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RESUMO

O sorgo sacarino é uma cultura que vem ganhando destaque na
cadeia produtiva da sacarose, contudo, com alto consumo de fertilizantes nitrogenados. No
que se refere ao rendimento de sacarose pelo sorgo sacarino pode-se afirmar que alguns
fatores ainda devem ser avaliados para aumentar as perspectivas de sucesso, dentre eles o
aumento da produtividade e a reducdo nos custos de producdo. Existe interacdo entre a
cultura, elementos biologicos e 0 manejo, nesse ultimo, a aplicagdo de mistura de
reguladores vem apresentando resultados significativos nos processos metabolicos das
plantas, além do aumento da produtividade. Biorreguladores sdo misturas de reguladores
vegetais, que afetam o metabolismo vegetal, cuja acdo trard beneficios aos cultivos,
melhorando a qualidade e incrementando a producdo. A fotossintese possui relacdo direta
na produtividade das plantas e é um dos processos afetados pelo metabolismo do
nitrogénio. A assimilacdo deste nutriente destaca-se como um dos principais fatores
limitantes para producdo vegetal. Processos bioldgicos de fixacdo de N por organismos
procariontes podem tornar os processos produtivos mais eficientes. Neste contexto a
bactéria Azospirillum brasilense mostra-se promissora a fornecer nitrogénio e diminuir 0s
custos com fertilizantes nitrogenados. Baseado nos efeitos fisioldégicos que o0s
biorreguladores desenvolvem nas plantas, em funcdo do seu modo de a¢do no metabolismo
fotossintético, este trabalho teve por objetivo avaliar as respostas fisiologicas de sorgo
sacarino inoculado com Azospirillum brasilense decorrentes da adubagdo nitrogenada e
reguladores vegetais. O experimento constituiu-se de parcelas subdivididas e distribuidas
em blocos, ao acaso, com quatro repeticdes. As subparcelas corresponderam a uma linha
na parcela principal, alternadas por uma linha de bordadura. Os tratamentos foram
constituidos de niveis de nitrogénio (0, 40, 80, 120 e 160 kg ha™) nas parcelas principais
aos 10 dias apo6s a emergéncia (DAE) e nas subparcelas niveis do bioestimulante, produto
comercial Stimulate® (0, 300, 400, 500 e 600 mL ha) aplicado aos 15 DAE, na cultura de
sorgo sacarino cultivar BRS 505 da Embrapa, inoculado com Azospirillum brasilense.
Avaliou-se as variaveis de trocas gasosas (A, gs, Ci. E) e as varidveis estimadas de EUA,
A/Ci e indice SPAD aos 16, 46 e 81 DAE, area foliar aos 70 DAE, massa de matéria seca
aos 90 DAE. A colheita foi realizada aos 90 DAE e os colmos foram preparados para a
determinagdo do POL%, AR% e ART kg t*. A aplicacdo do biorregulador na dose de

440,7 ml ha! apresentou a maior eficiéncia fotossintética até os 46 DAE. Nas condicdes



experimentais o tratamento com regulador vegetal ndo apresentou efeito no aumento da
producdo de acucar total recuperdvel. O biorregulador apresentou sinergia com 0s
tratamentos de adubacdo nitrogenada, ocasionando incremento no desenvolvimento das
caracteristicas fenologicas: area foliar e massa de matéria seca da cultura. Conclui-se que a
acdo do biorregulador ndo influenciou na producdo de acUcares pela planta, entretanto se
mostrou um bom candidato a diminuir os custos na adubacéo nitrogenada da cultura, por
melhorar a eficiéncia fotossintética tanto em plantas de sorgo sacarino em que o N
metabolizado foi oriundo da inoculacdo com Azospirillum brasilense ou da adubacdo

nitrogenada.



REVIEWS PHISIOLOGICAL SORGHUM SACCHARINE INOCULATED WITH
Azospirillum brasilense IN FUNCTION OF FERTILIZER NITROGEN AND
VEGETABLES REGULATORS Botucatu, 2015. 87p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Agricultura) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual
Paulista.

Author: CLEBER JUNIOR JADOSKI
Advisor: JOAO DOMINGOS RODRIGUES

SUMMARY

Sweet sorghum is a prominent culture that has gained in the
production chain of sucrose, however, with high consumption of nitrogen fertilizers. As
regards income sucrose for sweet sorghum can be said that some factors still need to be
evaluated to increase the prospects for success, including increased productivity and
reduction in production costs. There is interaction between culture, biological elements and
management, in the latter, the application of plant growth regulators has shown significant
results in the metabolic processes of plants, and increased productivity. Photosynthesis has
direct bearing on the productivity of plants and is one of the processes affected by nitrogen
metabolism. The assimilation of this nutrient stands out as one of the main limiting factors
for crop production. Biological processes N fixation by prokaryotic organisms can make
more efficient production processes. In this context the Azospirillum brasilense bacteria is
promising to provide nitrogen and reduce the cost of nitrogen fertilizers. Based on the
physiological effects that bioregulators develop the plants, depending on their mode of
action in the photosynthetic metabolism, this study aimed to evaluate the physiological
responses of sorghum inoculated with Azospirillum brasilense resulting from nitrogen and
plant growth regulators fertilization. The experiment consisted of split plots and distributed
in blocks at random, with four repetitions. The subplots correspond to a line in the main
plot, alternating by a line boundary. The treatments consisted of nitrogen levels (0, 40, 80,
120 e 160 kg ha™), the main plots at 10 days after emergence (DAE) and the subplots
levels bioregulator, commercial product Stimulate® (0, 300, 400, 500 e 600 mL ha?)
applied at 15 DAE, the sorghum crop BRS 505 Embrapa inoculated with Azospirillum

brasilense. Were evaluated the variables of gas exchange (A, gs, Ci, E) and the variables



estimated efficiency of water use, photosynthetic efficiency and SPAD index at 16, 46 and
81 DAE, leaf area at 70 DAE, dry matter at 90 DAE. Plants were harvested at 90 DAE and
the stalks were prepared for the determination of POL% RA% and TRS kg t*. The
application of plant growth regulator at a dose of 440.7 ml ha' had the highest
photosynthetic efficiency up to 46 DAE. Under the experimental conditions the treatment
plant growth regulator has no significant effect on the increase of total recoverable sugar
production. The plant growth regulator showed synergy with nitrogen fertilization
treatments, leading to increase in the development of phenological characteristics leaf area
and dry matter of crop. Concludes that the action of the bioregulators did not influence the
production of sugars by the plant, though it showed a good candidate to reduce the costs of
nitrogen fertilizer in culture, to improve the photosynthetic efficiency in both sorghum
plants in the N metabolized was derived from the inoculation with Azospirillum brasilense

and nitrogen fertilization.

