactérias
endofiticas de colonizar espacos intracelulares pode aumentar o contetdo celular de
tecidos, melhorando a digestibilidade da fibra da cana-de-acucar (SKONIESKI et al.,
2017). No presente trabalho foi utilizada a mistura de cinco estirpes das espécies
descritas abaixo.

3.5.1. Gluconacetobacter diazotrophicus

A espécie Gluconacetobacter diazotrophicus foi isolada por Cavalcante &
Dobereiner (1988) a partir de tecidos de cana-de-acucar cultivados nos estados
brasileiros Alagoas, Pernambuco e Minas Gerais. Esta bactéria possui poucos
hospedeiros, mas é bastante encontrada em associagdo com plantas ricas em
acucar como a cana-de-acucar, onde coloniza raizes, colmos e folnas em nameros
de até 106 células g™ de massa fresca (REIS et al., 1994; BODDEY et al., 1998). No
entanto, sua populacdo presente nos tecidos diminui consideravelmente com o
avancar da idade da planta (SILVA, 1999; PERIN, 2003) e em condigfes favoraveis
de nitrogénio (REIS JR et al., 2000), pois apresenta baixa diversidade genética
(CABALLERO-MELLADO et al., 1995).

Seus efeitos benéficos em cana-de-agucar estdo associados a FBN e a

producdo de substancias promotoras de crescimento (LEE et al. 2004). E ainda,
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apresenta potencial para o controle bioldgico sobre determinados fitopatdogenos

como, por exemplo, Xanthomonas albilineans (BLANCO et al., 2005).

3.5.2. Herbaspirillum sp.

Duas espécies do género Herbaspirilum fazem parte da composicdo do
inoculante usado na cana-de-acucar. A Herbaspirillum seropedicae foi a primeira
espécie descrita do género e isolada de raizes de milho, sorgo, e arroz (BALDANI et
al., 1986). Mais tarde foi isolada de raizes, folhas e colmos de cana-de-acucar,
Brachiaria decumbens e Digitaria decumbens (BALDANI et al., 1996), dendezeiro e
pupunheira (FERREIRA et al., 1995), bananeiras (CRUZ et al., 2001), capim elefante
(REIS et al., 2000), arroz inundado (RODRIGUES, 2004; BRASIL, 2005) e cana-de-
acucar cultivada na Austrdlia (BODDEY et al., 1998). J& a Herbaspirillum
rubrisubalbicans foi originalmente descrita como Pseudomonas rubrisubalbicans
(GILLIS et al., 1991) e reclassificada por BALDANI et al. (1996) foi primeiramente
encontrada associada a poaceas, como cana-de-acucar, arroz, milho, sorgo e capim
elefante.

A H. seropedicae possui a maior distribuicdo e ocorréncia dentre as espécies
diazotréficas endofiticas estudadas enquanto a H. rubrisubalbicans tem ocorréncia
mais restrita. No entanto, ambas as espécies podem contribuir para o crescimento
vegetal através de outros fatores, além da FBN. Bastian et al., (1998) detectaram a
producdo de AIA e giberelinas A1 e A3 na espécie H. seropedicae. E Radwan et al.

(2002) constataram a producao de inddis por estirpes de H. rubrisubalbicans.

3.5.3. Nitrospirillum amazonense

A Nitrospirillum amazonense é uma espécie de bactéria fixadora de nitrogénio
e promotora de crescimento que foi primeiramente isolada de plantas da Amazoénia
brasileira, mas que também é encontrada em plantas de cana-de-acucar e em
outros cereais colhidos em diferentes regibes do pais. A estirpe BR11145 da
bactéria foi isolada da cana e testada pela na forma de inoculante microbiano
(EMBRAPA, 2018). Essa espécie era conhecida como Azospirillum amazonense,
mas foi reclassificada como Nitrospirillum amazonense, a partir da combinacéo de
dados genéticos, quimicos, taxondmicos e fisiolégicos (MAGALHAES et al. 1983;
LIN et al. 2015).
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Estas bactérias ocupam o 0s espacos intercelulares e o protoxilema das
raizes e tém a capacidade de colonizar também os colmos das gramineas, devido a
presenca de flagelos, que possibilita uma maior mobilidade desta no solo e nas
plantas (DE WEERT et al., 2002). Poucos dias apos a aplicacdo da bactéria, inicia-
se a promoc¢do de crescimento, devido a aceleracdo na brotacdo de gemas e
estimulacdo do crescimento de raizes, levando a uma maior absor¢cdo de agua e
nutrientes, e como consequéncia, as plantas apresentam maior perfilhamento e area

foliar.

3.5.4. Paraburkholderia tropica

O género Burkholderia faz parte do grupo das betaproteobacterias, o qual
possui algumas espécies que sao relatadas como sendo patogénicas para humanos
e animais. No entanto, as cepas dos complexos B. cepacia, B. pseudomallei e B.
mallei (CHENGE et al., 2005) s&o de natureza ambiental e promovem o crescimento
de plantas. Com base na afinidade filogenética, tem sido recentemente proposto
dividir o género em dois grupos distintos: Burkholderia e Paraburkholderia. Enquanto
o primeiro acomoda isolados clinicos, este udltimo engloba o grupo ambiental
benéfico da planta (SAWANA, 2014; DOBRITSA et al., 2016).

A espécie desse género que participa da composicéo do inoculante para FBN
em cana-de-acucar € Burkholderia tropica (REIS et al., 2004), hoje denominada
Paraburkholderia tropica (OREN & GARRITY, 2015), e os meios de cultivo utilizados
no Brasil para isolamento destes microrgaismos sdo: LGI-P e JMV semissolidos. A
espécie tem a forma de bastdo ligeiramente curvado e sua mobilidade € possivel
devido a existéncia de flagelos. Essas bactérias tem a capacidade de reduzir o
acetileno a etileno em meio semissélido sem nitrogénio, e s&o, portanto,

consideradas capazes de fixar nitrogénio atmosférico.

4. Material e métodos

Serdo realizados quatro experimentos entre 2017 e 2019, nos campos
experimentais da Embrapa Clima Temperado localizada no municipio de Pelotas, no
Rio Grande do Sul, com latitude 52°26°'25” Oeste e 31°40°'41” Sul e altitude de 60
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metros e em uma propriedade no Monte Bonito, 9° distrito de Pelotas, com latitude
de 52°22'10” Oeste e 32°41'08" Sul e altitude de 50 metros.

Para uso nos experimentos, mudas serdo produzidas a partir de mini-toletes
individualizados de colmos de cana-de-acglcar que serdo coletados de areas de
multiplicac@o de cultivares e gendtipos promissores, localizadas no mesmo local. A
individualizac&o dos toletes sera feita com o auxilio de um sistema de guilhotina com

lamina dupla, separando as gemas viaveis e sem 0 ataque de pragas.

A inoculagdo dos mini-toletes sera feita através da imerséo desses materiais
em solucdo contendo um mix com cinco estirpes de bactérias endofiticas
diazotréficas. Depois de inoculados os mini-toletes serdo plantados em tubetes
contendo substrato da marca Turfa Fértil® que serdo colocados em casa de
vegetacdo para brotacdo das gemas e desenvolvimento das mudas, até o momento
da aclimatacdo. No local é feito 0 manejo da temperatura através de sistema de
resfriamento, ventiladores e do uso de telas de sombreamento, a umidade pode ser
controlada através de nebulizadores e a irrigacao é realizada através do sistema de
bandejas flutuantes e microaspersores. A aclimatacdo das mudas sera feita durante
um periodo de aproximadamente 15 dias, em que as mudas irdo ser colocadas sob

sombrite e depois a céu aberto até o transplante para o campo ou vasos.

Experimento 1:

Os tratamentos serdo arranjados em esquema bifatorial 4x2, distribuidos em
blocos casualizados, com quatro repeticbes, sendo eles compostos por quatro
gendtipos de cana-de-agUcar: RB867515, RB92579, RB966928 e RB975932, com e
sem inoculacdo de bactérias diazotréficas. A parcela ou unidade experimental sera
representada por trés linhas de trés metros, onde a linha do meio sera utilizada para

efetuar as avaliacoes.

Serdo avaliados o numero de colmos e o niumero de gemas, a altura, o
diametro dos colmos, a area foliar, o contetdo de clorofila, o teor de sélidos soluveis
totais (SST), medido em °Brix e as variaveis de produtividade: biomassa total (BT),

massa seca total (MST) e toneladas de colmos por hectare (TCH).
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Experimento 2:

O delineamento experimental utilizado serd o de blocos casualizados, com 6
repeticbes, onde cada parcela sera representada por trés plantas de cana-de-
acucar. Os fatores serdo arranjados em esquema bifatorial (5x2), com o objetivo de
testar cinco variedades de cana-de-agucar e o uso de bactérias diazotréficas (com e

sem uso de inoculante bacteriano), totalizando 10 tratamentos.

Serdo realizadas as avaliacdes das seguintes caracteristicas biométricas das
plantas: nimero de folhas e de gemas, a altura e o didmetro do colmo, e ainda, sera

conhecido o indice de clorofila.

Experimento 3:

O delineamento experimental sera o de blocos casualizados, com trés
repeticbes, sendo cada parcela representada por uma planta. Serdo realizadas
avaliacdes biométricas, através da contagem dos numeros de folhas verdes e da
altura das plantas, o potencial hidrico (Ww) nas folhas sera determinado com o
auxilio de um osmodmetro, e a partir da extracdo de discos foliares sera determinado

o conteudo relativo de agua (CRA).

Com o auxilio de um analisador portatil de gases a infravermelho, IRGA (Infra
Red Gas Analyser), na primeira folha totalmente expandida e com ligula aparente,
no terco médio do limbo foliar também serdo avaliadas as trocas gasosas, a
assimilacdo liquida de CO, (A, pmol m? s, a transpiracdo (E, mmol m? s?), a
condutancia estomatica (gs, mol m? s?), a concentracdo intercelular de CO, (Ci,
umol mol™) e a respiragdo no escuro (R, pmol m? s™). E os contetidos foliares de
clorofilas a e b e total serdo avaliados nos mesmos dias que as trocas gasosas, com
um medidor eletrénico do conteddo de clorofila ClorofiLOG, da marca FALKER,
modelo CFL 1030.

Experimento 4: O delineamento experimental adotado sera o de blocos
casualizados, com quatro repeticdes, onde os fatores serdo arranjados em um
esquema fatorial 5x4, totalizando 20 tratamentos e 80 parcelas, compostas por trés

linhas de trés metros (Apéndice Il). Os tratamentos serdo formados conforme a
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combinacdo dos cinco genétipos de cana-de-acUcar (RB867515, RB966928,
RB106814, RB106818 e RB106819) com quatro condi¢cdes de inoculacdo e
adubacéo nitrogenada em cobertura, sendo elas: C1 - com inoculacédo; C2 - com
adubacdo nitrogenada (dose recomendada); C3 - com inoculacdo + adubacédo

nitrogenada e C4 - controle sem nenhum tipo de tratamento.

Durante o cultivo serdo acompanhados o perfilhamento, a area foliar, e o
indice de clorofila dos tratamentos, até o surgimento dos colmos, que se da em torno
dos 120 dias apds o transplante. A partir deste momento serdo feitas as medidas de
sélidos soluveis totais (°Brix) até a colheita, onde serdo realizadas avaliacdes de
produtividade e sera realizada a amostragem de material para as avaliacdes
guimico-bromatoldgicas. Para este fim serdo analisadas as seguintes variaveis:
nitrogénio acumulado, matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA), digestibilidade in vitro da FDN,
celulose (CEL), hemicelulose (HEM), lignina (LIG) e cinzas (CZ).

Também serdo determinados o rendimento teérico de etanol de primeira e
segunda geracdo. Utilizando metodologia descrita por Santos et al. (2012),
considerando 100% de eficiéncia na hidrolise e fermentacdo e aplicando-se as
formulas 1G= ((TCH x RTC) x (SST/100) x PC x RTGE) x 1000)/DE; ECEL= ((TMSH
X (CEL/100) x RTCG x RTGE) x 1000) / DE, considerando o etanol produzido a partir
da celulose e EHEMI= ((TMSH x (HEMI/100) x RTHX x RTXE) x 1000) / DE,

considerando apenas o etanol proveniente da hemicelulose.
Onde:

1G: Volume de etanol de primeira geracao por hectare (L)
TCH: Toneladas de colmo por hectare

SST: Teor de solidos sollveis totais no colmo em %

RTC: Rendimento tedrico de caldo no colmo (0,75 g g-1)
PC: Pureza tedrica do caldo 0,95 (g g-1)

TMSH: Toneladas de matéria seca por hectare

Os calculos de rendimento teorico de etanol de segunda geracdo serdo
realizados conforme descrito por Santos et al. (2012), considerando 100% de
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eficiéncia na hidrolise e fermentacdo. Para o calculo de rendimento de etanol de
segunda geracéo a partir de celulose (ECEL) foi utilizada a equacao descrita abaixo

ECEL= ((TMSH x (CEL/100) x RTCG x RTGE) x 1000) / D

Onde:

ECEL: Volume de etanol de celulose por hectare (L)

TMSH: Toneladas de matéria seca por hectare

CEL: Teor de celulose na amostra em %

RTCG: Rendimento tedrico de converséao de celulose em glicose (1,11 g g-1)
RTGE: Rendimento tedrico de conversao de glicose em etanol (0,511 g g-1)
DE: Densidade do etanol (0,789 g I-1)

Para o calculo de rendimento de etanol de segunda geracédo a partir de hemicelulose

(EHEMI) foi utilizada a equacao descrita abaixo:

EHEMI= ((TMSH x (HEMI/100) x RTHX x RTXE) x 1000) / DE
Onde:

EHEMI: Volume de etanol de hemicelulose por hectare (L)

TMSH: Toneladas de matéria seca por hectare

HEMI: Teor de hemicelulose na amostra em %

RTHX: Rendimento tedrico de conversdo de hemicelulose em xilose (1,057 g g-1)
RTXE: Rendimento teérico de converséo de xilose em etanol (0,511 g g-1)

DE: Densidade do etanol 0,789 (g I-1)

Para obtencdo do rendimento tedrico de etanol total de segunda geracao (2G) foi
efetuada a soma do ECEL e EHEMI

2G= ECEL + EHEMI

5. Resultados e Impactos esperados

Com os resultados desta pesquisa é esperado comprovar a eficiéncia do uso
de bactérias diazotréficas no desenvolvimento de cana-de-agucar, diminuindo o uso

de fertilizante nitrogenado da cultura, e consequentemente, o impacto ambiental
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gerado pelo sistema de producéo de cana-de-agucar. E com isso, contribuir com a
liberacdo e comercializacdo dos inoculantes bacterianos para cana-de-acgucar.

6. Cronograma do Projeto

ATIVIDADE 1/2017 | 2/2017 | 1/2018 | 2/2018 | 1/2019 | 2/2019 | 1/2020
Reviséo de literatura X X X X X X
Disciplinas X X X X
Avaliacbes em primeira soca X X
Produc&o de mudas X
Avaliagdes microbioldgicas X
Implantagio experimentos X
Avaliacdes X X X
Qualificacdo do doutorado X
Tabulacdo/analise de dados X X X X
Publicac&o de resultados X X
Elaboracéo e defesa da tese X X
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Para a realizacdo da tese o projeto conta com recurso financeiro e logistico,

além do apoio com materiais e analises, das instituicbes Embrapa Clima Temperado

(Pelotas), Embrapa Agrobiologia (Seropédica), Programa de Pds-graduacdo em

Sistemas de Producédo Agricola Familiar (UFPel), CAPES e Universidade Federal de

Santa Maria. Os recursos estéo detalhados a seguir:

DESCRICAO UNIDADE QUANT. R$UNIT. R$TOTAL
MATERIAL DE CONSUMO

Substrato Sacos 40 15 600,00
Sacos de Papel Pact ¢/100 10 25 250,00
Material de Escritorio Diversos 1 700 700,00
Material de Laboratério Diversos 1 1000 1.000,00
Outros Insumos Diversos 1 2500 2.500,00
EQUIP. E MATERIAL PERMANENTE

Tubetes * unidade 5.000 0,50 2.500,00
Guilhotina * unidade 1 500,00 500,00
Paquimetro * unidade 1 70,00 70,00
Balanca * unidade 1 2.000 2.000,00
Clorofildmetro * unidade 1 6.000 6.000,00
Tesoura de poda * unidade 2 80,00 160,00
Podao * unidade 2 50,00 100,00
Trenade 50 m * unidade 1 35,00 35,00
OUTROS SERVICOS

Passagens 4 800 R$ 3.200,00
Publicacdes previstas 2 4000 R$ 8.000,00
Despesas com congressos 2 1800 R$ 3.600,00
Andlises de laboratoério 2 900 R$ 1.800,00
SUB-TOTAL R$ 33.015,00
IMPREVISTOS (10%) R$ 3.300,00
TOTAL R$ 36.315,00

* Equipamento ou material disponivel na unidade de pesquisa.
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3. Relatorio do trabalho de campo

Experimento 1: Desempenho de gendtipos de cana-de-agucar inoculados com

bactérias endofiticas diazotroficas em cultivo de primeira soca

Com o objetivo de dar continuidade ao trabalho que apresentou resultados
promissores da inoculagdo de bactérias endofiticas diazotréficas em cana-planta
(MATOSO, 2017), o experimento conduzido em uma propriedade rural localizada no
Monte Bonito, interior do municipio de Pelotas/RS, cujas coordenadas sao 52°22’10”
Oeste e 32°41'08" Sul e altitude de 50 metros, foi avaliado durante o ciclo de cana-

soca, na safra agricola 2016/2017.

Figura 1. Experimento de genétipos de cana-de-aglicar com e sem inoculagdo de bactérias
endofiticas diazotroficas no cultivo de cana-soca, no Monte Bonito, interior de Pelotas, RS. (Imagem:
Ester Schiavon Matoso, 2017).
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Os tratamentos foram arranjados em esquema bifatorial 4x2, distribuidos em
blocos casualizados, com quatro repeticdes, sendo eles compostos por quatro
genaotipos de cana-de-acucar: RB867515, RB92579, RB966928 e RB975932, com e
sem inoculacdo de bactérias diazotroficas. A parcela ou unidade experimental foi
representada por trés linhas de trés metros, onde a linha do meio foi utilizada para
efetuar as avaliagoes.

A inoculacéo de bactérias nos tratamentos foi efetuada durante a producéo de
mudas de cana-de-acucar, no ano anterior. As mudas foram provenientes de toletes
de uma gema previamente tratados e inoculados com bactérias diazotroficas, que
foram plantados em tubetes contendo substrato para brotacdo e crescimento. Apos
cerca de 30 dias mantidas em casa de vegetacdo climatizada, as mudas foram
transferidas para tela de sombreamento (sombrite), para que ocorresse a primeira
fase da aclimatacdo e em seguida elas foram deixadas a céu aberto para finalizar a
aclimatacdo em pleno sol, num total de 15 dias. Em seguida foram transplantadas
para o campo, foram feitas as avaliacbes em cana-planta e apds a colheita, a cana-
de-acucar rebrotou e foi avaliado o ciclo de cana-soca. Foram efetuadas avaliagdes
biométricas, indice de clorofila, maturagéo, produtividade, contetdo de matéria seca
e de nitrogénio.

Antecipando a colheita da cana-soca, aos 240 dias, foi contado o nimero de
colmos e o numero de gemas, a altura foi medida com o auxilio de uma régua e
expressa em centimetros (cm), e o diametro dos colmos foi realizado através de um
paquimetro digital, expresso em milimetros (mm).

A éarea foliar foi estimada a partir de contagens do numero de folhas e
medidas de comprimento e largura das folhas de um perfilho. Em seguida, os
valores foram inseridos na equacdo descrita por Hermann; Camara (1999), onde
AF=[C x L x 0,75 x (NF + 2)]. A férmula leva em consideracdo o comprimento (C) e
a largura (L) também da folha +3 e o numero de folhas abertas com pelo menos 20%
de area verde na planta (NF).

O conteudo de clorofila foi observado na por¢éo intermediéria das folhas +3,
através do medidor de clorofila ClorofiLOG, da marca FALKER, modelo CFL 1030.
Esse equipamento usa trés faixas de frequéncia de luz, permitindo uma analise
detalhada que pode ser visualizada instantaneamente ou armazenada no
computador. A medigdo Otica analisa a absorcdo de luz pela folha, indicando a

presenca de clorofila em valores SPAD (Soil Plant Analysis Development).
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Figura 2. a) ClorofiLOG, da marca FALKER, modelo CFL 1030;B) Medidas para calculo da area foliar
e posterior Indice de area foliar (IAF). (Imagens: Ester Schiavon Matoso, 2017)

O parametro utilizado na avaliagdo da maturacdo dos genotipos foi o teor de
sélidos soluveis totais (SST), medido em °Brix. As avaliacbes de SST foram
realizadas durante o periodo de desenvolvimento da cultura, a partir do surgimento
dos colmos até a maturacdo. As avaliacdes foram realizadas em trés diferentes
colmos, com amostragem em dois pontos por colmo: no terceiro entre nd abaixo do
ponto de quebra do palmito e no terceiro entre n6 acima do solo, com utilizacdo de
um calador para coleta do caldo no colmo e leitura em refratdmetro digital portétil
marca Atago® modelo Pal™, com compensac&do automatica da temperatura.