Keywords: Inoculation, kinetin, photosynthetic efficiency, synergy, total recoverable sugar.



3 INTRODUCAO

O sorgo sacarino (Sorghum bicolor Moench) é a denominacgdo dada
ao sorgo com aptiddo de producdo e acumulo de sacarose no colmo, chegando a

quantidades proximas as da cana de agucar.

O sorgo, pertence a familia Poaceae e estima-se que seu centro de
origem seja na regido onde se encontram 0s paises Suddo e Etiopia, localizados no
continente Africano e que aparentemente, foi difundido pelo mundo através dos nativos
africanos por ocasido da escraviddo. E cultivado na maior parte das regides tropicais e
subtropicais, é 0 quinto cereal mais produzido no mundo (MOREIRA, 2011).

E considerada uma cultura com balanco energético positivo,
destacando-se como matéria-prima promissora para a geracdo de bioenergia, devido ao
elevado teor de fibras e agUcares fermentaveis, que pode ser explorada em larga escala e
com grande adaptabilidade a diversas condicdes de clima e solo (SANTOS et al., 2014).
Além disso, o ciclo curto de produgdo (seis meses para elevado rendimento de biomassa) e
a menor exigéncia em agua comparado a cana-de-acucar e milho favorece o sorgo que
apresenta melhor eficiéncia energética (NAGAIAH et al., 2012; SERNA-SALDIVAR et
al., 2012).

O estudo realizado durante dois anos por Teixeira et al. (1999),
evidenciou o potencial produtivo do sorgo sacarino. Caracteristicas de cultivo como o ciclo
de 120 a 130 dias, rendimento de 48 t ha* e aglcares redutores em 5,6%, ATR de 96,3 kg



t, assim como rendimento de alcool anidro de 62,4 L t*, comparado com & cultura da
cana-de-agticar com o ciclo variavel em cana de ano e rendimento de 85t ha*, revelando
acucares redutores em 1,5%, ATR de 152,4 kg t* e rendimento de alcool anidro de 82 L t*
ressaltam expectativas de sucesso do cultivo da cultura do sorgo (Ministério da Agricultura

Pecuéria e Abastecimento, 2014).

Concomitantemente ao rendimento de sacarose pelo sorgo sacarino,
pode-se afirmar que alguns fatores ainda devam ser avaliados para aumentar as
perspectivas de sucesso, dentre eles 0 aumento de produtividade e a reducdo nos custos de
producdo da cultura. O elevao custo dos fertilizantes entre os fatores, € um gargalo que
estreita a relacdo custo/beneficio do cultivo de sorgo sacarino e a geracdo de agUcar e
alcool (MOURA et al., 2005).

O nitrogénio é um nutriente que embora abundante na atmosfera, a
planta 0 metaboliza apenas na forma nitrica e amoniacal. Os fertilizantes nitrogenados
possuem elevado custo, e a reserva da biosfera provém da atmosfera. Na forma molecular
ndo pode ser diretamente assimilado pelas plantas. Contudo processos bioldgicos de
fixac&o de N por organismos procariontes tornam isso possivel. A proliferacdo de bactérias
presentes no solo aderidas a superficie das raizes foram descobertas no inicio do século
XIX, juntamente com a descoberta da fixacdo de nitrogénio (MOREIRA, 2007).

Neste contexto o uso de bactérias fixadoras de nitrogénio
trouxeram beneficios para a producdo de diversas culturas, como a soja (Glicine max (L.)
Merrill). Assim, quandoas bactérias fixadoras denitrogénio sdo inoculadas as sementes,
existe um potencial de liberagdo de aproximadamente 150 kg de N ha™ ao longo do ciclo
da cultura. Outra vantagem é a disponibilidade do nutriente de acordo com as necessidades
de cada fase do ciclo, aumentando a eficiéncia metabdlica da planta e a produtividade
(ARAUJO; HUNGRIA, 1999).

Os biorreguladores sdo substancias ou mistura delas que podem ser
aplicadas diretamente nos vegetais, promovendo alteracdoes nos processos vitais e
estruturais, possibilitando o incremento nos teores de sacarose, tempo de maturagdo e
aumento na produtividade (CASILLAS et al., 1986).

~

Os biorreguladores séo eficientes quando aplicadas em

pequenasdoses favorecendo o crescimento e o desenvolvimento da planta, mesmo sob



caracteristicas ambientais desfavoaveis, pois, funcionam como ativadores de metabolismo,
potencializando o sistema imunoldgico, regulam os processos fisiologicos nas diferentes
fases do desenvolvimento, estimulam o crescimento radicular, induzem o desenvolvimento

de novos tecidos, etc (Silva et al., 2010).

Sabendo-se que o0 sorgo sacarino é uma cultura que vem ganhando
destaque na cadeia produtiva da sacarose, contudo com alto consumo de fertilizantes
nitrogenados, e que o Azospirilum brasilense é uma bactéria fornecedora de nitrogénio de
baixo custo, e que ainda o uso de biorregulador € capaz de melhorar o metabolismo
vegetal, torna-se necessario avaliar os efeitos da inoculagdo com Azospirillum brasilense e
em diferentes doses da adubagdo nitrogenada, e do biorregulador Stimulate® , na
fotossintese e producdo de acUcar total recuperavel e ainda relacionar as doses do
biorregulador em diferentes niveis de adubacdo nitrogenada com o comportamento das
caracteristicas fenoldgicas: indice de area foliar e massa de matéria seca das plantas.

Portanto, a hipdtese deste trabalho é que a acdo fisioldgica do
produto a base do biorregulador Stimulate® com interacdo a adubacdo nitrogenada tenha
efeito no metabolismo fotossintético, aumentando a producgdo de agUcar total recuperavel
em plantas de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense.

O objetivo do corrente trabalho foi avaliar as respostas fisioldgicas

de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense decorrentes da adubacgéo
nitrogenada e reguladores vegetais.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Taxonomia e morfologia do sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é originario do continente
Africano, cultivado para a alimentacdo humana, animal, obtencdo de fibras e combustivel.
E uma planta sacarina, que esté entre as plantas que possuem a eficiente forma de acumular
biomassa pelo o metabolismo fotossintético C4, compreendendo especializa¢fes
morfolégicas e bioquimicas que aumentam a taxa de assimilacdo de carbono (PATERSON
et al., 2009). A assimilacio carboxilativa pode variar entre 30 a 100mg dm2h'CO,
dependendo da época de cultivo, estadio fenoldgico e clima (RATNAVATI; DAYAKAR,;
SEETHARAMA, 2003).

O sorgo sacarino possui pequeno genoma, compreendendo 730 Mb,
diploide com 10 pares de cromossomos, apresentando similaridade com o genoma da cana-
de-acucar (DOGGET, 1988; HABINDAVYI, 2009). O sorgo tem sido identificado como
uma espécie fonte de genes benéficos para a agricultura, envolvidos com a sintese de

celulose, hemicelulose, lignina e acimulo de carboidratos (DAMASCENO, 2011).

No trabalho de Harlan e de Wet (1972) o sorgo € descrito como
pertencente a familia Poacea e na antiga classificacdo dos vegetais (CRONQUIST),
pertencente a tribo Andropogonae, que tem como centro de origem e variabilidade a regido
de Katanga (Congo). O sorgo é classificado em quatro racas (Bicolor, Guinea, Caudatum,

Durra e Kafir), sendo as racas intermediérias correspondentes as combinacdes que foram



identificadas de acordo com os tracos morfoldgicos da panicula, gluma e cor de gréos
(HARLAN; DE WET, 1972).

A taxonomia do sorgo passou por varias modificacGes desde sua
descricdo por Linnaeus em 1753. Primeiro por Snowden em 1936, seguido por Harlan e de
Wet em 1972 (ICRISAT, 2008). Habindavyl (2009) descreve que a determinagdo do grau
de expressdo entre os tragos morfoldgicos e suas combinagdes sao muito subjetivas e sutis,

0 que torna a identificacdo das ragcas complicadas.

Classifica-se taxonomicamente o sorgo segundo o APG Il
(Angiospem Phylogeny Group I11) (United States Departament of Agriculture, 2015) da

seguinte forma:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Superdivisdo: Spermatophyta
Diviséo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida
Ordem: Poales

Familia: Poaceae

Género: Sorghum Moench
Espécie: Sorghum bicolor (L.) Moench

O sorgo é uma planta de dias curtos e anual, com o limbo foliar
plano, caule rigido e que ndo possui rizomas. As flores estdo posicionadas em forma de
panicula aberta e de racemos curtos. Com o amadurecimento das sementes maduras a
panicula pode cair. As cores das glumas variam de vermelho ou castanho avermelhado ao
amarelo, os grdos sdo predominantemente vermelhos ou castanhos avermelhados
(KEARNEY; PEEBLES, 1969; BARKWORTH, 2003).

A inflorescéncia do sorgo é do tipo panicula, que se constitui de
um eixo central ou raquis, de onde partem eixos secundarios nos quais se localizam as

espiguetas aos pares, sendo uma séssil e outra pedicelada. A raquis pode ser longa ou curta,
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com diferencas em espessura, quantidade de tricomas e estrias. Da constituicdo das
espiguetas pediceladas estdo duas glumas, onde estdo inseridas duas flores, a masculina
com trés estames na posi¢do superior com conjunto de lema e palea, e uma flor estéril na
inferior que contém apenas uma gluma. A espigueta séssil constitui-se de duas flores, a
primeira fértil com duas glumas e conjunto de lema e palea, duas lodiculas, trés estames e
um pistilo (ovario, estilo e estigma), (DURAES, 2014).

O sorgo possui filotaxia distica alterna com folhas lanceoladas
anfiestomética. Segundo Durées (2014) possui folhas eretas quando jovens, tendendo a
horizontalidade a partir do momento que atingem o crescimento méaximo, que pode chegar
al,35m.

O sistema radicular do sorgo é composto por duas formacoes: a
primeira sdo as raizes seminais ou primarias, que podem ser constituidas por uma ou mais
raizes pouco ramificadas, que atrofiam e desaparecem com o desenvolvimento das raizes
secundarias (segunda formacdo) que surgem no né do mesocétilo; sdo bastante ramificadas
e vao formar o sistema radicular principal. Também poderd haver a formacéo de raizes
adventicias que se formam nos n6s acima do colon, e ndo possuem eficiéncia na absorcdo

de &gua e nutrientes (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, 2000).

4.2 Bactérias fixadoras de nitrogénio.

Tendo em vista a busca da diminui¢do do custo de producédo de
alimentos, hd algumas décadas vém se testando solucGes para minimizar o uso de
adubacdes nitrogenadas nos cultivos de gramineas tropicais. Dentre essas solugfes estdo as
associacGes com bactérias fixadoras de nitrogénio (N). Em 1979, Dobereiner (1979) ja
enfatizava que essas associa¢Ges podem dar aumentos ou manutencdo dos niveis de N no
sistema solo-planta. Bactérias fixadoras de nitrogénio podem contribuir para a estimulagéo
do crescimento da planta ou para a prevencao e supressao de doencas e sdo referidas como

rizobacterias promotoras de crescimento (RPC).