As variaveis utilizadas para avaliacdo de produtividade foram biomassa total
(BT), massa seca total (MST) e toneladas de colmos por hectare (TCH). Foram
cortadas duas touceiras em sequéncia, na linha central da parcela e na parte central
da linha, as quais foram pesadas com auxilio de balanca digital. Para biomassa total
foram pesadas as touceiras inteiras e aplicada a formula BT= (PT x ((100/E) X
100)/1000), onde PT se refere a massa de duas touceiras inteiras com colmos e
folhas (kg) e E se refere ao espacamento (1,4 m). E para toneladas de colmos,
esses foram pesados sem ponteiro e sem folhas e o peso aplicado a formula TCH =
(PC x ((100/ E) x 100), onde PC se refere a massa de colmos das duas touceiras.

Para determinar o conteudo de matéria seca, foi efetuada uma amostragem
significativa de trés colmos com folhas, os quais foram triturados individualmente em

um triturador de galhos e residuos organicos, da marca Trapp, modelo TR 200,
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pesados e levados a estufa, onde permaneceram a 60° até que estivessem
totalmente secos. Apés este periodo, que levou em torno de sete dias, as amostras
foram homogeneizadas e pesadas novamente. Em seguida, uma amostra de cada
tratamento foi separada e triturada, porém dessa vez em moinho de facas, até atingir
0 tamanho de particula ideal para analise do contetudo de nitrogénio dos tratamentos
em um analisador elementar, realizada no laboratorio de solos da Universidade
Federal de Santa Maria.

Quanto a analise estatistica, os resultados foram avaliados quanto aos
pressupostos (normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, homocedasticidade pelo
teste de Hartley e a independéncia dos residuos foi verificada graficamente).
Posteriormente, foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e em caso de
significAncia estatistica, compararam-se os efeitos dos genoétipos pelo teste de

Tukey e da inoculacéo pelo teste t, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Escolha dos gendtipos e producao de mudas

Diante dos resultados preliminares do estudo anterior, também os resultados
em cana-planta no mesmo experimento na safra 2015/2016 (Apéndice I) e levando-
se em conta o0 uso das variedades RB867515 e RB966928 no Brasil (BRAGA
JUNIOR et al.,, 2018) escolheram-se essas para dar continuidade na pesquisa,
juntamente com as variedades RB106814, RB106818 e RB106819, que se
mostraram promissoras para producéo de etanol de segunda geracao e para serem
utilizadas na alimentacéo animal no estudo desenvolvido por Lemdges, (2018).

Para atingir os objetivos, primeiramente foram produzidas mudas dos cinco
materiais, a partir de colmos que foram coletados do campo, despalhados e cortados
em toletes de gema unica, conhecidos como minitoletes, com o auxilio de uma
guilhotina de lamina dupla. Apos o corte, esses foram submetidos a tratamento com
fungicida de acgédo sistémica a base de piraclostrobina por 3 minutos e em seguida,
metade do material foi inoculado com bactérias endofiticas diazotroficas pela
imersdo em solucéo turfosa por 30 minutos (Figura 3A).

A mistura bacteriana continha cepas de Gluconacetobacter diazotrophicus
BR11281" = PAL-5', descrito por Cavalcante e Débereiner (1988); Herbaspirillum
seropedicae BR11335 = HRC54, descrito por Baldani et al. (1986); Herbaspirillum
rubrisubalbicans - BR11504 = HCC103, descrito Baldani et al. (1996);
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Paraburkholderia tropica - BR11366" = PPe8", anteriormente pertencente ao género
Burkholderia, descrito por Reis et al. (2004) e recentemente reclassificado por Oren
e Garrity (2015); e Nitrospirillum amazonense - BR11145 = CBAMc, anteriormente
pertencente ao género Azospirillum, descrito por Magalhdes et al. (1983) e
reclassificado por Lin et al. (2014). Essas bactérias foram previamente testadas e
selecionadas por Oliveira et al. (2002, 2006) e depositado na colecdo de Bactérias
Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia - CBR Johanna Débereiner.

Os minitoletes foram plantados em tubetes com volume de 180 cm3, contendo
substrato comercial da marca Turfa Fértil, alocados em bandejas contendo 54
células, que foram mantidas em camara de crescimento com temperatura média de
32°C durante sete dias para que ocorresse a brotacdo das gemas (Figura 3B e 3C).
Apos esse periodo, as bandejas com as mudas foram transferidas para casa de
vegetacdo modelo duas aguas, cujas dimensdes sao de 12,8m de largura e 12m de
comprimento, mais antecamara de acesso localizada em uma frontal da casa, que
totalizam 165,6mz2, onde foram mantidas até o momento de instalagcdo dos demais
experimentos da pesquisa. O manejo da temperatura foi feito através de sistema de
resfriamento, mantendo-se a temperatura de 25°C e a umidade foi mantida através

do uso de nebulizadores (Figura 3D).
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Figura 3. Etapas da producédo de mudas de cana-de-acgUlcar a partir de minitoletes: (A) inoculagdo em
solucao turfosa; (B e C) brotacdo em camara de crescimento; (D) crescimento em casa de vegetagao
com condi¢des de temperatura e umidade controladas (Imagens: Ester Schiavon Matoso, 2018).

Pré-teste 1. Avaliacdo dos efeitos do déficit hidrico em mudas de cana-de-
acUcar inoculadas com bactérias endofiticas diazotro6ficas

O presente ensaio teve inicio 40 dias ap0s o plantio dos mini-toletes, com
mudas devidamente enraizadas em tubetes de 130 cm3. Os fatores foram arranjados
em um esquema bifatorial (genétipo x inoculacdo), totalizando 10 tratamentos.

Inicialmente foram realizadas avalia¢des de altura, nimero de folhas verdes,
diametro do colo, contetdo relativo de agua, massa fresca e massa seca das folhas
e volume de raizes, nas mudas mantidas sob condi¢cdes adequadas de irrigagdo em
casa de vegetagcdo climatizada, com umidade controlada através do uso de
nebulizadores (Figura 4A).

Na mesma ocasido, mudas dos diferentes tratamentos foram alocadas em

casa de vegetacdo com irrigacdo suspensa (Figura 4B). O periodo de estresse
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hidrico foi de seis dias e foram realizadas avaliagcbes das mudas diariamente, por um

Unico avaliador, com inicio um dia apoés a instalagdo do experimento.

vl T mm : '{‘L"ww;

B
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Figura 4. Momento da instalacdo do experimento de tolerancia ao déficit hidrico em mudas de cana-
de-acUcar inoculadas ou ndo com bactérias endofiticas diazotréficas. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS (Imagens: Ester Schiavon Matoso, 2018).

Os parametros observados foram: altura da muda, conteddo de clorofila, com
o auxilio de um clorofilbmetro, e ainda, aplicou-se uma escala visual de notas de
tolerancia ao estresse hidrico descrito por Harter, (2018).

Os principais critérios adotados pelo autor, para determinacdo do nivel de
tolerancia ao déficit hidrico, foram o enrolamento foliar, murcha e descoloracédo das
folhas. Neste sentido, as classes de tolerdncia sdo descritas como: Nota 1
(Altamente tolerante) - mudas com auséncia de sintomas de déficit hidrico, com
folhnas verdes e de aparéncia tenra; Nota 2 (Tolerante) — mudas com sintomas
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iniciais de deficiéncia hidrica, leve murchamento das folhas e com enrolamento nas
folnas mais jovens; Nota 3 (Medianamente tolerante) - mudas com sintomas
intermediarios de deficiéncia hidrica, murchamento e enrolamento foliar presente em
todas folhas, com inicio de descoloracdo foliar, porém com auséncia de folhas
secas; Nota 4 (Sensivel) — mudas com sintomas intensos de deficiéncia hidrica,
folnas mais velhas secas e presenca de descoloracdo em todas as folhas; Nota 5
(Altamente sensivel) — mudas com sintomas severos de deficiéncia hidrica, com

completo enrolamento foliar, descoloracéo e folhas totalmente secas (Figura 5).

Figura 5. Escala visual de notas para tolerancia ao déficit hidrico em plantulas de cana-de-acucar: 1 -
Altamente tolerante; 2 - Tolerante; 3 - Medianamente tolerante; 4 - Sensivel; 5 - Altamente sensivel
(Imagem: Adilson Harter, 2018).

Além disto, foi realizada a avaliacdo do conteudo relativo de agua nas folhas
das mudas ao final do periodo de estresse hidrico, para fins de comparagdo com 0s
valores encontrados nas plantas irrigadas. Muitos autores consideram que o
conteudo relativo de agua (CRA) seja bem correlacionado com os fatores fisioldégicos
das plantas, por apresentar forte relacdo com volume celular, relevante no
metabolismo de plantas sob o déficit hidrico (JHONES, 1992).

O CRA foi determinado segundo a metodologia descrita por Silveira et al.
(2003), discos foliares de 1 cm de diametro foram coletados das mudas de cana-de-
acucar e pesados imediatamente, obtendo-se sua massa fresca (MF). Em seguida,
foram dispostos em placas de Petri e imersos em agua destilada, por sete horas, em
temperatura ambiente sob radiacdo fotossinteticamente ativa e entdo, os discos
foram secos em papel filtro e pesados nhovamente, obtendo-se a massa turgida (MT).
O material foi seco em estufa a 60°C por 48 horas e pesados novamente, para a
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obtencdo da massa seca (MS) e o CRA foi calculado pela equagéo:
CRA=((MF-MS)/(MT-MS))x100.

E com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia das mudas e o reestabelecimento
das mesmas apoés o estresse hidrico, foi efetuado o corte das folhas acima do ponto
de crescimento e o encharcamento dos recipientes em lamina de &gua por 5
minutos. Em seguida, os tratamentos foram alocados em casa de vegetacéo, sob
regime de irrigacdo normalmente (Figura 6) e avaliados uma vez a cada trés dias,
onde foram contadas as mudas sobreviventes e observado o crescimento, através
da medida da altura das mudas. As folhas retiradas de todos os tratamentos foram
pesadas, secas em estufa a 60°C por 48 horas e pesadas novamente, para

determinacao do contetdo de matéria seca.

Figura 6. Avaliacao de crescimento e sobrevivéncia de mudas apoés estresse hidrico. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS (Imagens: Ester Schiavon Matoso, 2018).

Experimento 2: Caracteristicas biométricas e indice de clorofila de plantas
adultas de cana-de-acucar em funcdo do uso de bactérias diazotroficas

Aos 30 dias apos o plantio mudas foram transplantadas para sacos plasticos
pretos de cinco litros, contendo substrato de marca comercial, a base de turfa e
casca de arroz carbonizada e foram transferidas para uma estufa tipo telado, onde

foi realizado o experimento.
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Aos 90 dias apos a transferéncia das plantas para o telado (Figura 7), foram
realizadas as avaliacdes das caracteristicas biométricas das plantas em fase adulta,
priorizando-se o colmo principal e desbastados os demais perfilhos. O nimero de
folhas e de gemas foram realizados através da contagem dos mesmos, a altura da
planta foi medida com o auxilio de uma régua graduada em centimetros e o diametro
do colmo, em milimetros, foi medido com o auxilio de um paquimetro digital na
porcdo intermediaria do mesmo. O indice de clorofila foi observado na porcéo
intermediaria das folhas +3, através do medidor de clorofila ClorofiLOG, da marca
FALKER, modelo CFL 1030. Esse equipamento avalia, quantitativamente, a
intensidade do verde da folha, medindo as transmissbes de luz a 650 nm, onde
ocorre absorcao de luz pela molécula de clorofila e a 940 nm, onde ndo ocorre
absorcdo. Com estes dois valores, 0 equipamento calcula um ndamero ou indice
SPAD (Soil Plant Analysis Development) que, normalmente, € altamente
correlacionado com o teor de clorofila da folha (MARKWELL et al., 1995;
GUIMARAES et al., 1999). Os resultados obtidos foram analisados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, a homocedasticidade pelo teste de Hartley e
a independéncia dos residuos foi verificada graficamente. Posteriormente, foram
submetidos a analise de variancia (p<0,05) e em caso de significancia estatistica,
compararam-se os efeitos das variedades pelo teste de Tukey (p<0,05) e do uso de

bactérias diazotroficas pelo teste t (p<0,05).

Figura 7. Viséo geral do experimento desenvolvido em telado, Embrapa Clima Temperado, 2019.
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Pré-teste 2: Andlises da fotossintese em plantas adultas de cana-de-acUcar
com auxilio do analisador de trocas gasosas (IRGA)

A fim de testar os efeitos da aplicacdo de bactérias diazotréficas sobre a
fisiologia de plantas de cana-de-acUcar em situacdo de deficit hidrico, foram
selecionadas trés plantas do experimento 2 das variedades RB867515 e RB966928,
com e sem a aplicacdo de bactérias e restringiu-se totalmente a irrigacdo. As
avaliacdes realizadas foram: atividade fotossintética (Pn), a condutancia estomatica
(gs) e a transpiracao liquida (E) com o auxilio de um analisador de trocas gasosas
(IRGA), até o décimo segundo dia de restricdo hidrica, momento em que as plantas
apresentaram elevada queda nas taxas fotossintéticas (Figura 8). Os resultados
apresentados foram bastante promissores e levaram a conclusdo de que seria
interessante dar continuidade na pesquisa com as demais variedades de cana-de-

acucar.

Figura 8. Avaliagbes com auxilio do IRGA em plantas adultas de cana-de-acUcar das variedades
RB867515 e RB966928, com e sem aplicacdo de bactérias diazotroficas. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS (Imagens: Ester Schiavon Matoso, 2019).

Experimento 3: Influéncia de bactérias endofiticas diazotréficas nos efeitos do
déficit hidrico em plantas de cana-de-agucar

Para realizacdo deste experimento, novas mudas foram produzidas, da
mesma forma dos experimentos anteriores. Trinta dias ap0s este processo, as

mudas de cana-de-agucar foram transplantadas para sacos plasticos pretos de cinco
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litros e foram mantidas por 15 dias em casa de vegetacdo sob irrigacdo por
microasperséao e temperatura de 28°C (Figura 9).

Figura 9. A) Mudas de cana-de-agucar logo apoés o transplante para os sacos plasticos; B) Plantas de
cana-de-aclcar 15 dias apés o tranplante. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS (Imagens: Ester
Schiavon Matoso, 2019).

Em seguida as mudas foram transferidas para outra casa de vegetacao
(Figura 10), onde se manteve a irrigacao por gotejamento, de 2 a 3 vezes ao dia,
dependendo da demanda hidrica das plantas e a programacao do local de maneira
gue a temperatura permanecesse 0 mais proximo de 25°C, sendo as temperaturas
minima de 11,8 e maxima de 32,4°C, registradas pela Estacdo Meteorologica da
Embrapa Clima Temperado. As plantas foram mantidas nestas condi¢cdes até 90
dias apdés o plantio quando entdo, efetuou-se o encharcamento dos recipientes
(Figura 11), que foi feito através da imersao dos recipientes em agua por 10 minutos
ou até que os poros do substrato estivessem totalmente encharcados. Em seguida
foi drenado o excesso de agua nos sacos e partir deste momento, nos tratamentos
de déficit hidrico, a irrigacao foi totalmente suspensa para dar inicio ao experimento.
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Figura 10. Instalacdo do experimento em parcelas subdivididas em funcdo das condicGes de

irrigacdo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2019. (Imagem: Ester Schiavon Matoso).

Figura 11. Encharcamento dos recipientes para dar inicio ao experimento de estresse hidrico.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2019. (Imagem: Ester Schiavon Matoso).

A umidade do experimento foi monitorada (Figura 12) com o auxilio de um
sensor de umidade de solo higrdmero com arduino, que mede o conteudo relativo de
agua no substrato ou solo (%) e também, através da pesagem dos recipientes,

diariamente, sempre no mesmo horario, 8h30min da manha.
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Figura 12. A) Medida do contetdo relativo de dgua no substrato com auxilio de um sensor higrémero
com arduino. B) Pesagem dos conjuntos recipinete+planta. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS,

2019. (Imagem: Ester Schiavon Matoso).

Com o auxilio de um analisador portétil de gases a infravermelho, IRGA
(modelo LI6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, EUA), na primeira folha totalmente
expandida e com ligula aparente, no terco médio do limbo foliar avaliou-se a
assimilacao liquida de carbono (A), a condutancia estomética (gs) e a transpiracao
liquida (E), aos 13, 17 e 22 dias ap0s o encharcamento das plantas (Figura 13). A
primeira avaliacdo foi realizada quando sintomas de estresse, como enrolamento
das folhas, comecaram a aparecer e a Ultima, quando todos os tratamentos
mantidos em déficit hidrico apresentavam elevada queda na atividade fotossintética.
As medi¢cbes foram realizadas entre as 09h0Omin e 11h00min da manh&, com
concentracdo de CO, na camara de 400 ymol mol™?, 25°C de temperatura e uma
densidade de fluxo de fétons de 500 pmol de fétons m™ s, usando a fonte de luz da
LI-COR anexada na camara de medicdo. O contetdo foliar de clorofila total foi
observado nos mesmos dias que as trocas gasosas, através do medidor eletrénico
do conteudo de clorofila ClorofiLOG, da marca FALKER, modelo CFL 1030.
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Figura 13. Avaliac@es fisiologicas em plantas de cana-de-aglcar com o auxilio de analisador portatil
de gases a infravermelho (IRGA). Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS (Imagem: Ester Schiavon
Matoso).

Os parametros da fluorescéncia da clorofila de plantas adaptadas ao escuro
foram medidos usando um fluordbmetro de bancada (modelo PAM-2500 da Walz
Heinz GmbH, Effeltrich, Alemanha), como pode se observar na figura 14A. No
vigésimo primeiro dia de déficit hidrico, folhas foram mantidas no escuro por pelo
menos 30 minutos, em seguida foram extraidos discos de 1 cm que foram expostos
a fluorescéncia, induzida por um pulso de flash de saturacdo com 7000 ymol fétons
m-2 s 1. As leituras foram realizadas por variedade, sendo alocados nove discos
foliares em placas de petri de cada um dos tratamentos: inoculado e irrigado;
controle e irrigado; inoculado e estressado; e controle estressado (Figura 14B).

A eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm) foi definida como (Fm-Fo)/Fm,
onde Fm corresponde a fluorescéncia maxima e Fo a fluorescéncia inicial. O
rendimento quantico fotoquimico efetivo do FSIl (Y(ll)) foi definido como (Fm’-
Fs)/Fm'. A dissipacéo fotoquimica (qP) foi definida como 1- (FsFo")/(Fm'-F') e taxa de
transporte de elétrons (ETR) definida como PAR.ETRfator.PPS2/PPPS. Y(II)
(BAKER, 2008).
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petri para avaliacdes no fluorémetro da clorofila.

Para a determinacdo do conteudo relativo de agua (CRA), foram extraidos
discos foliares de 1 cm da folha +3 (SILVEIRA et al., 2003), que foram pesados
imediatamente apos a coleta, em balanca de precisdo, obtendo-se sua massa fresca
(MF). Em seguida, foram dispostos em placas de Petri e imersos em agua destilada,
por sete horas, em temperatura ambiente sob radiacdo fotossinteticamente ativa de
40 pmol m™ s (Figura 15A). Entéo, os discos foram secos em papel filtro e pesados
novamente, obtendo-se a massa targida (MT). O material foi seco em estufa a 80°C
por 48 horas e pesados hovamente, para a obtencdo da massa seca (MS). Por fim,
o CRA foi calculado pela equacao: CRA=((MF-MS)/(MT-MS))x100.

O Potencial osmatico (Ws) foi conhecido com o auxilio de um osmémetro de
presséo de vapor (Vapro® 5600, Wescor, Inc., Logan, UT, USA). Amostras de folhas
de cana-de-acucar foram previamente pesadas em balanca de precisao,
padronizando-se o peso de 150 mg. Essas foram alocadas em tubos conicos tipo
eppendorf de 0,5 mL, onde foram maceradas com auxilio de bastdo de vidro. Em
seguida, adicionou-se 50 pL de agua ultrapura em cada um dos tubos, que foram
submetidos a um spin de 1 minuto em centrifuga sob 12.000 rpm. A seguir, todo o
sobrenadante foi transferido para novos eppendorfs, repetiu-se a centrifugacao e
entao, retirou-se 10 pL do sobrenadante para realizar a leitura da osmolaridade do
tecido (Figura 15B). Os valores obtidos em milimoles por quilograma foram
convertidos em potencial osmotico, por meio da equacédo de Van't Hoff (Souza et al.,

2012) sendo, em seguida, convertidos em MPa.
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Figura 15. A) Andlise do conteldo relativo de dgua (CRA) nos tratamentos; B) osmémetro de presséo
de vapor (modelo Vapro® 5600). Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2019. (Imagens: Ester

Schiavon Matoso).

Além disso, ao final do experimento, medidas de crescimento foram
realizadas nas plantas: o nimero de folhas verdes e de perfilhos emitidos pelas
plantas foram conhecidos através da contagem dos mesmos, a altura da planta foi
medida com o auxilio de uma régua graduada em centimetros e o diametro do
colmo, em milimetros, foi medido com o auxilio de um paquimetro digital na porcéao
intermediaria. E por fim, a parte aérea das plantas foi cortada e pesada para a
determinacdo da massa fresca, e seguida foram levadas a estufa, onde

permaneceram por sete dias a 60°C para determinar a massa seca.
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Experimento 4: Aplicacdo de bactérias endofiticas diazotroficas e adubacéo
nitrogenada em cana-planta

O experimento foi realizado na area experimental da Embrapa Clima
Temperado (Sede), em Pelotas/RS, cujas coordenadas sao 31° 40’ 16” S e 52° 26’
28”. O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, com quatro
repeticbes, onde os fatores foram arranjados em um esquema fatorial 5x4,
totalizando 20 tratamentos e 80 parcelas, compostas por trés linhas de trés metros
(Vide anexo). Os tratamentos foram formados conforme a combinacdo das cinco
variedades de cana-de-acucar (RB867515, RB966928, RB106814, RB106818 e
RB106819) com quatro condicbes de inoculagcdo e adubacdo nitrogenada em
cobertura, sendo elas: C1 - com inoculacdo; C2 - com adubacéo nitrogenada (dose
recomendada); C3 - com inoculacdo + adubacédo nitrogenada e C4 - controle sem
nenhum tipo de tratamento.