O isolamento dessas bactérias em cereais, gramineas e diversas
outras plantas tem sido extensivamente estudado (DOBEREINER; PEDROSA, 1987;
OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994; BALDANI; BALDANI, 2005). Este fato
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levou a identificar dois grupos que se associam com a planta hospedeira: colonizadoras
endofiticas e de rizosfera.

Técnicas microbiologicas classicas envolvendo o cultivo,
identificaram bactérias pertencentes aos géneros Azospirillum, Azotobacter, Alcaligenes,
Bacillus, Beijerinckia, Campylobacter, Derxia, alguns membros de Enterobacteriaceae
(Klebsiella, Pantoae) e Pseudomonas stutzeri (RENNIE, 1980; BALANDREAU, 1983;
ELMERICH et al.,1992; YAN et al.,, 2008). A maioria destas cepas foi isolada de
superficies de raizes esterilizadas, sugerindo que estas células estdo protegidas de agentes

esterilizantes.

Dentre os microrganismos que estdo em estudo, as bactérias do
género Azospirillum foram as que melhor responderam a interagdo com as plantas,
principalmente as que pertencem ao grupo das monocotiledoneas, que estdo entre as

principais fornecedoras de alimento para a humanidade (MOREIRA, 2007).

O género Azospirilum € uma bactéria diazotréfica (capaz de
assimilar o nitrogénio atmosférico), microaerdbia, fixadora de nitrogénio atmosférico
quando em vida livre, as quais sendo encontradas no solo e quando associadas as rizosferas
das plantas podem, possivelmente, contribuir com a nutricdo nitrogenada dessas plantas,
tais quais milho, arroz, trigo, sorgo, bananeira e abacaxizeiro (DOBEREINER; DAY,
1976; DOBEREINER, 1991; GUNARTO et al.,1999; CRUZ et al.,2001; GERHARDT,
2012).

Azospirillum spp. sdo bactérias Gram positivas, curvas, moveis e
de varias origens geograficas. Este género pertence a subdivisdo a das Proteobactérias
(YOUNG, 1992) e atualmente sdo descritas quinze espécies pertencentes ao género
Azospirillum: A. brasilens, A. lipoferum (TARRAND et al., 1978), A. halopraeferens
(REINHOLD et al.1987), A. amazonense (MAGALAES et al.,1983), A.irakense
(KHAMAS et al., 1989), A. largimobile (DEKHIL et al.,1997), A. doebereinerae
(ECKERT et al., 2001), A. oryzae (XIE; YOKOTA, 2005), A. melinis (PENG et al., 2006),
A. canadense (MEHNAZ et al., 2007a) A. zeae (MEHNAZ et al., 2007b), A. rugosum
(YOUNG et al., 2008), A. palatum (ZHOU et al., 2009), A. picis (LIN et al., 2009) e A.
thiphilum (LAVRINENKO et al., 2010). As duas espécies tiveram seus genomas
recentemente sequenciados (WISNIEWESKI-DYE et al., 2011).
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As bactérias do género Azospirillum tém grande potencial de uso
como biofertilizante (GERHART, 2012), devido a capacidade de colonizar raizes de vérias
espéecies de plantas, sua ampla distribuicdo geografica e sua eficiéncia na fixacdo de
nitrogénio in vitro (PEDROSA, 1987). Essas bactérias ja foram isoladas de raizes de mais
de 100 espécies de plantas, podendo também ser aplicadas em raizes de plantas que néo
apresentam histérico de colonizagdo com Azospirillum (BASHAM et al., 2004). Tais
bactérias sdo potencialmente benéficas para a agricultura, podendo influenciar
positivamente o crescimento vegetal, o rendimento da safra e o contetdo de nitrogénio da
planta (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

A colonizacdo da superficie radicular por bactérias do género
Azospirillum, vem sendo estudada ha muitos anos. Em 1923, Beijeirink isolou a bactéria
Spirillum, semelhante a Azospirillum (ROTHBALLER et al., 2008).

Estas bactérias sdo aerdbicas, ndo fermentativas, contudo contém
granulos de polihidroxialcanoato (PHA), com sistema de anexacdo com as raizes, mediado
por um flagelo polar, sendo essa ancoragem irreversivel. O flagelo polar é glicosilado e se
liga a raiz, enquanto os flagelos laterais ndo sdo essenciais durante a fase de adsorcéo
(STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

Micrografias eletronicas de raizes colonizadas revelam que
Azospirillum foi ancorada nas raizes por um material fibroso, provavelmente similar a
fibra produzida durante a floculagdo. A bactéria coloniza a rizosfera e se encontra em
nimero elevado mediante o surgimento de raizes laterais e proxima a coifa (DE
OLIVEIRA PINHEIRO et al., 2002). O grau de invaséo de tecidos de plantas difere entre
estirpes. Em um trabalho inicial, usando técnicas de fluorescéncia de anticorpos, verificou-
se que Azospirillum coloniza os espacos intercelulares entre a epiderme e o cortex da raiz
(SCHANK et al., 1979).

A interacdo planta versus fixadores de N, depende da
adaptabilidade dos genotipos vegetais, do microrganismo fixador ao ambiente e da sinergia
entre os dois organismos em se associar. O equilibrio no tripé gendtipo x ambiente x
fenotipo torna-se se essencial no sucesso das interagdes associativas entre microrganismos

fixadores de N e os diferentes géneros vegetais (SMITH et al., 1984).
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Diversos experimentos de inoculagdo em campo demonstraram que
organismos deste género foram capazes de aumentar o rendimento de gramineas
economicamente importantes como trigo, milho e sorgo, em regides climaticas e solos
diferentes (PATRIQUIN et al., 1983; VANDERLEYDEN, 1997). O uso de inoculantes
contendo Azospirillum poderia ajudar na reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados
(HUNGRIA et al. 2010). O uso como biofertilizante j& foi aprovado no Brasil pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para as culturas de milho e
trigo (GERHARDT, 2012).

A interacdo positiva entre estas bactérias tem sido demonstrada por
varios autores e, embora ainda ndo seja pratica agricola consolidada, levantamentos de
diversos experimentos realizados em Vvarios paises demonstram que a inoculacdo com
Azospirillum em milho resultou, na maioria dos casos, em aumento de matéria seca, de
producdo de grdos e de acumulo de N nas plantas inoculadas, particularmente quando
envolveu gendtipos ndo melhorados na presenca de baixa disponibilidade de N (REIS
JUNIOR et al., 2008 ).

Cavallet et al. (2000) trabalhando com a inoculagéo de Azospirillun
na presenca e auséncia de adubacdo nitrogenada na cultura do milho, encontraram
respostas positivas na produtividade de grdos com aumento medio na ordem de 17%, como

resultado do aumento do comprimento médio das espigas.

Avaliando a associacdo de Azospirillum amazonense e milho, Reis
Junior et al. (2008) encontraram aumentos da matéria seca das raizes e melhor eficiéncia
da planta na utilizacdo do N em seu metabolismo, contudo os autores ndo demonstraram

efeito nas enzimas NR (nitrato redutase e GS (glutationa transferase)).

Rodrigues et al. (2014) avaliando os componentes produtivos do
trigo com o uso combinado de matéria organica, diferentes doses de nitrogénio e bactérias
fixadoras de N, ndo observaram respostas satisfatorias quando aplicado nitrogénio na

forma NH4 em plantas inoculadas com Azospirillum.

Dubrovski et al. (1994) relataram que o principal efeito que
Azospirillum apresenta em Arabidopsis thaliana foi a promocao do crescimento radicular,

beneficiando a absorgdo de nutrientes.
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Foloni e Bassoi (2014), avaliando cultivares de trigo com
expressivos usos no estado do Parand, em razéo da inoculagcdo de sementes combinada com
doses de N em cobertura, concluiram que a inoculagdo ndo incrementou a produtividade da

lavoura nas condigdes experimentais expostas.

Provavelmente, a maior producdo de matéria seca e 0 acimulo de
nutrientes por plantas inoculadas constituam a producdo de substancias promotoras de
crescimento pelas bactérias. Bashan e Holguin (1997) relataram ser evidente que
fitormonios, principalmente o acido indol-acético (AlA) excretados por Azospirillum,
desempenham papel essencial na promocao do crescimento de plantas em geral.

A colonizacdo das raizes afeta tanto a morfologia como a
fisiologia da planta hospedeira. Depois da inoculagdo com Azospirillum a resposta tipica é
a maior proliferacdo de raizes laterais e capilares, geralmente acompanhada pela mudanca
da fisiologia da raiz, com aumento na absor¢cdo de minerais e agua, aumentando a
respiracdo radicular, atrasando a senescéncia das folhas e aumentando a massa seca da
planta (OKON, 1985, DOBBELAERE; OKON, 2007).

Atribui-se a promocdo do crescimento a producdo de compostos
como auxinas, produzidas pela bactéria do solo. Geralmente grande parte da biossintese de
IAA usa triptofano (Trp) como precursor, e diversas rotas para a conversdo de Trp para
IAA tém sido descritas (COSTACURTA; VANDERLEYDEN, 1995; BACA;
ELMERICH, 2007). A rota do indol-acetamida, comumente em bactéria fitopatogénica,
ndo esta presente em bactérias fixadoras de nitrogénio, incluindo Azospirillum. Em vez
disso, essas bactérias possuem a rota do indol-piruvato, envolvendo a indol-3-piruvato
descarboxilase (KOGA et al., 1991).

Entretanto, ha dificuldades para diferenciar a producdo de
horménios da planta ou da bactéria. Concentracdo elevada de auxina em plantas
colonizadas por Azospirillum ja foi encontrada, mas ndo se pode concluir que este aumento
esta ligado a hidrolise de conjugados de auxina produzidos pela planta, bactéria ou ambos
os organismos (FALLIK et al., 1989). Outros hormonios como giberelinas e citocininas,
também sdo produzidas por diversas bactérias, contudo pouco se sabe sobre o
envolvimento destes hormonios a inoculagdo (BACA; ELMERICH, 2007).



15

Em contraste, 0 mecanismo de prevencdo a producdo de etileno
pela bactéria € bem conhecido. O etileno previne o alongamento das raizes, e varias
bactérias decodificam o gene deaminase (acdS) que degrada o precursor direto do etileno,
0 1-aminociclopropano -1- acido carboxilico (ACC) (GLICK, 2005). Introducdo do gene
acds em A. brasilense resultou em maior alongamento da raiz em algumas plantas
(HOLGUIN; GLICK, 2001). A producdo de N-acilhomoserina lactona, que pode estar
envolvida na promocéo de crescimento, também foi observada em diversos casos (BOYER
etal., 2008, ROTHBALLER et al., 2008).

4.3 Meio ambiente e o uso de fertilizantes nitrogenados.

A utilizacdo de bactérias endofiticas como alternativa a adubacéo
nitrogenada em espécies cultivada, possuem potencial a diminuicdo dos impactos
ambientais, tais como menor emissdo de gases de efeito estufa (GEE) e eutrofizacdo das
aguas. O Intergovernamental Panel on Climate Change relata que cerca de 77% das
emissdes de GEE em 2004, foram atribuidos ao CO2, enquanto que 8% foi contribuido
pela emissdo de 6xido nitrico (ZOTELLI,2012).