Antecipando o transplante das mudas para o campo, foi realizada uma
adubac&o de correcdo com dose recomendada de fosforo e potéssio (20 kg ha de
N, 140 kg ha' de P,Os e 130 kg ha™ de K,0) e foi efetuado o preparo do solo da
area experimental para o recebimento das mudas. O transplante (Figura 16) foi
realizado de forma manual, com uma ferramenta chamada saraqua, adaptada da

semeadura antiga de milho.

Figura 16. Transplante de mudas de cana-de-agUcar na area experimental da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS (Imagens: Ester Schiavon Matoso, 2018).
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No decorrer do experimento, foi realizada a adubacédo com 80 Kg.ha™ de N
em cobertura, apenas nos tratamentos em que deveria conter a mesma. Além disso,
foram efetuados os devidos controles de plantas daninhas para que o cultivo da
cana-de-acucar se dé em ambiente limpo, livre de competicdes.

Quanto as avaliacdes, foram acompanhados o perfilhamento, a area foliar, e 0
indice de clorofila dos tratamentos, até o surgimento dos colmos, que se deu em
torno dos 120 dias apOs o transplante. A partir deste momento foram feitas as
medidas de sdlidos solaveis totais (°Brix) até a colheita, onde foram realizadas
avaliacbes de produtividade e a amostragem de material para as avaliagbes
quimico-bromatolégicas. Para este fim foram analisadas as seguintes variaveis:
nitrogénio acumulado, matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), holocelulose (HOL), celulose (CEL),
hemicelulose (HEM), lignina (LIG), extrativos totais (ET) e cinzas (CZ).

O perfilhamento foi acompanhado através da contagem do numero de
perfilhos. A area foliar foi estimada a partir de contagens do numero de folhas e
medidas de comprimento e largura das folhas de um perfilho. Em seguida, os
valores foram inseridos na equacao descrita por Hermann; Camara (1999), onde
AF=[C x L x 0,75 x (NF + 2)]. A férmula leva em considera¢édo o comprimento (C) e
a largura (L) também da folha +3 e o nimero de folhas abertas com pelo menos 20%
de area verde na planta (NF). E o conteudo de clorofila foi observado na porcao
intermediaria das folhas +3, através do medidor de clorofila ClorofiLOG.

O parametro utilizado na avaliacdo da maturacdo dos genétipos foi o teor de
sélidos soluveis totais (SST), medido em °Brix com o auxilio de um refratdmetro
digital (Figura 17A). As avaliacBes de SST foram realizadas durante o periodo de
desenvolvimento da cultura, a partir do surgimento dos colmos até a maturacdo. As
avaliagOes foram realizadas em trés diferentes colmos, com amostragem em um
ponto do colmo, trés entrends acima do solo.

Para avaliar a produtividade foram cortadas duas touceiras em sequéncia, ha
linha central da parcela e na parte central da linha, as quais foram pesadas com
auxilio de balanca digital (Figura 17B). Para biomassa total foram pesadas as
touceiras inteiras e aplicada a formula BT= (PT x ((100/E) x 100)/1000), onde PT se
refere a massa de duas touceiras inteiras com colmos e folhas (kg) e E se refere ao

espacamento (1,4 m).
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Figura 17. A) Analise de sélidos soluveis totais (°Brix); B) Avaliacdo do peso de duas touceiras para
fins de produtividade, em balanca digital, Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS (Imagens: Ester
Schiavon Matoso, 2019).

Durante a colheita foi realizada a amostragem de 3 colmos os quais foram
triturados individualmente em um triturador de galhos e residuos organicos, da
marca Trapp, modelo TR 200 (Figura 18A), pesados e levados a casa de vegetacao
com circulacao de ar forgcada, para retirada do excesso de umidade, evitando que as
amostras emboloracem. Em seguida, as amostras foram transferidas para estufa
onde permaneceram a 60° até que estivessem totalmente secos. Uma amostragem
foi realizada e amostras recém-trituradas foram pesadas, e ap0s secagem, pesadas
novamente, para determinacdo da massa seca (Figura 19A). O restante do material
foi triturado, porém dessa vez em moinho de facas (Figura 18B), até atingir o
tamanho de particula ideal para as analises quimico-bromatologicas.

Para a determinacdo do contetdo de cinzas (Figura 19B), foi utilizado o
procedimento de laboratério do Instituto Agronémico (ABREU, 2007), pesou-se
cerca de 10g de amostra de cada tratamento em um recipiente de porcelana,
denominado cadinho, que foram levandos a estufa a 110°C por 2 horas. Passado
esse tempo, pesou-se a massa seca e transferiu-se os cadinhos a mufla para
carbonizacédo a 550°C. Quando essa temperatura foi atingida, a amostra foi mantida
na mufla durante 1 hora, desligando o equipamento depois desse tempo. Quando a

amostra atingiu temperatura ambiente, pesou-se a quantidade de cinzas obtida.
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Figura 18. A) Triturador de galhos e residuos organicos, modelo TR 200; B) moinho de facas.

Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2019. (Imagens: Ester Schiavon Matoso)

Figura 19. A) Determinacdo da massa seca e B) Determinagdo do conteddo de cinzas em mufla a

550°C. Embrapa Clima Temperado, Pelotas/RS, 2019. (Imagens: Ester Schiavon Matoso)

Para determinacao de extrativos totais (ET), pesou-se uma amostra de 4,00 g
em um cartucho de celulose para extragdo e tapou-se aproveitando parte de outro
cartucho usado. Colocou-se o conjunto em um soxhlet e se adicionou ao baldo 100
ml de tolueno e 50 ml de etanol. Levou-se a mistura a ebulicdo durante
aproximadamente 6h (24 refluxos). Desmontou-se o conjunto e deixou-se evaporar
parcialmente o solvente. Secou-se o cartucho em estufa a 105°C durante 24h e
deixou-se em dessecador até que alcance a temperatura ambiente para entdo pesar

0 conjunto. A amostra livre de extrativos reservou-se para posterior analises. Com o
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conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da massa da amostra (MA),
da massa do conjunto recipiente/extrativos (MRE) e da massa do conjunto
recipiente/residuo de solvente (MRRS), foi possivel o calculo da determinacdo do
teor de extrativos (TE%) em percentagem, de acordo com a equacao: TE(%) =
((MRE — MRRS) / MA) x 100.

Figura 20. Determinagdo de extrativos em aparelhagem de extragdo por Soxhlet. Laboratério de

propriedades da madeira, Universidade Federal de Pelotas, 2019. (Imagens: Nidria Dias Cruz)

Para determinacao de lignina de Klason, utilizou-se a norma TAPPI T 222 om-
22 (2002), com modificacdes. Cerca de 1 g de amostra moida, sem umidade nem
extrativos foi colocada em um almofariz e adicionado de 15 mL de acido sulfarico
72% (m/m). Agitou-se por 15 minutos e deixou-se a amostra em repouso 2 horas,
para ocorrer a digestdo. Em seguida adicionou-se 306 mL de agua destilada ao
almofariz para diluir o acido sulfurico a 4%, transferiu-se o conteddo para um
erlenmeyer de 1.000 mL, adicionou-se o0 material que estava em &cido e
acrescentou-se 560 ml de agua destilada de modo a obter-se a porcentagem de
acido sulfarico igual a 3%. Levou-se o conteldo para ebulicdo por um periodo de
quatro horas. Terminado o processo, filtrou-se (a vacuo) a solucao em filtro (cadinho
de gooch) de porosidade namero 3.

Para célculo da lignina (%) usou-se a féormula: ((Pi / Pf) x 100 — extrativos),

sendo Pi - Peso inicial da amostra (livre de extrativos) (g); Pf - Peso final da amostra

(9).
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Figura 21. Determinacao de lignina insolGvel. Laboratério de propriedades da madeira, Universidade

Federal de Pelotas, 2020. (Imagem: Nidria Dias Cruz)

O termo holocelulose é geralmente usado para designar os carboidratos totais
presentes em uma célula vegetal. Ou seja, ela engloba os valores da celulose e dos
demais carboidratos, notadamente as pentoses, denominados em conjunto como
hemicelulose (TAHERZADEH; KARIMI, 2007). Dessa forma, depois de conhecidos
os valores de holocelulose e de celulose dos tratamentos, pode-se, por meio do
calculo da diferenca, determinar o teor de hemicelulose.

Para determinar a holocelulose, pegou-se aproximadamente 2,5 g de amostra
livre de extrativos, misturou-se com 80 ml de 4gua quente destilada e submergeu-se
no banho-maria a 70°C, tapando o erlenmeyer com uma placa de petri. Com duas
seringas adicionou-se 0,5 ml de acido acético glacial e 2,6 ml de clorito de sddio a
25% a cada hora durante 6 -8h, apds isso se manteve em banho-maria durante mais
12h. Filtrou-se reservando uma amostra para posterior analise, lavou-se com agua
guente até pH neutro e levou-se 0 conjunto para estufa durante 24h, pesando-o
posteriormente e entdo, calculou-se a % de holocelulose a partir da férmula: HOL=
(MF / MI ) * 100 - % extrativos), onde MF = massa final (massa seca de
holocelulose apds filtragem), Ml = massa inicial livre de extrativos.

Seguindo a definicdo da norma TAPPI T 203 cm-99 (2009), a determinacdo
da celulose foi feita a partir da pesagem 2,0 + 0,1g de holocelulose que misturou-se
com 10 ml de NaOH a 17,5% em um Becker. Fez-se 3 adi¢bes a mais de 5 ml a

cada 5 minutos (total adicionado de 25 ml) e deixou-se em repouso por 30 min, logo
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apos adicionou-se 33 ml de agua destilada (agitando bem) e deixou-se repousar
durante mais 1h. Filtrou-se a mistura e a seguir lavou-se com 100 ml de NaOH a
8,3% e duas vezes mais com agua destilada quente. Cobriu-se a amostra com 15 ml|
de acético a 10% durante 3 min (neste momento parou-se 0 vacuo) e posteriormente
lavou-se com agua destilada até pH neutro. O conjunto foi pesado depois de secar
durante 24h e determinou-se a % de celulose a partir da formula: CEL= ((MF / MIH)
X % holocelulose, onde, MF = massa final de celulose; MIH = massa inicial de

holocelulose.

Figura 22. Determinagéo de celulose. Laboratério de propriedades da madeira, Universidade Federal
de Pelotas, 2020. (Imagem: Nidria Dias Cruz)

by

A Fibra Detergente Neutro (FDN) corresponde a celulose, hemicelulose e
lignina. E o melhor indicativo para saber o teor de fibra e também ter uma estimativa
da qualidade de uma forragem. Ja a Fibra Detergente Acido (FDA) representa as
fracbes celulose e lignina. A lignina é fracdo ndo digestivel da planta, que da
resisténcia ao caule. Quanto maior o teor de FDA menor a qualidade e a
digestibilidade da forragem.

Para a avaliacdo do nitrogénio acumulado, determinou-se a quantidade do
nutriente através da analise do tecido vegetal, com amostra sélida em Analisador
Elementar (Flash EA1112, Thermo Electron Corporation, Milan, Italy), no Laboratério
de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Santa Maria. Esta técnica se baseia

no método de Pregal e Dumas, onde as amostras sdo queimadas em um ambiente
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de oxigénio puro, e 0s gases resultantes desta combustdo sdo carreados por hélio
de alta pureza (um géas inerte) até a zona de deteccao (Carmo et al. 2000). E a
proteina bruta € determinada através da multiplicacdo do total de nitrogénio 6,25,
pois as proteinas tém em média 16% de N no aminoécido.

Os dados gerados no experimento foram submetidos a andlise de
pressupostos e em seguida, esses foram submetidos a andlise de variancia. Em
caso de significancia, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para andlise estatistica utilizou-se o software SAS
versdo 8.2 e em caso de sintese grafica, essa foi realizada com o auxilio do

SigmaPlot, verséo 10.0.
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4. Artigo 1

Aplicacdo de uma mistura de cinco diazotréficos no cultivo de cana-de-agucar
no sul do Brasil

(Segundo norma da Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias)

Aceito em inglés e previsto para publicacdo no v.15, n.4, dezembro de 2020
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Aplicacdo de uma mistura de cinco diazotroéficos no cultivo de cana-de-agucar no
sul do Brasil

Resumo

A produgdo de cana-de-acucar no Brasil para a safra 2019/20 é estimada em
aproximadamente 615 milhdes de toneladas. No entanto, no estado do Rio Grande do
Sul, estima-se em apenas 42,5 mil toneladas. Contudo, acredita-se que o uso de
bactérias diazotroficas possa contribuir para a expansdo do cultivo da cana no estado,
através do aumento da produtividade, portanto, este estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos dos diazotrdficos no cultivo de cana-de-agucar. Utilizou-se as variedades de
cana-de-acucar: RB867515, RB92579, RB966928 e RB975932, que foram tratadas com
bactérias diazotroficas ou deixadas como controle. A aplicacdo de bactérias
diazotroficas resultou em aumento da &rea foliar e nimero de colmos na variedade
RB867515 (ciclo de cultivo da cana) e aumento no teor relativo de clorofila de todas as
variedades de cana-de-agUcar, exceto RB92579. Além disso, a maioria das variedades
respondeu positivamente em termos de biomassa, matéria seca, nitrogénio total e
solidos soluveis. Esses resultados sugerem que a aplicacdo de bactérias diazotroficas
auxilia no crescimento e desenvolvimento de variedades de cana-de-acUcar cultivadas
no Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Saccharum spp.; fixacdo bioldgica de nitrogénio; crescimento; sélidos soldveis
totais.

Application of a mixture of five diazotrophs on sugarcane cultivated in the south of
Brazil

Abstract

The sugarcane production in Brazil for the 2019/20 harvest is estimated at

approximately 615 million tons. However, in the state of Rio Grande do Sul it is

estimated at only 42.5 thousand tons. It is believed that the use of diazotrophic bacteria
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can contribute to the expansion of sugarcane cultivation in the state, through increased
productivity, so, this study aimed to evaluate the effects of diazotrophis on the
sugarcane grown. The study was conducted using sugarcane varieties: RB867515,
RB92579, RB966928 and RB975932, that were either treated with diazotrophic bacteria
or left as a control. The application of diazotrophic bacteria resulted in increased leaf
area and stem number in variety RB867515 (cane plant cultivation cycle), and an
increase in the relative chlorophyll content of all varieties of sugarcane except
RB92579. Furthermore, most varieties responded positively in terms of biomass, dry
matter, total nitrogen and soluble solids. These results suggest that the application of
diazotrophis assists in the growth and development of sugarcane varieties grown in Rio

Grande do Sul.

Keywords: Saccharum spp.; biological nitrogen fixation; yield; total soluble solids.

INTRODUCAO

A producdo de cana-de-agUcar no Brasil para a safra 2019/20 estd estimada em
aproximadamente 615 milhGes de toneladas, com uma area colhida de 8 milhdes de
hectares. O Rio Grande do Sul aparece em ultimo lugar no ranking nacional, com uma
érea cultivada de apenas 22 mil hectares, produtividade média de 45 ton ha™ e producéo
esperada, na ordem de 42,5 mil toneladas (CONAB, 2019). Entretanto, o estado
apresenta uma vasta area de aptiddo ao cultivo, descrita por Manzatto; Baca; Pereira
(2010) no zoneamento agroclimatico. Além disso, a cana-de-agucar estd entre as sete
principais culturas de valor econémico depois dos grdos soja, arroz, milho e trigo,
contribuindo em aproximadamente 70 milhdes de reais para a economia do Rio Grande
do Sul (Silva et al., 2016).

A baixa produtividade de cana-de-agcucar no RS se da pelo uso de variedades
antigas que geralmente apresentam baixo rendimento e pouca adaptacdo as condicoes
ambientais. Neste sentido, tem sido desenvolvidos estudos que visam o0 aumento da

produtividade, sendo eles no &mbito da utilizacdo de cultivares adaptadas as diferentes
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condi¢cdes de clima e solo (Antunes et al., 2017) e uso de bactérias diazotroficas
promotoras de crescimento vegetal (Oliveira et al., 2006; Schultz et al., 2014).

Bactérias diazotroficas endofiticas habitam o interior das plantas de cana-de-agucar
e auxiliam na obtencdo de nutrientes, atraves da fixacdo biologica de nitrogénio,
producdo de fitohormonios que modificam a arquitetura radicular, assimilacdo de CO2 e
namero de folhas (Fischer et al., 2012). Além disso, atuam em outros processos como a
solubilizagéo de fosfatos e zinco (Estrada et al., 2013), producéo de auxinas, giberilinas
e citocininas (Lin et al., 2012) e protecdo contra patdgenos, que resultam no aumento do
crescimento e da produtividade (Pedula et al., 2016; Schultz et al., 2017).

A aplicacdo de bactérias apresenta variabilidade oriunda do solo, da variedade
estudada e das estirpes aplicadas (Oliveira et al., 2006). O inoculante utilizado no
trabalho contendo um pool de cinco estirpes vem apresentando beneficios a cana-de-
acucar, como aumento na produtividade (Schultz et al., 2017), no entanto, pouco se sabe
sobre o cultivo de cana-de-acgUcar inoculada no Rio Grande do Sul. Acredita-se que o
uso de bactérias diazotroficas pode contribuir para a expansdo da cultura no estado,
através do aumento da produtividade. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
os efeitos da aplicacdo de um mix de bactérias diazotroficas no crescimento, maturacédo
e produtividade de quatro variedades de cana-de-agUcar cultivadas no estado do Rio
Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo do local e preparo da area experimental
O estudo foi desenvolvido de novembro de 2015 a julho de 2017, em uma propriedade
rural no Monte Bonito, 9° distrito do municipio de Pelotas, localizada em latitude
52°22°10” Oeste e 32°41°08” Sul e altitude de 50 m. O clima na regido é quente e
temperado, classificado como Cfa. A temperatura média é 18 °C e existe uma
pluviosidade significativa ao longo do ano, sendo a média anual de pluviosidade de
1378 mm (Fig 1). O solo é caracterizado como Argissolo Bruno-acinzentado Distrofico,
0 preparo da area experimental foi feito atraves de aracdo, gradagem e calagem do solo
com 4,8 Mg ha™ de calcario dolomitico (PRNT 100%) e também foram adicionados
210 Kg ha™ de superfosfato triplo e 120 Kg ha™ de cloreto de potassio. A fertilizacéo
foi feita de acordo com as recomendacGes oficiais de adubacgéo e de calagem adotadas
nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (COMISSAO DE QUIMICA E
FERTILIDADE DO SOLO RS/SC, 2004) e baseando-se na analise quimica de solo,

realizada em amostragem retirada de profundidade 0-20 cm, com 0s seguintes
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resultados: pH (H20) 5,5; indice SMP 5,7, 0,4 cmolc dm-3 Al; 1,4 cmolc dm-3 Ca; 0,7
cmolc dm-3 Mg; 70 mg dm-3 K e 2,9 mg dm-3 de P.
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Fig 1. Dados de precipitagdo (mm) e temperaturas minimas, médias e maximas (°C) no periodo de
dezembro de 2015 até julho de 2017, fornecidos pela Estagdo Meteoroldégica da Embrapa Clima
Temperado

Instalacéo e conducdo do experimento

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro
repeticdes e adotou-se o0 esquema bifatorial 4 x 2, ao utilizar quatro variedades de cana-
de-aglcar (RB867515; RB92579; RB966928; e RB975932), com e sem inoculacéo de
bactérias diazotroficas, o que totalizou oito tratamentos.

A propagacao da cana-de-acUcar foi feita por meio do transplante de mudas pré-
brotadas produzidas na Embrapa Clima Temperado, a partir de toletes de uma gema,
também conhecidos como minitoletes, previamente tratados por termoterapia a 52°C por
30 minutos e fungicida de acdo sistémica a base de piraclostrobina, através de uma
solucéo contendo 50 mL do produto em 50 L de agua, onde ficaram imersos durante 3
min (Santos et al., 2019). Os minitoletes foram inoculados com um pool de bactérias
diazotroficas contendo as estirpes: Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe
BR11281T = PAL-5T (Cavalcante e Dobereiner, 1988); Herbaspirillum seropedicae -
BR11335 = HRC54 (Baldani et al., 1986); Herbaspirillum rubrisubalbicans - BR11504
= HCC103 (Baldani et al., 1996); Paraburkholderia tropica - BR11366T = PPe8T (Reis
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et al., 2004) e recentemente reclassificado por Oren e Garrity (2015) e Nitrospirillum
amazonense BR11145 = CBAMc (Magalhaes et al., 1983) e reclassificado por Lin et al.
(2014). Essas bactérias foram previamente testadas e selecionadas por Oliveira et al.
(2006, 2002) e foram fornecidas pela Colecdo de Bactérias Diazotroficas da Embrapa
Agrobiologia - CBR Johanna Débereiner. Cada estirpe foi crescida separadamente em
meio DYGS (Baldani et al., 2014) a 175 rpm por 24-48 hs dependendo da estirpe e
veiculada em turfa moida, neutralizada (pH 6,0) e esterilizada por autoclavagem (121
°C, 20 min, 2 vezes) na propor¢do de 70 mL de suspenséo celular em 250 g de turfa. Os
inoculantes turfosos foram diluidos na proporcdo de 250 g / 50 L de agua. Os
minitoletes foram imersos na solucdo por 30 min (Reis et al., 2009), ap6s inoculagdo
foram plantados em tubetes de 290 cm3 contendo substrato da marca Turfa Fértil® e
foram mantidos por cerca de 30 dias em casa de vegetacdo climatizada para brotacéo e
crescimento das mudas. Apds este periodo as mudas foram transferidas para tela de
sombreamento 35%, para que ocorresse a primeira fase da aclimatagdo, em seguida
foram deixadas a céu aberto para finalizar a aclimatacdo em pleno sol, num total de 15
dias, e entdo, foram levadas para o campo.

O plantio das mudas foi realizado de forma manual, com o auxilio de um
saraqud, onde cada parcela foi representada por trés linhas de trés metros. Cada uma das
linhas possuia seis plantas, com espacamento de 0,5 m entre plantas e 1,4 m entre
linhas, sendo a area (til da parcela representada pela linha central. Aos 90 dias ap6s o
transplante realizou-se a adubagdo de cobertura da cana-planta com 20 kg ha™ de N e
aos 30 dias ap6s o primeiro corte foi adicionado 150 Kg ha™ de superfosfato triplo, 135
Kg ha™ de cloreto de potéassio e 100 Kg ha™ de ureia para fins de fertilizacio da cana-
soca. O manejo de plantas daninhas na area experimental foi feito através da passagem
de enxada rotativa entre as linhas de plantio, capinas nas linhas e aplicacdes de 400 mL
ha™ de herbicida seletivo e pos-emergente a base de Mesotriona. A primeira colheita foi
realizada em setembro de 2016 e a segunda colheita, em julho de 2017.

Parametros de avaliacdo e analise estatistica
Aos 120 dias apo6s o transplante das mudas para o campo no ciclo de cana-planta e ap6s
0 rebrote da soqueira em cana-soca, foi estimada a area foliar a partir do nimero de
folhas e medidas de comprimento e largura das folhas de um perfilho. Os valores foram
inseridos na equacdo descrita por Hermann e Camara (1999), onde AF=[C x L x 0,75 x

(NF + 2)]. A formula leva em consideragdo o comprimento (C) e a largura (L) das
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folhas +3 e 0 numero de folhas abertas com pelo menos 20% de area verde na planta
(NF). E entdo, através da relacdo entre a &rea foliar e a area de solo ocupada pela planta,
foi conhecido o indice de area foliar (IAF).

O indice relativo de clorofila foi observado na porcao intermediaria das folhas
+3, através do medidor de clorofila ClorofiLOG, da marca FALKER, modelo CFL
1030. Esse equipamento usa trés faixas de frequéncia de luz, permitindo uma analise
detalhada que pode ser visualizada instantaneamente ou armazenada no computador. A
medicdo Otica analisa a absorc¢do de luz pela folha, indicando a presenca de clorofila em
valores SPAD (Soil Plant Analysis Development).

No momento da colheita foi determinado o nimero de colmos e foram pesadas
duas touceiras por parcela, a fim de estimar a partir do peso de cana por metro linear, a
producdo de biomassa da parte aérea total por hectare. Para determinacdo da massa
seca, amostras de folhas e colmos foram trituradas individualmente em um triturador de
galhos e residuos organicos, da marca Trapp, modelo TR 200, depois pesadas e levadas
a estufa, onde permaneceram a 60° por volta de sete dias e depois pesadas novamente
para obtencdo do peso seco. E o nitrogénio total (g) foi avaliado a partir de amostras
solidas de 2 mm de tecido vegetal em Analisador Elementar Perkin-Elmer (padrédo
mundial). Além disso, em cana-soca, como houve um melhor desenvolvimento de
colmos, se pode observar na colheita, o teor de sélidos sollveis totais (°Brix), e
também, com a retirada do ponteiro contendo as folhas, foi possivel estimar a
produtividade de colmos (Mg ha-1) e de acUcar (Mg brix ha-1).

A andlise estatistica foi desenvolvida com o auxilio do programa SAS 8.2 e a
sintese gréfica foi realizada no SigmaPlot 10.0. Os dados obtidos foram analisados
guanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, a homocedasticidade pelo teste de
Hartley e a independéncia dos residuos foi verificada graficamente. Posteriormente, 0s
dados foram submetidos a analise de variancia (p<0.05) e em caso de significancia
estatistica, compararam-se os efeitos das variedades pelo teste de Tukey e da inoculagéo
pelo teste t.

RESULTADOS
Com a aplicacdo do teste F na andlise da variéncia, identificou-se a significancia da
interacdo bifatorial (variedades x inoculagdo) para todos os parametros de avaliacdo, nos
dois ciclos produtivos. Assim, os efeitos isolados dos fatores foram desconsiderados e

analisaram-se detalhadamente as interagdes (Figuras 2, 3, 4 e 5).
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Em cana-planta o maior indice de area foliar (Fig. 2a) foi apresentado pela
variedade RB867515 no tratamento inoculado e também no controle, onde néo diferiu
da RB975932. Além disso, esta variedade foi a Unica que teve aumento no IAF quando
inoculada com bactérias diazotréficas. No entanto, em cana-soca (Fig. 2b) as diferencas
entre as variedades foram observadas apenas no controle, onde o IAF foi superior nas
variedades RB867515 e RB966928.

O indice SPAD, que reflete teores relativos de clorofila, foi semelhante em todos
0s tratamentos de cana-planta, variando de 37.8 até 49.3 (Fig. 2c) e em cana-soca foi
superior nas variedades RB966928, RB867515 e RB975932 nos tratamentos
inoculados, com valores de 49,2, 44,7 e 42,76 respectivamente (Fig. 2d).
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minuscula, ndo diferem entre si, comparando a inoculacdo dentro de cada variedade pelo teste t, e a

variedade dentro da inoculacédo pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Os tratamentos inoculados apresentaram maior conteddo de massa seca que O

controle nas variedades RB867515 e RB975932 nos dois anos de avaliagdo e na

RB966928 apenas no cultivo de cana-soca (Fig. 3a e 3b). J& para 0 acimulo de

nitrogénio (Fig. 3c e 3d), a inoculacdo promoveu aumento em todas as variedades, nos

dois ciclos de cultivo, com excecdo da RB966928 em cana-planta.
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comparando a inoculagdo dentro de cada variedade pelo teste t, e a variedade dentro da inoculacdo pelo
teste de Tukey (p < 0,05)

O numero de colmos, como pode se observar na Fig. 4 (a e b), sofreu pouca
influencia da inoculacdo de bactérias diazotroficas, sendo que a Unica variedade que
apresentou aumento neste parametro foi a RB867515 no ciclo de cana-planta, onde o
namero de colmos superior as demais variedades. No entanto, em cana-soca, 0S maiores
resultados foram apresentados pelas variedades RB92579 e RB975932, que nao
diferenciaram da RB966928. Em contrapartida, a inocula¢do proporcionou um aumento
na biomassa total (Fig. 3c e 3d) das variedades RB867515, RB92579 e RB975932, tanto
em cana-planta, quanto em cana-soca.

Entretanto, o teor de sélidos sollveis totais (°Brix) e a produtividade de agucar,
estimada em Mg ha-1, foram influenciados pela inoculacdo de bactérias endofiticas
diazotroficas, em todas as variedades (Fig. 5a e 5c¢). Ja para a produtividade de colmos
(Fig. 5b), apenas a variedade RB867515 respondeu a inoculagdo. Entre as variedades, a
RB966928 apresentou o maior °Brix, independente do tratamento de inoculacdo e a
produtividade de colmos foi superior na variedade RB867515 inoculada e na RB92579
no controle, resultando numa maior produtividade de acucar também nestes dois

tratamentos.
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inoculacéo pelo teste de Tukey (p < 0,05)
DISCUSSAO

O estudo da area foliar em variedades de cana-de-agucar permite correlaciona-la
com seu potencial produtivo, seja nas taxas de crescimento, producdo de colmos, massa

seca ou quantidade de agucar. A folha é a estrutura responsavel por produzir a maioria
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dos carboidratos essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas através da
fotossintese, de modo que o rendimento das culturas serd maior quanto mais rapido a
planta atingir a &rea mé&xima da folha e quanto mais tempo a &rea da folha permanecer
ativa. Assim, a inoculacdo com bactérias diazotroficas desempenha um papel importante
devido a fixacéo bioldgica de nitrogénio, que atua no alongamento foliar das plantas e,

consequentemente, no aumento da taxa fotossintética (Schultz et al., 2017).

O indice 6timo de area foliar ndo é necessariamente o indice mais alto registrado,
mas aquele em que as folhas fotossinteticamente ativas sdo mantidas um pouco acima
do ponto de compensac¢do. Segundo Machado et al. (1982), para cana-de-agucar, o IAF
proximo a 4,0 é suficiente para interceptar 95% da radiacao solar incidente, no entanto,
no presente estudo, foram registrados valores de 1,7 a 4,7, como pode ser visto nas
Figuras 2a e 2b, o que é comum ocorrer devido a diferencas entre as variedades de cana
(Santos, 2018).

O teor de clorofila estd relacionado a maior producdo de massa seca e €
proporcional a quantidade de nitrogénio absorvida pela planta (Martuscello et al., 2009).
Isso pode ser observado nas plantas inoculadas das variedades RB867515, RB966928 e
RB975932 que apresentaram valores de clorofila superiores ao controle sem inoculacao
no ciclo da cana-de-soca (Fig. 2d) e foram proporcionais a0 aumento de massa seca e
nitrogénio nestes mesmos tratamentos (Fig. 3b e 3d). No entanto, um aumento no teor
de N foi observado no RB92579, embora ndo houvesse diferencas na clorofila em
relacdo ao controle. Esse aumento também foi observado por outros autores que usaram

a mesma mistura de bactérias diazotréficas na variedade RB92579 (Pedula et al., 2016).

A emissdo de caules nas plantas da familia Poaceae ¢ denominada perfilhamento,
que comeca cerca de 40 dias apds o plantio e pode durar até 120 dias. Este € um
processo fisiologico de ramificacdo subterrdnea continua das articulacdes nodais
compactadas para a parte aérea primaria, o que fornece ao cultivo o numero de colmos

necessarios para uma boa producéo (Diola & Santos, 2010).

Em geral, todos os tratamentos em cana-de-soca apresentaram melhor desempenho
na formacdo de colmos e producéo de biomassa (Fig. 4), provavelmente devido a época
em que o perfilhamento e o desenvolvimento ocorreram em cada um dos anos de
crescimento. O maior desenvolvimento de cana-de-acucar no Rio Grande do Sul ocorre
nos primeiros meses do ano, principalmente devido as condi¢des 6timas de temperatura

e luz no periodo, considerando que é uma planta com metabolismo C4, altamente
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eficiente na conversdo de energia luminosa em energia na quimica através do processo
fotossintético (Kluge et al., 2015). Os dados mensais das temperaturas minimas, medias
e maximas, bem como da precipitagdo, durante a conducdo do experimento, nas safras
2015/2016 e 2016/2017 (Fig. 1) confirmam a ocorréncia de altas temperaturas e isso
explica o desempenho observado em cana-de-soca. Entretanto, em cana-planta, esse
periodo coincidiu com a fase de perfilhamento, atrasando o crescimento e

desenvolvimento dos colmos e, consequentemente, a producdo de biomassa.

Além disso, fatores genéticos e producdo de auxinas também influenciam o
perfilhamento, portanto, a inoculagdo com bactérias amplamente reconhecidas como
produtoras de substancias promotoras de crescimento (Cassan et al., 2014) combinadas
com fatores intrinsecos das variedades, estdo intimamente ligadas a emissdo de colmos

e producdo de biomassa de cana-de-agucar.

Vaérios fatores podem afetar a produtividade da cana e a sua qualidade tecnologica,
como genéticos, climaticos e de manejo da cultura (Thomé et al., 2018). A inoculacéo
bacteriana promoveu aumentos no °Brix, bem como a antecipacdo da maturacdo das
plantas de cana-de-acUcar, incluindo materiais conhecidos médio-tardios, como
RB867515 e RB92579, que no tratamento controle ndo estavam maduros para a
colheita. A variedade RB966928 ndo respondeu a inoculacdo, apresentando valores
altos e semelhantes nos dois tratamentos, pois é caracteristico dessa variedade ter um

comportamento de maturacéo precoce.

Esses resultados sdo bastante promissores, principalmente considerando que o0s
gendétipos RB867515, RB92579 e RB966928 estdo entre 0s gendtipos mais cultivados
no Brasil. Ainda assim, sdo necessarios mais estudos sobre a qualidade da cana-de-
acucar para confirmar se esses aumentos nos sélidos sollveis totais com a inoculagéo de
bactérias endofiticas diazotroficas sdo relativos ao teor de sacarose. O acuimulo méximo
de sacarose ocorre apenas quando a planta encontra alguma restricdo para o seu
crescimento (Cultivar, 2015), o que também ocorreria em tratamentos ndo inoculados,
portanto, essa antecipacdo da maturacdo da cana mostra que o conhecimento sobre o
potencial de bactérias diazotroficas na cana ainda é escasso.

CONCLUSAO

A aplicacdo de uma mistura de cinco espécies de bactérias diazotroficas auxilia no

crescimento e desenvolvimento de variedades de cana-de-agUcar cultivadas no Rio

Grande do Sul, resultando no aumento da produtividade, incremento de massa seca,
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acumulo de nitrogénio e antecipacao da maturacdo, o que é promissor para expansao da
cultura no estado.
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Influéncia do uso de um mix de bactérias diazotroficas na biometria e
no conteddo de clorofila de plantas de cana-de-agucar
Use of a mix of diazotrophic bacteria on the biometrics and

chlorophyll content of sugarcane plants

RESUMO: A cana-de-acUcar é uma cultura com grande potencial econdmico para o
Brasil, sendo o pais responsavel por mais de 25% da producdo mundial. A regido de S&o
Paulo é a maior produtora, ficando o Rio Grande do Sul responsavel por menos de 5%
do total produzido, isso porque a produtividade média do estado é baixa, devido ao uso
de variedades antigas que geralmente apresentam baixo rendimento e pouca adaptacédo
as condigdes ambientais. 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do uso de um
mix de cinco espécies de bactérias diazotroficas nas caracteristicas biométricas e
contetdo de clorofila de plantas de cana-de-agUcar. O trabalho foi desenvolvido na
Embrapa Clima Temperado, sob ambiente protegido, tipo telado. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com 6 repeti¢cdes, onde cada parcela
foi representada por trés plantas de cana-de-aclcar. Os fatores foram arranjados em
esquema bifatorial (5x2), ao testar cinco variedades de cana-de-acUcar e 0 uso de
bactérias diazotroficas (com e sem uso de inoculante bacteriano), totalizando 10
tratamentos. Aos 120 dias foram realizadas as avaliacfes de nimero de folhas, numero
de gemas, altura de planta, didmetro de colmo e indice de clorofila (SPAD). Pode-se
concluir que o uso de bactérias diazotréficas no cultivo de cana-de-aglcar promove
aumentos significativos em caracteristicas importantes, como altura de planta, diametro
de colmo e indice de clorofila. E através da fixacdo bioldgica de nitrogénio, pode
melhorar o estado nutricional das plantas, levando ao uso de menor quantidade de
fertilizantes nitrogenados, o que diminui os impactos ambientais da utilizagdo desses
insumos e torna o cultivo da cana-de-agucar mais sustentavel.

Palavras-chave: Saccharum sp, inoculante bacteriano, fixacdo biol6gica de
nitrogénio, crescimento vegetativo

ABSTRACT: Sugar cane is a crop with great economic potential for Brazil, being
the country responsible for more than 25% of world production. The Séo Paulo region is
the largest producer of the culture being Rio Grande do Sul responsible for less than 5%
of the total produced. The state's average productivity is low due to the use of old
varieties that generally have low yield and little adaptation to environmental conditions.
This work aimed to evaluate the effects of using a mix of five species of diazotrophic
bacteria on the biometric characteristics and chlorophyll content of sugarcane plants.
The work was developed at Embrapa Temperate Climate, under protected environment,
screened type. The experimental design used was randomized blocks with 6
replications, where each plot was represented by three sugar cane plants. The factors
were arranged in a bifactorial scheme (5x2), by testing five sugarcane varieties and the
use of diazotrophic bacteria (with and without the use of bacterial inoculant), totaling 10
treatments. At 120 days, leaf number, bud number, plant height, stem diameter and
chlorophyll index (SPAD) were evaluated. It can be concluded that the use of
diazotrophic bacteria in sugarcane cultivation promotes significant increases in
important characteristics such as plant height, stem diameter and chlorophyll index.
Through biological nitrogen fixation, it can improve the nutritional status of plants,
leading to the use of less nitrogen fertilizers, which reduces the environmental impacts
of using these inputs turning sugarcane cultivation more sustainable.
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INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma planta pertencente a familia Poaceae, que
perfilha de maneira abundante na fase inicial do desenvolvimento e em seguida vai
formando touceiras, compostas por partes aéreas e subterraneas. E por possuir uma
estrutura tipo rizoma, constituida por nds, entrends e gemas, rebrota sempre que a parte
aérea é cortada, sendo a nova brotacdo conhecida como soqueira. Apds o plantio a
primeira vegetacdo é denominada cana-planta, enquanto as soqueiras sdo denominadas
de cana de primeira soca, segunda soca e assim por diante. As soqueiras sdo de grande
importancia, pois é delas que se retira 0 maior retorno econdmico dessa cultura
(MATSUOKA; STOLF, 2012).

A importancia da cana-de-agUcar estd na sua ampla utilidade, pois além de acgUcar
refinado e alcool, ela pode ser empregada na alimentacdo animal ou como matéria prima
para a fabricacdo de produtos agroindustriais e artesanais como rapadura, melaco,
melado, agUcar mascavo e aguardente. Seus residuos também tem grande importancia
econbmica, pois a vinhaca pode ser utilizada como adubo nitrogenado e o bagaco
gueimado, para geracdo de energia. (COUTO, 2013).

O Brasil é responsavel por mais de 25% da producao mundial de cana-de-acucar,
é também o primeiro do mundo na producdo de agucar e conquista, cada vez mais, 0
mercado externo com o uso do etanol como alternativa energética (OECD/FAOQ, 2018).
No pais a regido de S8o Paulo é a maior produtora, mas no Rio Grande do Sul (RS)
possui vasta area de aptiddo ao cultivo canavieiro apresentada no zoneamento
agroclimatico para o estado (MANZATTO; BACA; PEREIRA, 2010), e no estado esta
concentrado 40% das agroindustrias de produtos derivados de cana-de-aclcar
(VERISSIMO et al., 2012). Entretanto, a produtividade média do estado é de 40 Mg.ha-
1, aproximadamente 50% da média nacional (CONAB, 2018), o que ocorre devido ao
uso de variedades antigas que geralmente apresentam baixo rendimento e pouca
adaptacdo as condicBes ambientais, 0 que leva a cultura a ndo resistir a situacdes de
geadas no inverno e falta de chuva no verdo que comumente ocorrem na regido.
Contudo, a grande importancia da cultura canavieira no estado tem levado a busca por
ganhos produtivos, que tras a tona uma preocupacgdo com 0s impactos ambientais que
esta situacdo pode causar (CEZARINO; LIBONI, 2012). Neste sentido, tem sido
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desenvolvidos estudos que visam 0 aumento da produtividade através de um cultivo
mais sustentavel, sendo eles no &mbito da utilizacdo de cultivares adaptadas as
diferentes condicGes de clima e solo (ANTUNES et al., 2017), aproveitamento de
residuos da cultura (MENDES et. al.,, 2012) e uso de bactérias promotoras de
crescimento (PEDULA et. al., 2016; OLIVER; SILVA, 2018; OLIVEIRA et al., 2018).
Bactérias endofiticas diazotréficas habitam o interior das plantas de cana-de-agUcar e
auxiliam na obtengdo de nutrientes, através do aumento das raizes, assimilagdo de CO2
e numero de folhas (SCHULTZ et at., 2014). Além disso, atuam em outros processos
como a solubilizacdo de fosfatos e zinco (ESTRADA et al., 2013) e a producédo de
auxinas, giberilinas e citocininas (LIN et al., 2012). Outro aspecto importante é a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), pois diante dos impactos ambientais decorrentes
das praticas da cultura canavieira, a menor utilizacdo da adubacdo quimica de nitrogénio
pode proporcionar uma melhoria da qualidade do solo, dos mananciais e de outros
componentes ambientais. A FBN esté inclusa em um plano estratégico do Brasil, o da
Agricultura de Baixo Carbono (ABC), que foi desenvolvido devido a crescente
demanda global por uma agricultura sustentavel (BRASIL, 2012). Bactérias
diazotroficas sdo capazes de reduzir o nitrogénio atmosférico, tornando-o assimilavel
pelas plantas, por isso a inoculagdo desses microrganismos pode substituir, total ou
parcialmente, o uso de fertilizante nitrogenado na cultura da cana-de-agucar. Mas assim
como na adubacdo nitrogenada, as respostas a inoculacdo dependem da variedade
empregada (SCHULTZ et al. 2012; URQUIAGA et al., 2012; PEREIRA et al., 2013) e
costumam ser mais frequentes em solos de media e baixa fertilidade (GOSAL et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2006). Entretanto, estudos sobre o cultivo sustentavel da cana-
de-acucar ainda sdo escassos, principalmente no que tange ao uso de bactérias
diazotroficas para promocdo de crescimento. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos do uso de um mix de cinco espécies de bactérias diazotréficas nas
caracteristicas biométricas e indice de clorofila de plantas de cana-de-agUcar.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido sob ambiente protegido (telado) na Embrapa Clima
Temperado (sede), localizada no municipio de Pelotas, no Rio Grande do Sul, com
latitude 52°26°25” Oeste e 31°40°41” Sul e altitude de 60 metros. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com 6 repeti¢des, onde cada parcela

foi representada por trés plantas de cana-de-aglcar. Os fatores foram arranjados em
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esquema bifatorial (5x2), com o objetivo de testar cinco variedades de cana-de-acUcar e
0 uso de bactérias diazotréficas (com e sem uso de inoculante bacteriano), totalizando
10 tratamentos. As variedades de cana-de-acUcar utilizadas foram: RB867515;
RB966928; RB106814; RB106818 e RB106819 e o inoculante bacteriano utilizado
continha cinco estirpes de bactérias diazotrdficas, sendo elas: BR11281T = PAL-5T de
Gluconacetobacter diazotrophicus descrita por Cavalcante e Ddobereiner (1988);
BR11335 = HRC54 de Herbaspirillum seropedicae, descrita por Baldani et al. (1986);
BR11504 = HCC103 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, descrita por Baldani et al.
(1996); BR11366T = PPe8T de Paraburkholderia tropica, anteriormente pertencente ao
género Burkholderia, descrito por Reis et al. (2004) e recentemente reclassificado por
Oren e Garrity (2015); e BR11145 = CBAMc de Nitrospirillum amazonense,
anteriormente pertencente ao género Azospirillum, descrito por Magalhdes et al. (1983)
e reclassificado por Lin et al. (2014). Essas bactérias foram previamente testadas e
selecionadas por Oliveira et al. (2002, 2006) e foram fornecidas pela Colegdo de
Bactérias Diazotréficas da Embrapa Agrobiologia - CBR Johanna Ddbereiner.