De acordo com o relatério apresentado no Rio +20 (2012), o uso de
fertilizantes no Brasil pulou de 70 kg ha-1 em 1992 para 150 kg ha-1 em 2012. A industria
brasileira de fertilizantes produz cerca de 53% de nitrogénio, 66% de fosforo e 15 % de
potéassio em termos de produtos acabados, importando 18% de am6nia, 100% do enxofre,
12% da rocha fosfatica e 6% do acido fosférico consumido na producgdo de fertilizantes
(ISHERWOOD, 2000).

Dentre os fertilizantes, os nitrogenados sdo 0s que possuem maior
acdo poluidora sendo que a producdo desses compostos € responsavel por 94% do
consumo de energia de toda a producgdo de fertilizantes, sendo os principais a amonia e
seus derivados como o acido nitrico e a uréia (ISHERWOOD, 2000).

Os adubos nitrogenados podem reagir com o solo, acidificando-o,
em especialmente sulfato de aménio e menos intensamente o nitrato de aménio (MELEM
JUNIOR et al, 2001).
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No relatério da Unido das Indlstrias de Fertilizantes (UNIFA,
1997) encontrou-se 42% de nitrogénio de origem agricola em uma bacia hidrogréafica
localizada na Franca. Experimentos com N15 indicam que 5% de nitrogénio dos
fertilizantes é perdido para a agua durante os estadios de crescimento das culturas, sendo
que dois tercos disso sdo devidos &s préaticas incorretas de adubacdo (ISHERWOOD,
2000).

O nitrato esta entre o0s poluentes danosos a agua potavel
(MAGALHAES E BROTTO, 2014), causando danos & saide humana como, a sindrome
do bebé azul e em adultos pode aumentar a probabilidade de cancer de mama em mulheres
(BAIRD; CANN, 2011).

Na atmosfera, o 6xido nitroso (N2O), estd associado ao efeito
estufa, sendo prejudicial a camada de oz6nio. O Painel Intergovernamental em Mudancas
Climéaticas (IPCC), destaca que o N2O é responsavel por 7,5% do efeito-estufa,
aumentando a 0,2% ao ano, sendo que o processo microbiano do solo fornece 65% de toda
a emissdo de N2O sendo que o nitrogénio usado como substrato por essas bactérias €
fornecido pelos fertilizantes chegando a 2,25% do N2O produzido (SMITH et al, 1998;
BACKMAN E OLFS, 1998).

4.3 A nitrato redutase e a metabolizacdo do nitrogénio

Entre os principais elementos que compde a biomassa vegetal esta
0 nitrogénio (entre 1 a 10%). A energia e a estrutura molecular necessaria para a
incorporagdo do nitrogénio provém do metabolismo dos carboidratos, o qual depende da
fotossintese, e essa, por sua vez, depende dos compostos contendo nitrogénio (como por
exemplo a clorofila e a 1,5 ribulose bifosfato carboxinase) criando assim um ciclo de
interdependéncia (LARCHER, 2006).

Buchanan et al. (2000) relatam que a assimilag@o de nitrogénio é o
segundo maior processo metabolico nas plantas superiores, sendo superado apenas pela
fixacdo fotossintética do CO». As plantas absorvem o nitrogénio do solo nas formas de

nitrato e amoénio, sendo o nitrato a principal forma de nitrogénio inorganico disponivel para
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as plantas. A absorcéo depende do pH na rizosfera, sendo que sob pH &cido, a absorgéo de

nitrato € mais prejudicada que a de aménio.

A enzima nitrato redutase (NR) catalisa o0 primeiro passo
enzimético da assimilacdo de nitrogénio pelas plantas superiores por meio da reducdo do
nitrato (NO ) a nitrito (NO?) (OAKS, 1994; YANEVA et al. 2000). Essa enzima (NR) é
uma flavoproteina, formada por duas subunidades idénticas, com trés grupos -
dinucleotideo de flavina e denina (FAD), heme e um complexo constituido entre o
molibdénio (Mo) e uma molécula orgénica, a pterina (MENDEL; STALLMEYER, 1995;
CAMPBELL, 1999), razdo pela qual também é denominada como molibdopterina.

A enzima NR esta localizada, primariamente, no citossol das
celulas corticais da epiderme da raiz e nas células mesofilicas da parte aérea (RUFTY et
al., 1986, VAUGHN; CAMPBELL, 1988).

Uma vez absorvido pelas raizes das plantas, o nitrato é reduzido a
nitrito no citoplasma das células pela enzima nitrato redutase (NR) e, em seguida, a
amonio, pela nitrito redutase (NRi), que usa a ferredoxina reduzida como doadora de
elétrons (YANG; MIDMORE, 2005). Em seguida, esse amonio é incorporado em
moléculas organicas, como aminoacidos e nucleotideos, por meio da acdo conjunta das
enzimas glutamina sintetase (COND) e glutamato sintase (GOGAT) (TAIZ; ZEIGER,
2011).

Os processos de reducdo e assimilacdo de N podem ocorrer nas
folhas e/ou raizes, de maneira simultanea ou ndo, entre esses 6rgdos, de acordo com a
espécie (PATE, 1980) e condi¢bes ambientais (COSTA, 1986). Recentemente, a nitrato
redutase tem sido considerada uma enzima chave na sinalizacdo do 6xido nitrico (NO) por

produzir o nitrito, principal substrato para a sintese deste radical nos vegetais.

4.4 Biorregulador e reguladores vegetais

Bajguz e Pietrowska (2009) caracterizaram os hormdénios vegetais
como substéancias de baixo peso molecular de origem natural, que em concentra¢Ges abaixo
da molar, regulam o metabolismo vegetal em todo o ciclo de vida. Dourado Neto et al.,

(2004) definem fitorreguladores (reguladores vegetais) como parte do grupo de substancias
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vegetais denominadas hormonios vegetais sintéticos. Dentre esses, pode se citar as
auximas, citocininas e as giberilinas.

Laca-Buendia (1989) definem reguladores vegetais como
substancias naturais ou sintéticas que podem ser aplicadas nas plantas com o intuito de
alterar ou controlar um processo metaboldmico, cuja acéo trara beneficios para as culturas
de interesse econémico, como incremento na producdo e melhora da qualidade dos
produtos.

Taiz e Zeiger (2013), relataram que a auxina provoca aumento na
taxa de crescimento celular em pouco tempo. Isso ocorre pela biossintese e acdo da auxina
na H™-ATPase sobre a pressdo de turgor e afrouxamento bioquimico da parede celular,
culminando em maior expansao da célula.

As auxinas sdo horménios enddgenos com grande diversidade de
efeitos fisioldgicos sobre os vegetais, utilizadas comercialmente em fungdo de cada
interesse econdémico, que se busca no fendtipo de plantas cultivadas (DAVIES, 2004).

A auxina coordena Vvarios aspectos do crescimento e do
desenvolvimento vegetal através da regulacdo da expressdo de genes (ULMASQV et al.,
1997). Assim, permite a inducdo de diversas respostas, induzindo o crescimento e a
especializacdo da célula em um determinado tecido ou 6rgdo vegetal, interferindo no
desenvolvimento da planta em todos os estadios fenoldgicos (SRIVASTAVA, 2002).

A principal ocorréncia natural da auxina na planta é a forma de
acido 3-indol-acético (IAA), substancia derivada do triptofano, agindo como “gatilho” da
embriogénese, organogénese, desenvolvimento vascular e crescimento tropico (FRIML et
al., 2003; BENKOVA et al., 1999; REINHARDT, 2000).

As citocininas estdo diretamente relacionadas com o processo de
divisdo celular e em processos de desenvolvimento vegetativos e reprodutivos, na
germinacdo de sementes e na quebra de dorméncia de gemas (RAVEN et al., 2007;
VIEIRA; MONTEIRO, 2002).

Li et al. (2007) aplicando citocinina em cana-de-agUcar,
verificaram a inibicdo da formacgdo de raizes laterais e do crescimento da raiz primaria,
contudo n&o encontrou efeitos negativos sobre o desenvolvimento dos primordio de raizes
laterais ja em formagdo. Os autores relataram que ha efeito da citocinina estimulando o

crescimento de raizes filamentosas da zona pilifera.
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As giberelinas possuem a fungdo de promover o crescimento
caulinar, estimulando o alongamento e a divisdo celular (SALISBURY; ROSS, 2013),
além de serem dos principais fitorménios atuantes no processo de germinacdo das
sementes (RAVEN et al., 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Quando o acido giberélico é aplicado antes do florescimento, este
induz a um crescimento vegetativo intenso, em diversas culturas, o qual € maior do que o
necessario para a maxima produtividade, e, neste caso, nutrientes e fotossintetizados sao
direcionados ao crescimento vegetativo, em detrimento ao desenvolvimento de estruturas
reprodutivas (LEITE et al., 2003)

As citocininas também possuem papel importante no
desenvolvimento do aparelho fotossintético (MERLIN, 2012). Segundo Nyitrai (1997),
citocininas sdo membros do grupo de reguladores vegetais com acdo no desenvolvimento
dos cloroplastos, possuindo correlagdo na recepgdo da luz, além de terem influéncia no
transporte de elétrons (principalmente no fotossistema 1), acimulo de clorofila, atividade
fotossintética e na sintese da enzima ribulose 1,5-difosfato carboxilase (rubisco).
Recentemente foi demonstrado que uma parte substancial das citocininas em folhas sao
localizadas em cloroplastos (BENKOVA et al, 1999). Os plastideos e seu
desenvolvimento estdo entre os principais alvos de acao das citocininas nas células foliares
(PARTHIER, 1979). Citocininas ativam a diferenciacdo dos etioplastos no escuro e o
desenvolvimento dos cloroplastos na presenca da luz (KHOKHOLOVA et al., 1971;
CHORY etal., 1991).

Fioreze et al. (2013) avaliando os efeitos da adi¢do de célcio e
aplicacdo de cinetina em soja sob deficiéncia hidrica e sombreamento, verificaram que
plantas que receberam calcio e cinetina apresentaram maior contelido de agua na folha,
contudo esse tratamento ndo aumentou a producdo de grdos, sob as condicdes
apresentadas.

Amendoinzeiros dos tipos Spanish e Virginia, quando tratados
com diferentes concentracbes de 4&cido giberélico (GA3), sob condi¢Bes de vaso,
apresentaram significativo alongamento das hastes sem alterar o nimero de entrends, ao
serem submetidos ao produto. Esse efeito foi maior no estadio inicial, mostrando-se
particularmente evidente no caule principal do cultivar semi-erecto e nas ramificacdes do
cultivar prostrado (Virginia) (CASTRO; da GLORIA, 1993).
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Kochancov et al. (1996) aplicando GA3 em plantas de alface
crespa, nas concentragdes de 6,25 mg L, 125 mg L* e 25 mg L?, favoreceram o
florescimento de plantas, quando aplicado na menor concentracdo, em plantas de 3 a 20
folhas. Ja a aplicacdo das duas maiores concentracfes promoveu 0 crescimento excessivo,
quando aplicado nas plantas de alface de sete folhas, mostrando efeitos deletérios, como
desordens morfogenéticas, como a curvatura do caule, e a formagdo de uma segunda
cabeca.

Segundo Vieira e Monteiro (2002), as substancias reguladoras
podem ser combinadas com outras substancias para agirem durante o processo germinativo
das sementes e, também, em eventos pos-germinativos, como a mobilizacdo de reservas,
crescimento e desenvolvimento do embrido.

Avaliando a acdo de bioestimulante na germinacdo de sementes,
vigor de plantulas e produtividade de soja, Vieira e Castro (2001), registraram aumentos na
quantidade de plantulas normais, na massa da matéria seca de plantulas, na producdo de
grdos e de massa da matéria seca de gréos por planta.