A propagacdo da cana-de-acgUcar foi feita através da producdo de mudas, a partir
da utilizacdo de minitoletes, baseado no manual desenvolvido na india pelo ICRISAT
(2009) e semelhante a metodologia de Landell et al. (2012). Onde foram coletados
colmos de cana-de-agticar inteiros no campo com o auxilio de um “podao” e feita a
despalha desses. Em seguida os colmos foram cortados em toletes de uma gema,
também conhecidos como minitoletes ou minirrebolos, separando as gemas viaveis e
sem o ataque de pragas. Para o corte e preparo destes minitoletes foi utilizado um
sistema de guilhotina com lamina dupla devidamente desinfestado (XAVIER et al.,
2008). Com intuito de eliminar microrganismos ja presentes na cana e para evitar uma
possivel interferéncia com as estirpes de bactérias, os minitoletes foram submetidos a
termoterapia por 30 minutos a 52 °C (SANGUINO; MORAES; CASAGRANDE, 2006)
e tratamento com fungicida de agéo sistémica a base de piraclostrobina por 3 minutos. A
inoculacdo foi realizada atraves da imersdo dos minitoletes tratados, por 30 minutos em
solucdo bacteriana turfosa, contendo um mix das cinco estirpes de bactérias
diazotroficas, sendo plantados em seguida em tubetes contendo substrato (PEREIRA et
al., 2013). As bandejas de tubetes com volume de 290 cm? cada, foram mantidas sob
ambiente protegido por um periodo de aproximadamente 30 dias, para que ocorresse a
brotacdo das gemas. Apds este periodo, as mudas foram transplantadas para sacos

plasticos pretos de cinco litros, contendo substrato de marca comercial, a base de turfa e
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casca de arroz carbonizada e entdo, as plantas foram transferidas para telado, onde foi
realizado o experimento.

Aos 90 dias ap6s a transferéncia das plantas para o telado, foram realizadas as
avaliacOes das caracteristicas biométricas das plantas em fase adulta, priorizando-se o
colmo principal e desbastados os demais perfilhos. O numero de folhas e de gemas
foram realizados através da contagem dos mesmos, a altura da planta foi medida com o
auxilio de uma régua graduada em centimetros e o diametro do colmo, em milimetros,
foi medido com o auxilio de um paquimetro digital na porcéo intermediaria do mesmo.
O indice de clorofila foi observado na por¢édo intermediaria das folhas +3, através do
medidor de clorofila ClorofiLOG, da marca FALKER, modelo CFL 1030. Esse
equipamento usa trés faixas de frequéncia de luz, permitindo uma anéalise detalhada que
pode ser visualizada instantaneamente ou armazenada no computador. A medicdo 6tica
analisa a absorc¢éo de luz pela folha, indicando a presenca de clorofila em valores SPAD
(Soil Plant Analysis Development).

Os resultados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, a homocedasticidade pelo teste de Hartley e a independéncia dos residuos foi
verificada graficamente. Posteriormente, foram submetidos a andlise de variancia
(p<0,05) e em caso de significancia estatistica, compararam-se 0s efeitos das variedades

pelo teste de Tukey (p<0,05) e do uso de bactérias diazotroficas pelo teste t (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a aplicacdo do teste F na andlise da variancia, identificou-se a significancia da
interacdo bifatorial (variedades x uso de bactérias diazotréficas) para todas as variaveis
avaliadas. Assim, os efeitos isolados dos fatores foram desconsiderados e analisaram-se
detalhadamente as interacGes (Tabelas 1 até 3).

O uso de bactérias diazotréficas proporcionou um aumento no nimero de folhas da
variedade RB106819 e no numero de gemas da RB966928 (Tabela 1). Observou-se
ainda, que dentre as variedades, de forma geral a RB106819 independente do uso de
bactérias diazotroficas, foi a que apresentou os maiores nimeros de folhas e de gemas.
Conforme Falconer (1987), o nimero de folhas sofre variagdo genética e ambiental, ou
seja, pode ser influenciado pela variedade de cana-de-aclcar e também pelas condicdes
em que a planta se encontra. A importancia da cobertura foliar das plantas é
amplamente conhecida por ser um indicativo de produtividade e fitomassa nos cultivos

(FIGUEIREDO et al., 2010). O nimero de gemas também € uma caracteristica
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extremamente influenciada por fatores geneticos, mas sofreu influencia do uso de
bacterias. Esse aumento é bastante importante, tendo em vista o sistema de producdo de
mudas pré-brotadas que vem sido utilizado no cultivo de cana-de-agUcar atualmente
(LANDELL et al., 2012).

Tabela 1. Nimero de folhas e nimero de gemas de plantas de cana-de-aclcar em funcdo das

variedades e do uso de bactérias diazotroficas. Embrapa Clima Temperado, 2019.

Variedade de cana-de-aglicar Numero de folhas Numero de gemas
Sem BD Com BD Sem BD Com BD
RB867515 583 ab™ 567 b 483 ab™ 5,33 ab
RB966928 6,67 a"™ 6,83 ab 3,66 bc* 4,67 ab
RB106814 483 b™ 6,16 b 316 c¢™ 383 b
RB106818 6,16 ab™ 6,50 ab 517 a* 383 b
RB106819 6,67 a* 8,33 a 567 a™ 6,17 a
Média 6,03 6,70 4,50 4,77
CV (%) 15,9 16,3 10,5 19,3

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nio diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05),
comparando as variedades de cana-de-aglcar sem e com 0 uso de bacterias diazotréficas. * e ns
significativo e nao significativo, pelo teste t (p<0,05), quando comparado o uso de bacterias diazotréficas,

dentro de cada variedade de cana-de-acucar. BD: Bactérias diazotroficas.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de altura de planta e didmetro de
colmo das plantas. A variedade RB966928 foi a Unica que respondeu ao uso de
bactérias diazotroficas, para os dois parametros observados. Nos tratamentos com uso
de bactérias, ndo houve diferenca na altura das plantas entre as variedades, enquanto
gue sem 0 uso, a variedade RB106819 se destacou entre as demais, com altura acima de
120 centimetros. Em relacdo ao didmetro de colmo, os maiores valores foram
observados nas variedades RB867515 e RB106818, sendo a média dos tratamentos com
bactérias, superior aos tratamentos sem. Os parametros biométricos de plantas de cana-
de-acucar produzidas a partir de minitoletes tém sido estudados por diversos autores,
uma vez que, o potencial de acimulo de sacarose por plantas de cana-de-aglcar esta
mais relacionado as medidas de dimensdes lineares, como a altura e o didmetro do
colmo (MARAFON et al., 2012). Além disso, Landell & Silva (2004) salientam que o
didmetro de colmos é um dos principais componentes analisados para a formagéo do
potencial agricola, pois estd relacionado a produtividade. A disponibilidade de
nutrientes esta diretamente ligada ao desenvolvimento de parte aérea, portanto, a
inoculagdo de bactérias diazotroficas tambem promove o crescimento das mudas de

cana-de-agucar, pois torna os nutrientes disponiveis para as plantas.
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Tabela 2. Altura de planta e diametro de colmo de plantas de cana-de-aglcar em funcdo das

variedades e do uso de bactérias diazotroficas. Embrapa Clima Temperado, 2019.

. e Altura de planta (cm) Didmetro de colmo (mm)
Variedade de cana-de-agucar Sem BD ComBD SemBD Com BD
RB867515 108,00 b™™ 12367 a 19,88 a™ 21,70 a
RB966928 82,00 b* 105,83 a 1435 b* 17,36 bc
RB106814 86,33 b™ 98,93 a 16,88 ab™ 17,76 bc
RB106818 10583 b'™ 104,67 a 19,13 a™ 18,49 b
RB106819 12350 a™ 118,17 a 14,89 bh™ 16,21 ¢
Média 101,13 110,13 17,03 18,30
CV (%) 13,1 17,8 10,6 6,6

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nio diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05),
comparando as variedades de cana-de-aglcar sem e com o uso de bacterias diazotréficas. * e ns
significativo e ndo significativo, pelo teste t (p<0,05), quando comparado o0 uso de bacterias diazotroficas,

dentro de cada variedade de cana-de-acucar. BD: Bactérias diazotroficas.

O indice de clorofila foi influenciado pelo uso de bactérias diazotroficas nas
variedades RB867515, RB966928 e RB106819, sendo que essa ultima se destacou por
apresentar o maior contetdo de clorofila dentre os tratamentos (Tabela 3). O nitrogénio
(N) é o nutriente absorvido em maior quantidade pelas plantas em geral, e é utilizado na
sintese de compostos celulares, como a clorofila, sendo, portanto, o seu teor nas folhas
da planta, proporcional a quantidade de nitrogénio que ela absorveu. Dessa forma,
conhecendo o indice de clorofila é possivel saber se as plantas estdo com deficiéncia de
N (BLACKMER; SCHEPERS, 1994). Alguns autores ao observar o indice de clorofila
(SPAD) em plantas de milho, concluiram que valores por volta de 45 sdo considerados
Otimos para gramineas (FONSECA et al., 2012), estando, portanto, as plantas do
presente estudo, com deficiéncia de N. Contudo, diante das diferencas entre os
tratamentos com e sem o uso de bactérias diazotréficas, pode-se observar que a fixacao
biolégica de nitrogénio € eficiente em algumas variedades, aumentando a

disponibilidade do nutriente para as plantas de cana-de-agucar.
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Tabela 3. Indice de clorofila (SPAD) de plantas de cana-de-agucar em funcdo das variedades e do uso
de bactérias diazotréficas. Embrapa Clima Temperado, 2019.
indice de clorofila (SPAD)

Variedade de cana-de-agucar

Sem BD ComBD
RB867515 19,87 b** 2850 b
RB966928 22,37 ab* 2763 b
RB106814 27,20 a™ 28,08 b
RB106818 2508 ab™ 2867 b
RB106819 2527 ab* 3563 a
Média 23,96 26,83
CV (%) 13,5 13,4

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05),
comparando as variedades de cana-de-aglcar sem e com o uso de bacterias diazotréficas. * e ns
significativo e ndo significativo, pelo teste t (p<0,05), quando comparado o0 uso de bacterias diazotroficas,

dentro de cada variedade de cana-de-acucar. BD: Bactérias diazotroficas.

CONCLUSOES

O uso de bactérias diazotroficas no cultivo de cana-de-aglcar promove aumentos
significativos em caracteristicas importantes, como altura de planta, didmetro de colmo
e indice de clorofila, que reflete o conteudo de nitrogénio. Portanto, pode-se concluir
que esta pratica melhora o estado nutricional das plantas, podendo levar ao uso de
menor quantidade de fertilizantes nitrogenados, o que diminui 0os impactos ambientais
da utilizacdo desses insumos e torna o cultivo da cana-de-aglcar mais sustentavel. No
entanto, as respostas positivas ao uso das bactérias sdo varidveis, sendo algumas
variedades de cana-de-agUcar, mais responsivas que outras. As variedades RB867515 e
RB966928 estdo entre as mais cultivadas no Brasil, sendo os resultados do presente

estudo extremamente positivos.
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6. Artigo 3

Mitigacdo dos impactos do déficit hidrico na cana-de-agUcar pelo uso de
bactérias diazotroficas

(Segundo norma do Journal of Plant Physiology)
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Mitigacao dos impactos do déficit hidrico na cana-de-agucar pelo uso de bactérias

diazotroficas

Resumo

Os elementos climaticos tém influencia direta nos cultivos agricolas, sendo o déficit
hidrico considerado o principal estresse ambiental enfrentado pela agricultura mundial.
A falta de agua causa uma serie de alteracbes morfo-fisioldgicas tais como: diminuicao
da area foliar e do turgor celular, menor contetido relativo de agua e potencial hidrico
foliar. Entretanto, a presenca de bactérias diazotroficas pode levar a producdo de
substancias osmorreguladoras pelas plantas, o que pode colaborar com a tolerancia ao
déficit hidrico. Dentro deste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influencia do
uso de uma mistura de cinco bactérias diazotroficas aplicadas como inoculante e medir
sua influéncia em aspectos fisioldgicos e no crescimento de cinco variedades de cana-
de-agUcar submetidas ao déficit hidrico. As variedades testadas foram: RB867515,
RB966928, RB106814, RB106818 e RB106819; com e sem 0 uso de uma mistura de
cinco estirpes de bactérias diazotrdficas; em condicbes adequadas de irrigacdo e sob
restricdo hidrica total. O experimento contou com quatro repeti¢fes, sendo cada parcela
representada por uma planta de cana-de-agUcar e o delineamento experimental utilizado
foi o de blocos casualizados em esquema de parcelas subsubdivididas. A inoculagédo
proporcionou o aumento da assimilacdo liquida de carbono em 15%, do contetudo de
clorofila em 30%, e do potencial osmoético em 28% nas plantas comparando ao controle
ndo inoculado, além do rendimento de massa seca. Além disto foi capaz de manter a
condutancia estomatica e o conteudo relativo de &gua nas folhas e diminuir a
transpiracdo liquida das plantas em situacdo de déficit hidrico em 6%. A inoculacdo

tambem influenciou positivamente os pardmetros da fluorescéncia da clorofila,
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aumentando a eficiéncia quantica maxima do FSII, o rendimento quéntico fotoquimico
efetivo do FSII, a dissipacdo fotoquimica e a taxa de transporte de elétrons A presenca
destas bactérias melhora as caracteristicas morfo-fisiol6gicas, colaborando com a
mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico em plantas de cana-de-agucar, sendo dependente

do cultivar a magnitude de resposta a aplicacéo.

Palavras-chave: estresse hidrico, fotossintese, fluorescéncia da clorofila.

Abstract

Climatic elements influence on agricultural crops, with the water deficit being
considered the main environmental stress faced by world agriculture. The lack of water
causes a series of morpho-physiological changes such as: decrease in leaf area and cell
turgor, lower relative water content and leaf water potential. However, the presence of
diazotrophic bacteria can lead to the production of osmoregulatory substances by plants,
which can contribute to tolerance to water deficit. Within this context, the goal of this
study was to evaluate the influence of the use of a mixture of five diazotrophic bacteria
applied as an inoculant and to measure its influence on physiological aspects and on the
growth of five varieties of sugarcane subjected to water deficit. The tested varieties
were: RB867515, RB966928, RB106814, RB106818 and RB106819; with and without
the use of a mixture of five strains of diazotrophic bacteria; under adequate irrigation
conditions and under total water restriction. The experiment had four replicates, each
plot represented by a sugarcane plant and the experimental design used was randomized
blocks in a split plot scheme. Inoculation provided an increase in liquid carbon
assimilation by 15%, chlorophyll content by 30%, and osmotic potential by 28% in

plants compared to uninoculated control, in addition to dry mass yield. In addition, it
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was able to maintain stomatal conductance and relative water content in the leaves and
decrease the liquid transpiration of plants in water deficit by 6%. Inoculation also
positively influenced the chlorophyll fluorescence parameters, increasing the maximum
quantum efficiency of the FSII, the effective photochemical quantum yield of the FSII,
the photochemical dissipation and the electron transport rate. The presence of these
bacteria improves the morphophysiological characteristics, helping to mitigate the
effects of water deficit in sugarcane plants, being dependent on the cultivation of the

magnitude of response to the application.

Keywords: hydric stress, photosynthesis, chlorophyll fluorescence.

Introducéo

A area mundial ocupada com cana-de-agUcar chega a 26,7 milhdes de hectares, em 130
paises, 0 que alcanca uma producédo de 1,8 bilhdes de toneladas (FAOSTAT, 2016). No
Brasil mais de 9 milhdes de ha séo cultivados, o que evidencia a grande importancia
econdmica desta cultura para o pais, com grande contribuicdo na matriz energética
nacional e em exportacOes de produtos desta cadeia produtiva (Conab, 2019).

Os elementos climéticos tém influencia direta nos cultivos agricolas, sendo o déficit
hidrico considerado o principal estresse ambiental enfrentado pela agricultura mundial,
pois dificulta a producdo de alimentos em diversos paises (Rampino et al., 2006). Na
regido sudeste do Brasil, principal produtora de cana-de-agucar, as estacfes do ano sdo
bem definidas, tendo ocorréncia de estiagem no verdo. Neste sentido, o periodo de
maximo crescimento vegetativo e maior demanda hidrica da cultura coincide com a
falta de agua, afetando o crescimento vegetativo e reduzindo a produtividade final

(Gross; Cassol, 2015).
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A falta de agua causa uma serie de alteracbes morfo-fisioldgicas tais como: diminuicao
da é&rea foliar, do turgor celular, do conteudo relativo de 4gua (CRA) e do potencial
hidrico foliar (Jaleel et al., 2009). Além disso, influencia na disponibilidade de
nutrientes do solo e no transporte deles para as raizes e causa grandes alteragcGes no
metabolismo do nitrogénio e do carbono (Farooq et al., 2009).

A cana-de-agUcar € uma planta de metabolismo C4, que possui alta eficiéncia no uso da
radiacdo (Robertson et al., 1996), alcanca altas taxas fotossintéticas e grande producao
de biomassa e acimulo de carboidratos (Welbaum; Meinzer, 1990). O que destaca este
grupo de plantas é o sistema de concentracdo de CO, nas folhas, que consiste em
modificacbes bioquimicas e estruturais que garantem um melhor desempenho
fotossintético (Ghannoum, 2009). No entanto, um fator que pode limitar a fotossintese
na cana-de-aclcar é o déficit hidrico, que pode reduzir significativamente a condutancia
estomatica, transpiracdo, fotossintese liquida e a eficiéncia no uso da dgua (Gongalves et
al., 2010).

Bactérias diazotrdficas sdo conhecidas por habitar o interior das plantas de cana-de-
acucar e promover o crescimento radicular, melhorando a absorcdo de nutrientes (Girio
et al., 2015; Chaves et al., 2015) e producdo de substancias osmorreguladoras pela
planta (Dimkpa et al. 2009), o que acaba por promover 0 seu crescimento especialmente
em situacdo de déficit hidrico (Moutia et al. 2010). Além disso, estirpes de
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Paraburkholderia tropica e Nitrospirillum amazonense quando
inoculadas em conjunto, tem promovido o crescimento e aumento do contetdo de
clorofila de plantas de cana-de-acucar (Matoso et al., 2020).

Diante do exposto, acredita-se que a presenca de bactérias diazotroficas possa melhorar

caracteristicas ligadas a fisiologia das plantas, promovendo a mitigacdo dos efeitos do
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déficit hidrico. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influencia do uso de uma
mistura de cinco espécies de bactérias diazotroficas em aspectos fisioldgicos e no

crescimento de plantas de cana-de-agucar sob condicdes de restri¢do hidrica.

Material e métodos

Delineamento experimental

O estudo foi desenvolvido em casa de vegetagdo localizada no municipio, Pelotas, RS-
Brasil. O experimento foi plantado em julho e colhido aos 120 dias, onde foi testada a
aplicacdo de cinco estirpes / espécies de bactérias diazotroficas na toleréncia ao estresse
hidrico de cinco variedades de cana-de-acUcar: RB867515, RB966928, RB106814,
RB106818 e RB106819. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
casualizados arranjados em esquema de parcelas subsubdivididas com quatro
repeticdes; nas parcelas principais alocaram-se as condi¢fes de irrigagdo; nas
subparcelas as variedades de cana-de-agUcar e nas subsubparcelas o uso das bactérias
diazotrdéficas nas plantas.

As variedades de cana-de-agUcar foram selecionadas com base no censo varietal
descrito para a safra 2017/18 (Braga Junior, 2018), onde a RB867515 e RB966928
foram apresentadas como as mais cultivadas no Brasil e também foram escolhidos trés
genoétipos que se mostraram bastante produtivos na regido sul do pais em um estudo
desenvolvido por Lemdes (2018), mas que no entanto, ainda ndo sdo cultivares
comercializados. Apds a escolha das variedades, produziu-se mudas de cana-de-acglcar

segundo a metodologia adaptada de Landell et al., (2012).

Inoculagdo
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A inoculagdo dos propagulos foi realizada com um inoculante produzido com as
espécies / estirpes selecionadas por Oliveira et al (2003; 2006) descritas como:
BR11281" = PAL-5" BR11335 = HRC54, BR11504 = HCC103, BR11366" = PPe8",
BR11145 = CBAMc, pertencentes as espécies Gluconacetobacter diazotrophicus
(Cavalcante e Dobereiner, 1988); Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al. 1986),
Herbaspirillum rubrisubalbicans (Baldani et al. 1996), Paraburkholderia tropica (Reis
et al; 2004; sinonimia Oren e Garrity, 2015) e Nitrospirillum amazonense (Magalhées et
al., 1983; sinonimia Lin et al. 2014), respectivamente.

As estirpes foram fornecidas pela Colecdo de Bactérias Diazotroficas da Embrapa
Agrobiologia - CBR Johanna Ddbereiner, onde foram crescidas separadamente em meio
DYGS (Baldani et al., 2014) a 175 rpm por 24-48 hs dependendo da estirpe e veiculada
em turfa moida, neutralizada (pH 6,0) e esterilizada por autoclavagem (121 °C, 20 min,
2 vezes) na proporgdo de 70 mL de suspenséo celular para cada 250 g de turfa e cada
inoculante turfoso de 250 g foram diluidos 50 L de &gua. A inoculacdo da cana-de-
acucar foi realizada na producdo de mudas pré-brotadas, sendo 0s minitoletes imersos
na solucéo por 30 min (Reis et al., 2009), antes de realizar o plantio em tubetes de 290

cm?® contendo substrato da marca Turfa Fértil®,

Estresse hidrico e avaliacbes de plantas

Aos 30 dias ap6s o plantio, as mudas de cana-de-acgUcar foram transplantadas para sacos
plasticos pretos de cinco litros contendo substrato e alocadas em casa de vegetagcdo com
circulacdo de ar forcada e aquecimento, com temperatura média de 25°C onde
permaneceram por 90 dias.

Durante este periodo manteve-se a irrigacdo por um sistema de gotejamento com tubos

gotejadores (tipo fita) de 16 mm de diametro, os emissores espacados 0,5 m e
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funcionando com pressdo de 1,0 kgf cm™ e vazdo de 1,5 L h™. Para dar inicio ao
experimento, foi realizado o encharcamento dos recipientes, por 10 min ou até que 0s
poros do substrato estivessem totalmente completados pela agua. Em seguida foi feita a
drenagem do excesso de agua nos saco e a partir deste momento, nos tratamentos de
déficit hidrico, a irrigacdo foi totalmente suspensa. O monitoramento da umidade dos
substratos foi realizado através de um modulo sensor de umidade de solo higrometro
com Arduino (modelo nano v3.0, marca ChipSCE), que mede o conteudo relativo de
agua no substrato ou solo (%) , diariamente, sempre no mesmo horario, 8:30 da manha
(Figural).

Com o auxilio de um analisador portatil de gases a infravermelho, IRGA (modelo
LI6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, EUA), na primeira folha totalmente expandida e
com ligula aparente, no terco médio do limbo foliar avaliou-se a assimilagdo de CO;
(A), a condutancia estomatica (gs) e a transpiracdo liquida (E), aos 13, 17 e 22 dias apds
a suspensao da irrigacdo (DASI).

A primeira avaliagéo foi realizada quando sintomas de estresse, como enrolamento das
folhas, comecaram a aparecer e a Ultima, quando todos os tratamentos mantidos em
déficit hidrico apresentavam elevada queda na atividade fotossintética. As medicoes
foram realizadas entre as 09:00 e 11:00 horas da manh&, com concentracdo de CO, na
cmara de 400 pmol mol™, 25°C de temperatura e uma densidade de fluxo de fétons de
500 pmol de fotons m™ s™, usando a fonte de luz da LI-COR anexada na camara de
medicdo. O conteddo foliar de clorofila total (CL) foi observado nos mesmos dias que
as trocas gasosas, atraves do medidor eletronico do contetdo de clorofila ClorofiLOG,
da marca FALKER, modelo CFL 1030. Esse equipamento avalia, quantitativamente, a
intensidade do verde da folha, medindo as transmissdes de luz a 650 nm, onde ocorre

absorcéo de luz pela molécula de clorofila e a 940 nm, onde ndo ocorre absor¢cdo. Com
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estes dois valores, o equipamento calcula um ndmero ou indice SPAD (Soil Plant
Analysis Development) que, normalmente, é altamente correlacionado com o teor de
clorofila da folha (Markwell et al., 1995; Guimarées et al., 1999).

Os parametros da fluorescéncia da clorofila de plantas adaptadas ao escuro foram
medidos usando um fluorémetro de bancada (modelo PAM-2500 da Walz Heinz
GmbH, Effeltrich, Alemanha), seguindo a metodologia descrita por Baker (2008). No
vigésimo primeiro dia de déficit hidrico, folhas foram mantidas no escuro por pelo
menos 30 min, em seguida foram extraidos discos de 1 cm da porcdo intermediaria de
folhas + 3 que foram expostos a fluorescéncia, induzida por um pulso de flash de
saturacao com 7000 pmol fotons m?s™,

A eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm) foi definida como (Fm-Fo)/Fm, onde
Fm corresponde a fluorescéncia méxima e Fo a fluorescéncia inicial. O rendimento
quantico fotoquimico efetivo do FSII (Y(II)) foi definido como (Fm’-Fs)/Fm'. A
dissipacdo fotoquimica (gP) foi definida como 1- (FsFo')/(Fm'-F") e taxa de transporte

de elétrons (ETR) definida como PAR.ETRfator.PPS2/PPPS. Y (II).

120 -
100 -
e
1+
g 80
o .
2 60 - Inoculado Irrigado
-8 Inoculado Estressado
% 40 - Controle Irrigado
2 Controle Estressado
€ 20 -
-]

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

1 4 7 10 13 16 19 22
Dias de estresse

Figura 1. Conteldo relativo de d4gua no substrato (%) nos tratamentos com e sem irrigacdo, monitorado

com o auxilio de um sensor com Arduino, ao longo de 22 dias.
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Para a determinagcdo do contetdo relativo de agua (CRA), foram extraidos discos
foliares de 1 cm na porcédo intermediaria da folha +3 (SILVEIRA et al., 2003), que
foram pesados imediatamente ap6s a coleta, em balanca de precisdo, obtendo-se sua
massa fresca (MF). Em seguida, foram dispostos em placas de Petri e imersos em agua
destilada, por sete horas, em temperatura ambiente sob radiacdo fotossinteticamente
ativa de 40 umol m™ s™*. Os discos foram secos em papel filtro e pesados novamente,
obtendo-se a massa targida (MT). O material foi seco em estufa a 80°C por 48 h e
pesados novamente, para a obtencdo da massa seca (MS). Por fim, o CRA foi calculado
pela equagdo: CRA=((MF-MS)/(MT-MS))x100.

O Potencial osmotico (Ws) foi conhecido com o auxilio de um osmometro de pressdo de
vapor (Vapro® 5600, Wescor, Inc., Logan, UT, USA). Amostras de folhas de cana-de-
acucar foram previamente pesadas em balanca de precisdo, padronizando-se o peso de
150 mg. Essas foram alocadas em tubos conicos Eppendorf® de 0,5 mL, onde foram
maceradas com o auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, adicionou-se 50 pL de
agua ultrapura em cada um dos tubos, que foram submetidos a um spin de 1 min em
micro centrifuga a 12.000 g.

A seguir, todo o sobrenadante foi transferido para novos tubos, repetiu-se a
centrifugagdo e entdo, retirou-se 10 pL do sobrenadante para realizar a leitura da
osmolaridade do tecido. Os valores obtidos em milimoles por quilograma foram
convertidos em potencial osmotico, por meio da equacdo de Van't Hoff (Souza et al.,
2012) sendo, em seguida, convertidos em MPa. Além disso, ao final do experimento, a
parte aérea das plantas foi cortada e pesada para a determinacdo da massa fresca, e em
seguida foram levadas a estufa, onde permaneceram por sete dias a 60°C para

determinar a massa seca.
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Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados quanto & normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, a homocedasticidade pelo teste de Hartley e a independéncia dos residuos foi
verificada graficamente. Posteriormente, foram submetidos & analise de variéncia
(p<0,05) e em caso de significancia estatistica, compararam-se 0s efeitos das variedades
pelo teste de Tukey (p<0,05) e do uso de bactérias diazotroficas pelo teste t (p<0,05),
em funcdo das condi¢Bes de irrigacdo. Além disso, apds as analises estatisticas foi
realizada a classificacdo das variedades de cana-de-agUcar conforme a sua resposta a

aplicacdo de bactérias diazotroficas e condicBes de irrigacéo.

Resultados

Com a aplicacdo do teste F na andlise da variéncia, identificou-se a significancia da
interacdo trifatorial (variedades x uso de bactérias diazotréficas x condicBes de
irrigacdo) para todas as variaveis avaliadas. Assim, os efeitos isolados dos fatores sobre
estas caracteristicas foram desconsiderados e analisaram-se detalhadamente as
interacdes (Figuras 2 - 7).

A assimilagdo de CO, nas plantas de cana-de-acucar (Figura 2) foi influenciada
positivamente pelo uso de bactérias diazotréficas aos 13 DASI, nas variedades
RB867515, RB106814, RB106818 e RB106819 nos tratamentos em que a irrigagdo foi
suspensa durante esse periodo. As mesmas variedades apresentaram maior valor “A”
nos tratamentos irrigados, com excecdo da RB106819. Em contrapartida, a RB966928
teve um comportamento contrério, apresentando maior atividade nos tratamentos sem

bactérias diazotroficas.
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Aos 17 dias apds a suspensdo da irrigacdo o comportamento das variedades se manteve
semelhante a avaliacdo anterior, no entanto, aos 22 dias, 0s tratamentos sem irrigacéo
apresentaram elevada queda na assimilagdo de carbono e apenas as variedades
RB967515 e RB106819 apresentaram maior valor “A” com o uso de bactérias
diazotréficas. J& quando comparadas as variedades entre si, 0os maiores valores de A
foram apresentados pela RB106814 seguida da RB867515, com e sem 0 uso de
bactérias diazotroficas, tanto nos tratamentos irrigados quanto em situacdo de estresse.
Assim como a RB966928, porém essa, apenas nos tratamentos controle.

Além disto, o uso de bactérias diazotroficas manteve a conduténcia estomética das
plantas de cana-de-agucar estressadas até os 22 dias de restricdo hidrica, em todas as
variedades, com exce¢do da RB966928, como pode se observar na Figura 3. De forma
geral, a gs foi superior nos tratamentos com o uso de bactérias, tanto irrigados, quanto
sob restricéo hidrica total, e, principalmente, na variedade RB106814 aos 22 dias apds o
a suspensao da irrigagéo.

A transpiracdo liquida (Figura 4) aos 13 DASI foi inferior nas variedades inoculadas
RB867515 e RB966928 nos tratamentos estressados, e nesta segunda, também quando
irrigado. Dentre as variedades, a RB16814 apresentou a maior E, nos tratamentos
inoculados, tanto irrigado quanto sob restricdo hidrica. Aos 17 DASI, os resultados se
mantiveram semelhantes. J& aos 22 DASI, a transpiracdo foi inferior também na
variedade RB106819 com o uso de bactérias diazotroficas e sem irrigagdo, respondendo
positivamente as bacterias sob situacéo de estresse hidrico.

A clorofila total diminuiu nos tratamentos estressados, ao longo dos dias de restrigdo
hidrica, principalmente nos controles sem o uso de bactérias diazotréficas (Figura 5).

Aos 13 dias as variedades RB106814, RB106818 e RB106819 apresentaram valores
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269  mais elevados de clorofila com o uso de bactérias. Enquanto que aos 17 e 22 DASI,

270  apenas a RB106814 manteve a resposta positiva em relacdo a presenca de bactérias.

271
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273 Figura 2. Assimilagdo liquida de CO, (umol CO, m? s™) de plantas de cana-de-aglicar aos 13, 17 e 22
274  dias apds a suspensdo da irrigacdo (DASI), em funcdo das variedades, aplicacdo de bactérias diazotréficas
275 e condiges de irrigacdo. Embrapa Clima Temperado, 2019. Barras seguidas pela mesma letra mindscula
276 ndo diferem entre si, quando comparadas as variedades em funcdo do uso de bactérias diazotrdficas e
277 condicBes de irrigacdo pelo teste de Tukey (p<0,05) e quando seguidas pela mesma letra mailscula,
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quando comparado o uso de bactérias diazotroficas em funcdo das variedades de cana-de-aglcar e
condices de irrigacdo pelo teste de t (p<0,05).
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== RB966928
==mm RB106814
—— RB106818
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Figura 3. Condutancia estomatica (mol H,0 m? s™) de plantas de cana-de-aclcar aos 13, 17 e 22 dias
apos a suspensao da irrigacdo (DASI), em fungdo das variedades, aplicacdo de bactérias diazotréficas e
condigBes de irrigagdo. Embrapa Clima Temperado, 2019. Barras seguidas pela mesma letra minuscula
ndo diferem entre si, quando comparadas as variedades em funcdo do uso de bactérias diazotroficas e
condigBes de irrigacdo pelo teste de Tukey (p<0,05) e quando seguidas pela mesma letra maitscula,
qguando comparado o uso de bactérias diazotroficas em funcdo das variedades de cana-de-aglcar e
condices de irrigacéo pelo teste de t (p<0,05).
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Figura 4. Transpiracdo liquida (mmol H,O m? s™) de plantas de cana-de-aclcar aos 13, 17 e 22 dias ap6s
a suspensdo da irrigacdo (DASI), em funcdo das variedades, aplicacdo de bactérias diazotréficas e
condigBes de irrigagdo. Embrapa Clima Temperado, 2019. Barras seguidas pela mesma letra mintscula
ndo diferem entre si, quando comparadas as variedades em funcdo do uso de bactérias diazotréficas e
condi¢Bes de irrigacdo pelo teste de Tukey (p<0,05) e quando seguidas pela mesma letra maidscula,
guando comparado o uso de bactérias diazotroficas em funcdo das variedades de cana-de-aglcar e

condices de irrigacdo pelo teste de t (p<0,05).
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Figura 5. Clorofila total (SPAD) de plantas de cana-de-agUcar aos 13, 17 e 22 dias ap6s a suspensdo da
irrigacdo (DASI), em funcéo das variedades, aplicacéo de bactérias diazotroficas e condigOes de irrigacéo.
Embrapa Clima Temperado, 2019. Barras seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si,
quando comparadas as variedades em funcdo do uso de bactérias diazotroficas e condi¢des de irrigacdo
pelo teste de Tukey (p<0,05) e quando seguidas pela mesma letra maidscula, quando comparado o uso de
bactérias diazotroficas em fungdo das variedades de cana-de-agUcar e condi¢des de irrigacdo pelo teste de
t (p<0,05).
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Apos 22 dias de restricdo hidrica, as plantas foram expostas a um pulso de flash de
saturagdo com 7000 pmol fotons m? s ™ e entdo, foram medidos os pardmetros da
fluorescéncia ao longo de 220 segundos e as médias dos valores estdo apresentadas na
Figura 6. A eficiéncia quéantica (Fv/Fm) foi superior na variedade RB867515 no
tratamento irrigado e com o uso de bactérias. E quanto aos tratamentos estressados, 0s
maiores valores de Fv/Fm foram apresentados pelas variedades RB106814 e RB106818
inoculadas com bactérias diazotroficas.

O rendimento quéntico fotoquimico efetivo do FSII (Y(II)) foi superior nas variedades
RB867515 e RB696928 irrigadas e com bactérias. Sendo que a RB966928 foi a Unica
variedade que respondeu positivamente ao uso de bactérias diazotréficas também em
situacdo de estresse hidrico, apresentando maiores valores de Y(II) e também de
dissipacdo fotoquimica (qP) e taxa de transporte de elétrons (ETR). Nos tratamentos
irrigados, outras variedades se destacaram em relagdo ao uso de bactérias diazotroficas.
A RB106814 apresentou maior gP em relacdo ao controle, enquanto a RB867515 e a
RB106818 apresentaram maiores taxas de transporte de elétrons.

Por outro lado, quando observado o contetdo relativo de agua nas folhas das plantas
(Figura 7), pode-se observar que todos os tratamentos foram responsivos ao uso de
bactérias diazotrdficas, com exce¢do da variedade RB867515 no tratamento estressado.
N&o houve diferenca entre as variedades quando inoculadas, tanto com quanto sem
irrigacdo, sendo as médias dos tratamentos inoculados, bastante superiores aos
controles, nas duas condigdes de irrigagéo.

Plantas de cana-de-aclcar inoculadas com bactérias diazotroficas das variedades
RB966928 e RB106819 apresentaram maior potencial osmotico nos tratamentos de

restricdo hidrica. E embora ndo tenham apresentado diferencgas estatisticas, as demais
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variedades também apresentaram maiores valores de potencial osmotico nos
tratamentos inoculados.

Essas respostas positivas na fisiologia das variedades de cana-de-agUcar com o uso de
bactérias diazotroficas refletem também no incremento da massa seca das plantas.
Ainda na mesma Figura, observa-se que os tratamentos irrigados, 0s maiores valores de
MS foram apresentados pelas variedades RB867515, RB966928 e RB106818
inoculadas e quando estressadas, todas as variedades, menos a RB106818 apresentaram

incremento de MS maior que o controle sem inoculacdo de bactérias.
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Figura 6. Eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm), rendimento quantico fotoquimico efetivo do FSII
(Y (1)), dissipacéo fotoquimica (qP) e taxa de transporte de elétrons (ETR) de plantas de cana-de-agUcar
aos 22 dias ap6s suspensdo da irrigacdo, em funcdo das variedades, aplicacdo de bactérias diazotréficas e
condigBes de irrigagdo. Embrapa Clima Temperado, 2019. Barras seguidas pela mesma letra minuscula
ndo diferem entre si, quando comparadas as variedades em funcdo do uso de bactérias diazotréficas e
condigBes de irrigacdo pelo teste de Tukey (p<0,05) e quando seguidas pela mesma letra maitscula,
quando comparado o uso de bactérias diazotroficas em funcdo das variedades de cana-de-aglcar e
condicGes de irrigacdo pelo teste de t (p<0,05).
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Figura 7. Conteudo relativo de agua (%), potencial osmaético (MPa) e massa seca da parte aérea de plantas
(9) de cana-de-aglcar, aos 22 dias ap0s a suspensao da irrigacdo, em funcdo das variedades de cana, uso
de bactérias diazotrdficas e condi¢Ges de irrigacdo. Embrapa Clima Temperado, 2019. Barras seguidas
pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si, quando comparadas as variedades em fungéo do uso de
bactérias diazotréficas e condigdes de irrigacdo pelo teste de Tukey (p<0,05) e quando seguidas pela
mesma letra mailscula, quando comparado o uso de bactérias diazotréficas em funcdo das variedades de
cana-de-agUcar e condicdes de irrigagdo pelo teste de t (p<0,05).



356
357

358
359
360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

128

Irrigado Estressado
Variavel | RB867515 | RB966928 | RB106814| RB106818 | RB106819| RB867515 | RB966928| RB106814 | RB106818 | RB106819

Figura 8. Classificacdo das variedades de cana-de-agUcar em relacdo a sua resposta a aplicacdo de
bactérias diazotréficas nas condicoes de irrigacdo. Sendo as vermelhas responsivas, verdes neutras e azuis
negativas, conforme a variavel analisada.

Discussao

Cada planta responde ao estresse de uma forma, sendo essas respostas dependentes da
espécie, da variedade, da idade e estadio de desenvolvimento da cultura e também da
duracdo e severidade do déficit hidrico (Chaves et al., 2003; Cambraia, 2005).

O estresse hidrico inicia-se com a percepcao do déficit hidrico, o qual desencadeia uma
sequéncia de eventos de ordem molecular, finalizando com vaérias respostas fisioldgicas,
metabdlicas e de desenvolvimento das plantas, sendo a fotossintese relatada como
altamente sensivel ao estresse por falta d’agua (Bray, 1997). E embora a cana-de-agucar
seja uma cultura considerada moderadamente sensivel, as respostas a restricdo hidrica
foram bastante claras no presente estudo.

A assimilacdo de CO; nas plantas de cana-de-acUcar (Figura 2) diminuiu em média 50%
ao longo de 22 dias de déficit hidrico, enquanto que nas plantas inoculadas com
bactérias diazotréficas, essa média foi em torno de 36%. A manutencdo da fotossintese

nos tratamentos inoculados pode estar ligada ao aumento da abertura estomatica. Como
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se pode observar na Figura 3, o uso de bactérias diazotréficas proporcionou um
aumento da condutancia estoméatica em praticamente todas as variedades.

Estes resultados corroboram com o encontrado pelos autores Han e Lee (2005), onde a
inoculagdo de bactérias garantiu maior fotossintese e abertura estomética em plantas, e
dessa forma aliviaram os efeitos negativos causados por estresse hidrico. A transpiragao
liquida pelas plantas aumentou nos tratamentos irrigados e também no tratamento
controle sob restricdo hidrica. Em contrapartida, os tratamentos inoculados e sem
irrigacdo, mantiveram a transpiracdo em uma taxa média de 0,84 mmol H,O0 m? s™ nas
trés avaliacOes (Figura 4).

Com a percepcdo da falta de dgua pelas raizes, substancias osmoativas, como prolina,
acucares sollveis e &cidos organicos, podem ter sido produzidas pelas bactérias
diazotroficas (Dimkpa et al., 2009). Essas moléculas ao serem translocadas para as
folhas estimulam a reducdo da transpiracdo (Taiz; Zeiger, 2009), além de proteger as
plantas de cana-de-aclcar contra espécies reativas de oxigénio, o que leva a
estabilizacdo de membranas, enzimas e proteinas (Molinari et al., 2007).

Quanto ao contetdo de clorofila expresso em indice SPAD (Figura 5), observou-se da
primeira (aos 13 dias) para a terceira avaliagdo (aos 22 dias), a diminuicdo de 30% nos
tratamentos estressados, 10% no controle irrigado e os tratamentos inoculados e
irrigados mantiveram o contetido de clorofila em torno de 30.

Vieira et al. (2014) constaram menores valores nos contetdos de clorofila na cana-de-
acucar em situacdo de déficit hidrico, corroborando com a diminuicdo do contetdo de
clorofila nas plantas estressadas. Entretanto, era esperada a manutencdo da clorofila nas
folhas das plantas inoculadas, pois o conteudo de clorofila nas plantas é proporcional ao

quanto de nitrogénio foi absorvido (Blackmer; Schepers, 1994), porém, apenas a
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variedade RB106814 respondeu positivamente ao uso de bactérias diazotréficas quando
estressada.

A degradagdo das clorofilas em situacdo de estresse hidrico se da a partir da producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical superdxido (Oy), o peroxido
de hidrogénio (H20,), o oxigénio singleto (*O,) e a clorofila tripleto (*Chl") (Noctor,
1998; Mittler, 2002). Essas EROs sdo extremamente reativas as proteinas, DNA, RNA
e, principalmente, aos lipidios de membrana, ocasionando a perda de seletividade e a
capacidade de compartimentalizacdo celular. Além disso, € responsavel pela ocorréncia
de danos fotoinibitérios e fotoxidativo, e se manifestam nos tecidos das plantas em
forma de necrose e/ou clorose (Karpinski et al., 2002).

Em um estudo realizado por Hasani et al. (2014), os autores afirmam que a
fluorescéncia da clorofila pode ser introduzida como um método adequado para
identificar toleréncia de plantas ao estresse. Em adigdo a isso, Mutava et al. (2011),
afirmam que plantas tolerantes ao déficit hidrico mantém o resfriamento foliar, via
abertura dos estbmatos, o que evita os danos fotoquimicos. E isto é confirmado pelos
tratamentos inoculados que tiveram a eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm) superior aos
controles (Figura 6).

Em relacdo aos demais parametros da fluorescéncia da clorofila, Y(II), gP e ETR, a
variedade RB966928 foi a Unica que respondeu ao uso de bactérias diazotroficas e
manteve os valores superiores ao controle. A manutencdo do mecanismo fotossintético
nesta variedade é um resultado extremamente positivo, visto que essa se mantém desde
0 ano de 2015 como a mais plantada no Brasil (Braga Junior, et al., 2019) inclusive em
regides que enfrentam periodos extensos de déficit hidrico.

A fotossintese de plantas inoculadas com bactérias pode ser estimulada pela melhor

nutricdo da planta (Schultz et al., 2016), maior conteudo de clorofila (Matoso et al.,
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2020) ou maior transporte de elétrons (Kaschuk et al., 2009), além da manutencdo do
contetdo de agua na folha, regulacdo do potencial osmético e condutancia estomatica
(Hungria et al., 2010). Além disso, bactérias diazotroficas proporcionam o
desenvolvimento do sistema radicular (Girio et al., 2015) e a producdo de massa seca
(Mambach et al 2017), o que também pode resultar na manutencdo da fotossintese
(Taiz; Zeiger, 2009).

Na Figura 7, observa-se que de forma geral, as variedades de cana-de-agucar
responderam ao uso de bactérias diazotroficas, mantendo o contetdo relativo de a4gua na
folha, o potencial osmotico e a massa seca superiores aos controles sem bactérias. Em
cana-de-acucar, alteracdes metabolicas na fotossintese geralmente acontecem a partir de
um potencial osmotico foliar de -0,37 MPa (Du et al., 1996) e os tratamentos inoculados
atingiram o potencial médio de -0,28, enquanto os controles em torno de -0,36 MPa.

O conteldo relativo de agua nas variedades inoculadas mantidas em déficit hidrico foi
semelhante aos tratamentos inoculados e irrigado e em média, 23% superior aos
controles sem inoculacdo de bactérias. E tendo em vista que a diminui¢do da umidade
do substrato nos tratamentos inoculados foi semelhante aos controles (Figura 1), isto
provavelmente ocorreu devido ao fechamento mais eficiente dos estdmatos, que
manteve a taxa de transpiracdo liquida menor e o potencial osmotico maior nas plantas
inoculadas (Lawlor, 2013). Além disso, como esperado, a presenca de bactérias
diazotréficas estimulou o incremento de massa seca nas plantas.

Estas respostas das variedades de cana-de-agucar em relacdo ao uso de bactérias
diazotroficas em situacdo de deficit hidrico sdo extremamente positivas, embora cada
variedade tenha apresentado um comportamento diferente da outra. Afinal, todas elas
tiveram alguma caracteristica melhorada pelo uso de bactérias, seja pela manutencdo da

fase fisica ou bioquimica da fotossintese, ou ainda, no conteido de agua na folha e no
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incremento de massa seca das plantas (figura 8). O que propiciou as plantas de cana-de-

acucar uma reducdo aos efeitos do estresse hidrico durante 22 dias sem irrigagao.

Concluséao

A aplicacdo da mistura de cinco estirpes de bactérias diazotroficas em cinco variedades
de cana-de-agucar proporciona aumento da assimilacéo liquida de carbono em 15%, do
conteddo de clorofila em 30%, e do potencial osmético em 28% nas plantas
comparando ao controle ndo inoculado, além do rendimento de massa seca. Também é
capaz de manter a condutancia estomética e o conteudo relativo de agua nas folhas e
diminuir a transpiragdo liquida das plantas em situacdo de déficit hidrico em 6%.

A inoculacdo também influencia positivamente os pardmetros da fluorescéncia da
clorofila, aumentando a eficiéncia quantica maxima do FSII, o rendimento quantico
fotoquimico efetivo do FSII a dissipacdo fotoquimica e a taxa de transporte de elétrons.
Logo, pode-se concluir que a presenca de bactérias diazotroficas melhora as
caracteristicas morfo-fisioldgicas, colaborando com a mitigacdo dos efeitos do déficit
hidrico em plantas de cana-de-agUcar, sendo dependente da variedade a magnitude de
resposta a aplicacdo, as quais podem ser classificadas como responsivas (RB867515,

RB966928, RB106814 e RB106819) e neutra (RB106818).
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7. Artigo 4

Producéo, maturacédo e composi¢do quimico-bromatoldgica de
variedades de cana-de-acucar em funcéo da aplicacdo de bactérias
diazotroficas e adubacédo nitrogenada

(Segundo norma do Journal of Animal Science)

138



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

139

Producdo, maturacao e composi¢do quimico-bromatolégica de variedades de cana-de-

acucar em funcgdo da aplicacéo de bactérias diazotroficas e adubacgdo nitrogenada

Resumo

H& muitas recomendacfes para que a cana-de-acucar ndo seja indicada como alimento para
animais de bom potencial genético, pois apresenta baixo teor proteico e de minerais e fibra de
baixa qualidade. Contudo, acredita-se que a aplicacdo de bactérias diazotroficas endofiticas
podem proporcionar mudancas na histologia dos tecidos vegetais, que afetam o teor de
proteina bruta, os carboidratos estruturais e sollveis, energia e outros nutrientes que sao
essenciais para a nutricdo animal. Diante disto, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da
aplicacdo de uma mistura de cinco bactérias diazotroficas e da adubacéo nitrogenada sobre a
producdo, maturacdo e composicdo quimico-bromatoldgica de variedades de cana-de-agucar.
Os tratamentos foram formados conforme a combinacdo dos cinco genotipos de cana-de-
acucar (RB867515, RB966928, RB106814, RB106818 e RB106819) com quatro condicGes
de inoculacdo e adubacdo nitrogenada em cobertura, sendo elas: CBSN - com bactérias;
SBCN - com adubacao nitrogenada (dose recomendada); CBCN - com bactérias + adubacao
nitrogenada e SBSN - controle sem nenhum tipo de tratamento. Foram realizadas medidas de
solidos sollveis totais dos 180 dias apds o transplante até a colheita do experimento, onde foi
avaliada a produtividade e feita a amostragem de material para as avaliacbes quimico-
bromatoldgicas: matéria seca, nitrogénio acumulado, proteina bruta, fibra em detergente
neutro, fibra em detergente acido, holocelulose, celulose, hemicelulose, lignina, extrativos
totais e cinzas. De acordo com os resultados do presente estudo, conclui-se que a aplicacdo de
bactérias diazotroficas de forma isolada ou em conjunto com a adubagdo nitrogenada,
aumenta a produtividade e os sélidos soluveis totais, antecipando a maturacdo, além de
melhorar a composicdo quimico-bromatolégica das plantas de cana-de-agucar. No entanto, a

magnitude de resposta aos tratamentos aplicados, depende da variedade estudada.
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Palavras-chave: alimentacdo animal, digestibilidade, fibras, sélidos sollveis totais.

Production, maturity and chemistry-bromatological composition of sugarcane varieties

according to the application of diazotrophic bacteria and nitrogen fertilization

Abstract

There are many recommendations against the use of sugarcane as food for animals with good
genetic potential, because it has low protein and mineral content and low quality fiber.
However, it is believed that the application of endophytic diazotrophic bacteria may provide
changes in the histology of plant tissues, which affect the crude protein content, structural and
soluble carbohydrates, energy and other nutrients that are essential for animal nutrition. In
view of this, the objective of the work was to evaluate the effects of applying a mixture of
five diazotrophic bacteria and nitrogen fertilization on the production, maturation and
chemical-chemical composition of sugarcane varieties. The treatments were formed
according to the combination of the five sugarcane genotypes (RB867515, RB966928,
RB106814, RB106818 and RB106819) with four conditions of inoculation and nitrogen
fertilization in coverage, being: CBSN - with bacteria; SBCN - with nitrogen fertilization
(recommended dose); CBCN - with bacteria + nitrogen fertilization and SBSN - control
without any type of treatment. Total soluble solids measurements were taken from 180 days
after transplantation until the harvest of the experiment, where productivity was evaluated
and material sampled for chemical-bromatological evaluations: dry matter, accumulated
nitrogen, crude protein, neutral detergent fiber , acid detergent fiber, holocellulose, cellulose,
hemicellulose, lignin, total extracts and ashes. According to the results of the present study, it
is concluded that the application of diazotrophic bacteria alone or in conjunction with

nitrogen fertilization, increases productivity and total soluble solids, anticipating maturation,
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in addition to improving the chemical-bromatological composition of sugarcane plants.

However, the magnitude of response to the treatments applied depends on the variety studied.

Keywords: animal feed, digestibility, fiber, total soluble solids.

Lista de abreviacgoes:

MS — matéria seca

PB — proteina bruta

FDN — fibra detergente neutro

FDA — fibra detergente acido

HOL — holocelulose

CEL — celulose

HEM — hemicelulose

LIG — lignina

ET — extrativos totais

CZ —cinzas

SST - solidos solUveis totais
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INTRODUCAO

A cana-de-acUcar pode ser empregada na alimentacdo animal, de forma in natura ou
ensilada, devido ao seu alto rendimento de matéria seca e valor nutritivo adequado na
maturacao. No entanto, a cana apresenta desafios na producéo de silagem devido ao alto teor
de carboidratos soluveis e leveduras (AVILA et al., 2010), que convertem parte dos aclcares
em altos niveis de compostos organicos volateis, principalmente etanol, o que resulta em
grandes perdas de matéria seca (DANIEL et al., 2013) e ha muitas recomendacdes para que a
cultura ndo seja indicada como alimento para animais de bom potencial genético, pois
apresenta baixo teor proteico e de minerais e fibra de baixa qualidade (SIQUEIRA et al.,

2012).

A qualidade de uma forragem geralmente é confundida com seu valor nutricional, mas
na verdade abrange outras caracteristicas como composicdo quimica, digestibilidade e
consumo de forragem e de nutrientes, dentre outras caracteristicas, que resultam em variac6es
sobre a alimentacdo o desempenho dos animais. Assim, a espécie da planta, as condicGes
climéticas e 0 manejo da cultura também sdo fatores importantes serem levados em conta na
hora de produzir uma forragem de qualidade (REIS et al. 2016). O elevado potencial de
producdo de cana-de-aclUcar tende a proporcionar alta massa de forragem por area
(produtividade), contudo, para que essas exigéncias sejam atendidas, algumas caracteristicas

precisam ser melhoradas.

Contudo, acredita-se que a aplicacdo de bactérias diazotroficas endofiticas podem
proporcionar mudancas na histologia dos tecidos vegetais, como a deposicdo das células do
mesofilo, parénquima e esclerénquima, que tém diferentes paredes celulares e concentracfes

do conteudo celular. Alteracdes anatdmicas morfologicas e histologicas afetam o teor de
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proteina bruta, os carboidratos estruturais e sollveis, energia e outros nutrientes que sdo

essenciais para a nutricdo animal (SKONIESKI et al., 2017).

Além disso, elas podem auxiliar no desenvolvimento vegetal, promover o crescimento
radicular (SCHULTZ et al., 2014; CHAVES et al., 2015), melhorar a absor¢do de nutrientes
(BARRETTI et al., 2008) e promover a fixacdo bioldgica de nitrogénio, resultando na
promocdo de crescimento, aumento da produtividade e diminuicdo da dependencia da cana-

de-acucar pela adubacao nitrogenada (MALAVOLTA, 2006).

No entanto, poucos estudos envolvendo a cana-de-aclcar para fins de alimentagédo
animal sdo desenvolvidos, principalmente no que tange ao uso de bactérias diazotréficas
endofiticas para melhoria das qualidades da cultura como forrageira. Diante disto, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo de uma mistura de cinco bactérias
diazotroficas e da adubacéo nitrogenada sobre a producdo, matura¢do e composi¢do quimico-

bromatologica de variedades de cana-de-acUcar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na area experimental da Embrapa Clima Temperado
(Sede), em Pelotas/RS, cujas coordenadas sao 31° 40” 16” S e 52° 26” 28”. O delineamento
experimental adotado foi o de blocos casualizados, com quatro repeti¢cGes, onde os fatores
foram arranjados em um esquema fatorial 5x4, totalizando 20 tratamentos e 80 parcelas,
compostas por trés linhas de trés metros. Os tratamentos foram formados conforme a
combinacdo dos cinco genotipos de cana-de-acucar (RB867515, RB966928, RB106814,
RB106818 e RB106819) com quatro condi¢des de inoculacdo e adubacdo nitrogenada em
cobertura, aqui denominadas de tratamentos aplicados, e sendo elas: CBSN - com bacterias;
SBCN - com adubacéo nitrogenada (dose recomendada); CBCN - com bacteérias + adubacao

nitrogenada e SBSN - controle sem nenhum tipo de tratamento.
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Antecipando o transplante das mudas para o campo, foi realizada uma adubacéo de
correcdo com dose recomendada de nitrogénio, fésforo e potassio (20 kg ha™, 140 kg ha™ de
P,Os e 130 kg ha™ de K,0) e foi efetuado o preparo do solo da &rea experimental para o
transplante das mudas, que foi realizado de forma manual, utilizando-se uma ferramenta do
tipo saraqua. No decorrer do experimento, foi realizada a adubacéo nitrogenada em cobertura
com a dose de 80 kg ha™, apenas nos tratamentos em que deveria conter a mesma. Além
disso, foram efetuados os devidos controles de plantas daninhas para que o cultivo da cana-

de-acucar se dé em ambiente limpo, livre de competigdes.

Quanto as avaliacoes, foram realizadas medidas de solidos sollveis totais (°Brix) dos
180 dias apds o transplante até a colheita do experimento, onde foi avaliada a produtividade e
feita a amostragem de material para as avaliacdes quimico-bromatoldgicas. Para este fim
foram analisadas as seguintes variaveis: nitrogénio acumulado, matéria seca (MS), proteina
bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), holocelulose
(HOL), celulose (CEL), hemicelulose (HEM), lignina (LIG), extrativos totais (ET) e cinzas

(C2).

Os sélidos soluveis totais (SST) foram medidos com o auxilio de um refratdmetro
digital e para avaliar a produtividade foram cortadas duas touceiras em sequéncia, na linha
central da parcela e na parte central da linha, as quais foram pesadas com auxilio de balanca
digital. A biomassa total foi conhecida através da pesagem das touceiras inteiras e aplicacao
da férmula BT= (PT x ((100/E) x 100)/1000), onde PT se refere a massa de duas touceiras

inteiras com colmos e folhas (kg) e E se refere ao espagamento (1,4 m).

A massa seca foi determinada pelo método de secagem convencional, em estufa de

circulacdo forcada de ar por volta de 72 horas, a temperatura média de 60°C, quando as
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amostras atingiram massa constante. E para a determinacdo do conteddo de cinzas foi

utilizado o procedimento de laboratério do Instituto Agronémico (ABREU, 2007).

A holocelulose foi determinada a partir da oxidacéo da lignina em um meio acido,
proveniente da reacdo entre clorito de sddio e acido acético a quente. Ja a celulose segundo a
norma TAPPI T 203 cm-99 (2009), foi determinada a partir da fracdo de holocelulose que
ndo se dissolveu em solucdo aquosa a 17,5% (m/v) de hidroxido de sodio. E depois de
conhecidos os valores de holocelulose e de celulose dos tratamentos, pode-se, por meio do
calculo da diferenca, determinar o teor de hemicelulose. A Fibra Detergente Neutro (FDN)
corresponde a celulose, hemicelulose e lignina e a Fibra Detergente Acido (FDA) representa

apenas as fracdes celulose e lignina.

O nitrogénio acumulado foi determinado através da analise do tecido vegetal, com
amostra solida em Analisador Elementar (Flash EA1112, Thermo Electron Corporation,
Milan, Italy). Esta técnica se baseia no método de Pregal e Dumas, onde as amostras sdo
gueimadas em um ambiente de oxigénio puro, e 0s gases resultantes desta combustdo sdo
carreados por hélio de alta pureza (um gas inerte) até a zona de deteccdo (Carmo et al. 2000).
E a proteina bruta foi determinada através da multiplicacdo do total de nitrogénio por 6,25,

pois as proteinas tém em média 16% de N no aminoacido.

Os dados gerados no experimento foram submetidos a anélise de pressupostos e em
seguida, esses foram submetidos a analise de variancia. Em caso de significancia, as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O tempo
(meses) foi incluido como um fator aleatério no modelo para solidos soluveis totais, com 0
intuito de se observar as curvas de maturacdo de cada tratamento, portanto, os resultados
foram apresentados de forma grafica e de acordo com as equacOes de regressao linear de

ajuste para cada tratamento, elaborados no programa SigmaPlot (verséo 10.0).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se pode observar na Tabela 1, com a aplicacdo do teste F da analise de
variancia, identificou-se o efeito isolado das variedades de cana-de-acUcar e dos tratamentos
aplicados para contetdo de cinzas, holocelulose, celulose e relacdo FDN/SST. J& em relacéo
ao nitrogénio acumulado e proteina bruta, as plantas responderam somente para a variedade
utilizada, e nas demais caracteristicas analisadas, houve interacdo entre os fatores (variedade

X tratamento aplicado).

O conteudo de cinzas foi superior nas variedades RB106814 e RB966928, assim
como nos tratamentos CBCN, SBCN e SBSN, enguanto o tratamento onde se efetuou apenas

a aplicacdo de bactérias diazotroficas apresentou a menor quantidade de cinzas.

O nitrogénio acumulado e a proteina bruta ndo apresetaram diferenca entre 0s
tratamentos aplicados e foram superiores na RB016919 e demais variedades, diferenciando-
se apenas da RB966928. O mesmo ocorreu para as fragdes de holocelulose e celulose em
relagdo &s variedades, no entanto, a holocelulose foi superior no tratamento CBSN e a
celulose foi semelhante em quase todos os tratamentos, com excessao do CBCN que

apresentou a menor quantidade.

A relacdo fibra/agicar (FDN/SST) € um bom parametro para avaliar a qualidade da
planta para uso na alimentacdo animal, sendo que quanto menor for esta relagdo, melhor a
qualidade (RODRIGUES et al., 2001). Entre as variedades observou-se que a RB966928
apresentou a menor FDN/SST, seguida da RB867515 e RB106819 e quanto aos tratamentos

aplicados, os melhores resultados foram apresentados pela CBCN seguido do CBSN.

InteracOes entre as variedades e os tratamentos aplicados foram observadas para
solidos soluveis totais, producdo de BT e MS e também, para hemicelulose, lignina, FDA e

FDN (Tabela 2).



187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

147

Em relacdo aos sdlidos soluveis totais (SST), a variedade RB867515 foi
positivamente influenciada pela aplicacdo de bactérias e pela adubacéo nitrogenada, tanto em
conjunto quanto utilizada separadamente. Enquanto a RB106818 respondeu apenas a
aplicacdo de bactérias, de forma isolada e quando utilizada junto da adubacéo nitrogenada. Ja
quando comparadas as variedades entre elas, observou-se que nos tratamentos contendo
bactérias ndo houve diferencas, mas nos tratamentos SBCN e SBSN 0s maiores teores de
SST foram apresentados pela variedade RB966928, que se diferenciou apenas da RB106818

nestes dois tratamentos e tamhém, da RB867515 no controle SBSN.

A biomassa total, de forma geral, foi superior nos tratamentos CBCN, com excessdo
da variedade RB867515. No tratamento CBSN a maior producdo foi apresentada pela
RB106819, seguida da RB106814. No SBCN novamente a RB106819 aprensentou a maior
BT e no controle SBSN ela também aparece como uma das mais produtivas, sendo, portanto,
uma variedade que apresenta um bom crescimento vegetativo e que responde tanto a

aplicacdo de bactérias, quanto a adubacdao nitrogenada.

E embora ndo tenham ocorrido diferencas entre os tratamentos aplicados, observa-se
que a utilizacdo de bactérias diazotréficas proporcionou um aumento de 10% na producédo de
biomassa em relacdo ao controle SBSN e quando em conjunto com a adubacéo nitrogenada, o
aumento foi ainda maior (em torno de 13%). Em termos de incremento de massa seca, 0S
valores foram superiores nos tratamentos CBCN, com excessdo da variedade RB966928 que
néo diferenciou do CBSN e da RB106814 que n&o apresentou diferencas entre os tratamentos
e 0 controle. Quanto as variedades, a RB966928 foi a que mais respondeu a aplicacdo de
bactérias, sendo a massa seca no CBCN e no CBSN bem superiores aos tratamentos sem

bactéria.
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A média da fracdo de hemicelulose nas plantas de cana-de-agUcar foi superior no
tratamento com aplicacdo de bactérias, seguido da aplicacdo conjunta com adubacdo
nitrogenada (CBCN). E analisando detalhadamente as interacdes, observa-se que a resposta
aos tratamentos foi bastante variavel, sendo a RB106819 a mais responsiva, com maior
contetdo de hemicelulose no CBSN do que os demais tratamentos. Em contrapartida, o
contetdo de lignina foi superior no tratamento SBCN, seguido do controle SBSN, porém,
também dependeu da variedade de cana-de-agucar, a magnitude de resposta aos tratamentos
aplicados na diminuicdo de lignina nas plantas. O tratamento mais eficiente na diminuicdo
foi o CBCN, seguido do CBSN, apresentando os menores valores de lignina para as
variedades RB966928 e RB106814. E embora nédo tenha se observado diferenca significtiva
entre os tratamentos na RB867515, essa variedade apresentou maior contetdo de lignina no

controle SBSN do que nos tratamentos aplicados.

A fibra em detergente &cido de forma geral foi superior nas variedades RB106814,
RB106818 e RB106819, sendo a RB106814 a mais responsiva a aplicacdo de bactérias, com
valores superiores nos tratamentos SBCN e SBSN. Para fibra em detergente neutro, o
comportamento das variedades foi semelhante aos de FDA, mas a resposta aos tratamentos
foi bastante varidvel. Os maiores valores de FDN da variedade RB966928 foram no
tratamento CBSN seguido do controle SBSN, na RB106814 foi superior no SBSN seguido do

SBCN e na RB106819 superior nos tratamentos CBSN, SBCN e SBSN, respectivamente.

Na figura 1 estdo apresentadas as curvas de maturacdo das cinco variedades de cana-
de-aglcar em funcdo de 180 dias de cultivo, representadas pelas equacdes de regressdo de
ajuste para cada tratamento aplicado. Todos os tratamentos seguiram o modelo de regresséo
linear: y = yo+ ax, onde y = variavel resposta; yo = variavel resposta correspondente ao ponto

minimo ou maximo da curva e a = valor maximo estimado para a variavel resposta.
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Quando comparados os valores de sélidos solUveis totais da primeira avalia¢do, que se
deu aos 180 dias de cultivo, para a Ultima, aos 300 dias, observou-se comportamentos
diferentes entre as variedades em relacéo a cada um dos tratamentos aplicados. Os acréscimos
em °Brix na variedade RB867515 foram de 13, 16, 39 e 22%, nos tratamentos CBCN, CBSN,
SBCN e SBSN, respectivamente. Na mesma ordem de tratamentos, observou-se o acréscimo
de 32, 21, 24 e 29% na variedade RB966928; de 23, 24, 27 e 55% na RB106814; 39, 10, 16

52% na RB106818 e 23, 43, 30 e 60% na RB106819.

De forma geral, observou-se um acréscimo maior no teor de SST nos tratamentos sem
aplicacdo de bactérias diazotroficas, principalmente, no controle SBSN, como se pode
observar nas variedades RB106814, RB106818 e RB106819. Com excessdo da RB966928
em que apresentou 0 maior acréscimo quando aplicado o tratamento CBCN. Em
contrapartida, os valores de SST ja eram superiores na avaliacdo inicial dos tratamentos em
que efetuou-se a aplicacdo de bactérias diazotréficas. Além disso, ja na terceira avaliacao,
que ocorreu aos 260 dias, tiveram acréscimos consideraveis de 9, 22, 16, 27 e 15%, para as
variedades RB867515, RB966928, RB106814, RB106818 e RB106819, respectivamente. E
na colheita, aos 300 dias apds o plantio, estes tratamentos j& apresentavam °Brix préximos da
maturacdo, com valores entre 19 e 21 em todas as variedades de cana-de-agUcar. Enquanto

que os tratamentos SBCN e SBSN apresentaram valores entre 16 e 19 °Brix.

A cana-de-acUcar é uma cultura extremamente eficiente na transformacéo da energia
solar em energia quimica na forma de fotoassimilados, resultando em produgéo de biomassa
(GHANNOUM, 2009), por isso pode ser indicada para uso na alimentacdo animal. E
variedades como a RB106814, RB106818 e RB106819 que apresentam potencial para
alimentacdo animal (Lemdes 2018), se mostraram bastante responsivas a aplicagdo de
bactérias diazotréficas no que tange a producdo de biomassa, incremento de massa seca e

também, melhoria da composic¢éo quimico-bromatoldgica.
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Em adicdo a isso, 0 aumento de biomassa e massa seca nas plantas em fungdo da
aplicacdo de bactérias diazotroficas € bastante promissor, tendo em vista que atualmente,
devido a uma maior consciéncia ambiental, tem se procurado aumentar a producéo agricola
por &rea cultivada ao méximo, e que isso seja feito de forma o mais sustentavel possivel
(Costa et al., 2012). Além disto, a quantidade de massa seca produzida nas plantas esta
diretamente ligada a oferta de forragem (Mezzalira et al. 2012) e quanto maior a oferta de
forragem, melhor o desempenho animal, refletido no ganho de peso corporal (Santos &

Corréa, 2009).

A massa seca € dividida em duas fracbes: contetdos celulares e componentes
estruturais da parede celular, onde se encontram a celulose, hemicelulose, e lignina. A
proporcao de cada uma destas fragdes, assim como o arranjo de componentes, influencia o
consumo e a digestibilidade das forragens (Reis; Barbero; Hoffman, 2016). A Fibra em
detergente acido (FDA) é a por¢do menos digestivel, constituida quase na sua totalidade por
lignocelulose, ou seja, lignina e celulose (Salman et. al., 2010). Portanto, a diminuicdo da
quantidade de lignina e consequentemente da FDA, proporcionada pela aplicacdo de bactérias
dizotroficas e adubacdo nitrogenada, € um resultado extremamente positivo para 0 emprego

da cultura na alimentacdo animal.

A digestibilidade das plantas também é influenciada pela maturacao fisiologica, pois a
medida que a idade da planta aumenta, também aumentam as porcentagens de celulose,
hemicelulose e lignina, reduzindo a proporcao de carboidratos solUveis, proteinas, minerais e
vitaminas, que sdo considerados nutrientes potencialmente digestiveis (Reis et al., 2005).
Contudo, no presente trabalho, a aplicacdo da mistura de bactérias diazotréficas de forma
isolada e em conjunto com adubac&o nitrogenada, aumentou o teor de solidos sollveis totais
e diminuiu a quantidade de fibra das plantas de cana-de-agucar e isso foi confirmado pela

diminuicdo da relacdo FDN/SST apresentada pelos tratamentos contendo bactérias. Além
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disso, algumas variedades de cana-de-agUcar 40 dias antes da colheita do experimento ja
apresentaram °Brix por volta de 20, o que indicava que poderia ter sido efetuado o corte das

plantas, podendo evitar mais ainda 0 aumento na porcentagem de fibra.

A relacdo FDN/SST apresentada pelo tratamento contendo bactérias em conjunto com
a adubacao nitrogenada foi menor que 2,7, que ja é considerado ideal para cana-de-agucar
(Rodrigues et al., 1997). J& onde foram aplicadas apenas as bactérias esta relacdo foi um
pouco superior, no entanto, esse tratamento dimiuiu a quantidade de FDN em 18% na

variedade RB106818 e com isso pode aumentar o consumo da cana pelo animal.

O aumento de biomassa pela aplicacdo de bactérias diazotréficas pode estar
relacionado a producdo dos fitohorménios que aumentam a eficiéncia da adubacédo e também
ao aumento do sistema radicular, que permite que a planta explore um maior volume de solo,
capte e absorva mais N, resultando em maior producdo (Cassan et al., 2009; Hungria et al.,
2010; Moutia et al., 2010). A maior absorcao de nitrogénio e outros nutrientes pode modificar
a histologia dos tecidos vegetais, como a deposicdo das células do mesofilo, parénquima,
esclerénquima, entre outros tecidos (Wilson, 1993), afetando o teor de proteina bruta, os
carboidratos estruturais e também os carboidratos soltveis, melhorando a composicdo das

plantas para utilizacdo na alimentacdo animal.

Contudo, o nitrogénio acumulado e consequentemente o teor de proteina bruta, ndo
foram influenciados pelos tratamentos aplicados como era esperado (Schultz et. al., 2012;
Matoso et al., 2020). Isso certamente ocorreu devido ao fato de que foi efetuada uma
adubacdo nitrogenada na area experimental antes do transplante das mudas de cana-de-
acucar, pois a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) costuma ser mais frequente em solos de

média e baixa fertilidade (Oliveira et al., 2006; Gosal et al., 2012).
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Em um estudo sobre a interagdo entre adubacédo nitrogenada e Azospirillum brasilense
na cultura do milho, os autores observaram que € possivel que uma a alta taxa de N aplicada
pode comprometer o sucesso da inoculagdo do diazotréfico, principalmente em termos de
FBN (SKONIESKI et al., 2017). Em contrapartida, outros estudos mostraram resultados
positivos da inoculagdo com a mesma espécie de bactéria diazotrofica em solos que
continham grandes quantidades de N disponivel (Dobbelaere et al., 2003; Aradjo et al.,
2014). Portanto, a aplicacdo de bactérias diazotroficas é capaz de promover mudangas na
qualidade da cana-de-acUcar para utilizacdo na alimentacdo animal, mas o sucesso da

aplicacdo depende da adubacéo nitrogenada e do manejo aplicado a cultura.

Concluséao

A aplicacdo de uma mistura de cinco bactérias diazotréficas de forma isolada e em
conjunto com a adubacdo nitrogenada, aumenta a producdo de biomassa em 10 e 13%,
respectivamente e a massa seca em até 16 toneladas por hectare. Também promove um
acréscimo nos sélidos sollveis totais de aproximadamente 16%, antecipando a maturacdo em
até 40 dias e melhora a composicdo quimico-bromatoldgica das plantas de cana-de-acUcar,
diminuindo em até 12% a quantidade de lignina, 7% de celulose, 11% a fibra em detergente
acido e 18% a fibra em detergente neutro, além de reduzir a relacéo fibra/acucar. No entanto,

a resposta aos tratamentos aplicados, depende da variedade estudada.
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Tabela 1 — Producdo e composi¢do quimico-bromatologica de variedades de cana-de-actcar em funcdo da aplicacdo de bactérias diazotréficas e
adubacdo nitrogenada’™

Variedades Tratamentos
CV(%) p<0,05
RB867515 RB966928 RB106814 RB106818 RB106819 CBCN CBSN SBCN  SBSN

SST 18,94 20,70 19,19 18,97 20,35 20,65 20,04 18,86 18,97 7,47 VXT
BT 64,40 66,59 72,77 63,17 75,05 72,57 70,30 66,59 64,14 2299  VxT
MS 13,08 15,60 14,85 15,73 17,05 19,44 17,68 11,86 12,06 15,03  VXT
cz 63,47° 75,19 80,63 62,76° 51,87° 68,75  41,72° 72,18 8450° 38,92 VT

N 6,51% 5,83° 6,43 6,37% 7,032 6,86 6,09 6,31 6,46 14,06 \Y;
PB 40,70 36,47° 40,18% 39,82% 43,942 42,90 38,10 39,45 40,42 14,06 V
ET 152,61 177,00 145,03 136,47 151,90 155,25 152,61 148,33 15421 30,50 NS

HOL 394 50% 348,25° 386,51 402,48° 374,81*  368,39° 406,42° 371,47° 378,17° 10,85 V:T
CEL 224,18% 219,34%® 233,20 249 53 218,31°  213,32° 23427° 238,70° 22935% 11,32 V:T

HEM 170,31 128,90 152,31 152,95 156,50 155,07 172,14 132,76 148,82 20,31  VxT
LIG 152,61 172,89 221,64 187,65 219,75 178,67 182,49 202,53 19949 18,83  VXT
FDA 376,24 392,24 454,84 437,18 438,05 392,00 416,76 44123 42884 11,09  VXT
FDN 546,56 521,15 607,15 590,13 594,56 547,07 588,91 573,99 577,66 9,78 VXT
FDN/SST 2,85% 2,51° 3,18 3,22° 3,02% 2,61° 2,91%° 3,12 3,16° 14,97 VT

™ médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si, comparando as variedades ou os tratamentos aplicados, pelo teste de Tukey (p<0,05); SST - sélidos
soltveis totais (°BRIX); BT - biomassa total (Mg.ha™); MS - massa seca (Mg.ha); CZ - cinzas (g.kg™ de MS); N - nitrogénio acumulado (g.kg™ de MS); PB - proteina bruta
(9.kg™ de MS); ET- extrativos totais (g.kg” de MS); HOL - holocelulose (g.kg™ de MS); CEL - celulose (g.kg™ de MS); HEM - hemicelulose (g.kg™ de MS); LIG - lignina
(9.kg™ de MS); FDA - fibra em detergente 4cido (g.kg™ de MS): FDN - fibra em detergente neutro (g.kg™ de MS); FDN/SST - relagéo fibra/actcar; CBCN - com bactérias +
adubacdo nitrogenada; CBSN - com bactérias; SBCN - com adubacdo nitrogenada (dose recomendada); e SBSN - controle sem nenhum tipo de tratamento. NS - nédo
significativo; CV - coeficiente de variacdo; V - efeito da variedade de cana-de-aglcar; T - efeito do tratamento aplicado; VXT - interacdo entre variedade x tratamento

aplicado.
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Tabela 2 — Interacdo entre as variedades e os tratamentos aplicados na producéo e
composi¢do quimico-bromatoldgica de plantas de cana-de-aglcar

Variedades CBCN ,C_BSN _ S_BCN_ SBSN
Solidos soluveis totais, °Brix
RB867515 20,22 aA 19,12 aA 19,15 abA 17,25 bB
RB966928 21,20 aA 20,90 aA 20,83 aA 19,87 aA
RB106814 20,25 aA 19,27 aAB 18,10 abB 19,15 abAB
RB106818 20,82 aA 19,67 aA 17,48 bB 17,90 bB
RB106819 20,75 aA 21,22 aA 18,78 abB 20,65 aA
Biomassa total, ton.ha™
RB867515 53,38 bA 66,68 bA 74,55 aA 63,00 abA
RB966928 78,93 aA 68,51 bA 62,56 bA 56,37 bA
RB106814 78,03 aA 72,36 abA 64,14 bA 76,56 aA
RB106818 78,58 aA 59,50 bA 54,43 CcA 60,20 bA
RB106819 73,94 aA 84,44 aA 77,26 aA 64,58 abA
Massa seca, ton.ha™
RB867515 17,62 aA 14,58 bB 10,52 abC 9,70 cC
RB966928 18,84 aA 25,30 aA 9,47 bB 8,79 cB
RB106814 14,08 aA 15,83 bA 12,77 abA 16,70 aA
RB106818 23,20 aA 14,01 bB 12,93 abB 12,77 bB
RB106819 23,48 aA 18,70 bB 13,60 aC 12,43 cC
Variedade Hemicelulose, g.kg™ de MS
RB867515 211,97 aA 158,23 aA 139,67 aA 171,40 aA
RB966928 162,49 abA 176,54 aA 79,92 bB 132,40 aA
RB106814 173,14 aA 159,04 aA 143,47 aA 133,60 aA
RB106818 144,38 bA 152,02 aA 148,31 aA 167,07 aA
RB106819 119,08 bB 214,88 aA 152,43 aB 139,63 aB
Lignina, g.kg™ de MS
RB867515 143,87 bA 155,03 aA 141,84 bA 167,48 bA
RB966928 126,77 bB 173,51 aA 176,15 abA 179,43 abA
RB106814 154,12 abB 171,27 aAB 257,62 aAB 303,54 aA
RB106818 242,62 aA 185,41 aAB 177,73 abB 144,82 bB
RB106819 190,27 aA 227,25 aA 259,30 aA 202,17 abA
Fibra em detergente 4cido, g.kg™” de MS
RB867515 341,98 bA 376,76 aA 376,28 bA 409,93 aA
RB966928 388,28 abA 375,25 aA 413,85 abA 391,58 aA
RB106814 371,77 abB 416,50 aAB 500,82 aA 530,26 aA
RB106818 472,87 aA 451,69 aA 431,18 abA 392,98 aA
RB106819 385,08 abB 463,64 aAB 484,04 aA 419,47 aAB
Fibra em detergente neutro, g.kg™* de MS
RB867515 553,95 aA 534,99 bA 515,96 bA 581,33 aA
RB966928 515,05 aB 551,79 bA 493,78 bB 523,98 aAB
RB106814 544,91 aB 575,54 abB 644,28 aA 663,85 aA
RB106818 617,25 aA 603,71 abA 579,50 abA 560,05 aA
RB106819 504,16 aB 678,53 aA 636,47 aA 559,10 aAB

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, comparando as variedades, dentro de
cada tratamento aplicado (Tukey p<0.05). Assim como as médias seguidas pela mesma letra maiuscula na
linha, ndo diferem entre si, comparando os tratamentos aplicados dentro de cada variedade (Tukey
p<0.05). CBCN - com bactérias + adubagao nitrogenada; CBSN - com bactérias; SBCN - com adubacéo
nitrogenada (dose recomendada); e SBSN - controle sem nenhum tipo de tratamento.
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Figura 1. Curvas de maturacdo das variedades de cana-de-acucar em funcdo do
tratamento aplicado, ao longo de 120 dias. CBCN - com bactérias + adubacédo
nitrogenada; CBSN - com bactérias; SBCN - com adubagdo nitrogenada (dose

recomendada); e SBSN - controle sem nenhum tipo de tratamento.
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8. Consideracdes finais

Os resultados obtidos no trabalho indicam que a aplicacdo da mistura de
cinco bactérias diazotréficas em plantas de cana-de-agUcar promove aumentos
significativos em caracteristicas importantes, como altura de planta, diametro de
colmo, contetdo de nitrogénio, produtividade, massa seca e solidos soluveis totais,
antecipando a maturagao.

Além disso, as bactérias minimizam os efeitos do déficit hidrico, pois
proporcionam o aumento da assimilacéo liquida de carbono, do contetdo de clorofila
e do potencial osmaético. Também mantém a condutancia estomatica e o contetudo
relativo de agua nas folhas, diminui a transpiracdo liquida das plantas e influencia
positivamente os parametros da fluorescéncia da clorofila, aumentando a eficiéncia
guantica maxima do FSIl, o rendimento quéantico fotoquimico efetivo do FSIlI a
dissipacéo fotoquimica e a taxa de transporte de elétrons.

Por fim, os resultados indicaram que a mistura quando aplicada na cana-de-
acucar pode melhorar a composi¢cdo quimico-bromatolégica das plantas para uso na
alimentacdo animal, aumentando a quantidade de carboidratos sollveis e
diminuindo a quantidade de lignina e fibras em detergente neutro e acido.

Segundo o que consta na literatura, a adubacdo nitrogenada em dose
recomendada pode prejudicar a atividade das bactérias diazotroficas, porém, em
cana-planta cultivada a partir de mudas pré-brotadas, a aplicacdo da mistura em
conjunto com a adubacdo nitrogenada em cobertura se destacou, auxiliando na
melhoria das qualidades bromatoldgicas.

Em contrapartida, no estudo em que se avaliou cana-planta e soca, a
aplicacao de bactérias de forma isolada melhorou o estado nutricional das plantas,
aumentando a quantidade de nitrogénio acumulado, podendo diminuir a quantidade
de fertilizantes nitrogenados utilizada, que como consequéncia, pode minimizar 0s
impactos ambientais da cadeia sucroalcooleira.

No entanto, as respostas positivas a aplicacdo das bactérias sdo variaveis,
pois algumas variedades de cana-de-acUcar Sdo mais responsivas que outras e
também dependem do manejo aplicado a cultura. Por isso, ha necessidade que se

desenvolvam mais pesquisas do mesmo ambito, mas em diferentes situacoes.
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