Ao observar os efeitos do Stimulate® na cultura de alface, Repke et
al. (2009), concluiram que o produto elevou o teor de clorofila em alface americana,
aumentando o didmetro e o peso de matéria seca das plantas.

Dourado Neto et al. (2004), estudando os efeitos do Stimulate® em
diferentes dosagens via tratamento de sementes de milho, relatam que o tratamento
aumentou o rendimento de grdos, afetando também o didmetro do colmo e numero de
grdos em cada fileira na espiga. Os autores registram ainda que a aplicacdo do
fitorregulador foi mais eficiente quando executada no tratamento de semente, em
comparagdo com a pulverizacdo 43 dias ap0s a semeadura.

Mortele et al. (2011) relatam que o Stimulate® via tratamento de
semente aumenta 0 nimero de plantulas normais na germinacdo da soja, contudo ndo
encontraram resultados eficientes para a porcentagem de germinacdo e a biomassa de
matéria seca.

Estudando os efeitos do Stimulate® nos elementos de producdo e
fenologia do feijoeiro, Abrantes et al. (2011) ndo encontraram resultados significativos do
efeito do produto para as caracteristicas vegetativas (altura da planta e altura de insercéo da
primeira vagem). Contudo ao aplicar o Stimulate® no estadio que inicia o florescimento da

cultura, obtiveram incremento do nimero de grdos por planta.
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Estudando os efeitos do Stimulate+Mo®, em mudas de
mandioquinha salsa, Reghin (2000), constatou maior enraizamento nas plantas tratadas.

Ros et al. (2015) observaram que o produto Stimulate® influenciou
0 numero de raizes adventicias e a massa seca das plantas de batata doce, contudo, nao

favoreceu a produtividade de raizes tuberosas.

4.5 Assimilacao de CO2

O acumulo de matéria seca na planta depende do balanco entre os

processos de fotossintese e respiracdo (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A produtividade é influenciada por caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas dos orgdos fotossintetizantes, conhecidos como fonte, e dos 0Orgdos
consumidores dos produtos fotossintetizados, conhecidos como dreno. Toda a producéo da
biomassa depende da atividade fotossintética da fonte, mas a assimilagdo do CO> é apenas
um dos fatores que influenciam o desenvolvimento vegetal (FOYER; GALTIER, 1996).

Os fotoassimilados constituem mais de 90% da massa seca da
planta. Uma parte desses assimilados € utilizada durante o crescimento, convertendo-se em
biomassa; a outra parte é oxidada na respiracdo e serve como fonte de energia para o

crescimento e funcionamento dos processos biologicos (POPOV et al., 2003).

A andlise de crescimento é baseada no fato de que
aproximadamente 90% da matéria seca acumulada pelas plantas ao longo do seu

crescimento s&o resultantes da atividade fotossintética (CANIZARES et al., 2004).

Segundo Wolschick et al. (2007) o gasto energético de uma planta
se relaciona ao gasto de energia para a manutencao celular (respiracdo de manutencao) e
gasto energético para crescimento (respiracao de crescimento), que seré diferente para cada
Orgdo ou tecido, ou seja, acimulo de matéria seca que € direcionada. Atraves das
mudangas de prioridade no abastecimento € possivel manter suprida uma zona em franco
crescimento e, a0 mesmo tempo, evitar que um tecido ou érgdo com pouca atividade seja
super abastecido (LARCHER, 2000).

As taxas metabdlicas das plantas séo influenciadas pelas condigdes

ambientais, que determinam as taxas e proporgdes da fotossintese e da respiracdo (perdas e
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ganhos no balango das trocas gasosas) e eventualmente, a produtividade biol6gica e
econdmica dessas plantas. A fotossintese liquida € um indicador da taxa de assimilacdo do
carbono (POPQV et al., 2003).

Por isso, torna-se cada vez mais importante estudar a fisiologia da
fonte e uma maneira de compreendé-la é através das medidas de trocas gasosas. Vale
ressaltar que, em estudos visando ganho de produtividade, € importante buscar
informagdes sobre a assimilagdo do CO», assim como sobre a eficiéncia do uso da agua
durante essa assimilacdo (BRANDAO FILHO et al., 2003).

A fotossintese € um processo essencial a sobrevivéncia das plantas
e para aumentar a eficiéncia desenvolvem varios mecanismos de foto resposta, como por
exemplo, a movimentacdo dos cloroplastos para locais onde a intensidade de luz é
apropriada assim como a abertura dos estdomatos para absorver CO2 (KAWAI et al., 2003).

Os poros estomaticos permitem a perda de vapor de agua para a
atmosfera durante a transpiracéo e a entrada de CO>, através da fixacdo fotossintética do
carbono (VAVASSEUR; RAGHAVENDRA, 2005). Um rigido controle sobre a abertura
estomatica € essencial, para que ndo ocorra perda excessiva de dgua pela planta, ou que ela
fique privada de CO.. Esse fino controle é atingido através de uma refinada sensibilidade
das células-guarda para uma multiddo de sinais ambientais e enddgenos, incluindo luz,
temperatura, umidade, CO> e quantidade de &gua na planta (ASSMANN; SHIMAZAKI,
1999).

A 4gua é o componente abundante e necessario a manutencdo da
vida animal e vegetal, compondo quase a totalidade das estruturas de muitos vegetais,
desempenhando importante funcdo para evitar o superaquecimento da folha. Com a
absorcdo do calor proveniente da radiacdo solar, a &gua vaporiza e deixa a folha através
dos estbmatos, resfriando-a. Este processo, denominado de transpiracdo, é de fundamental

importancia para manter o aparelho fotossintético funcional (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Segundo Lammaud et al. (1996), a eficiéncia do uso da agua
(EUA) representa a capacidade que a vegetacdo possui em assimilar carbono, enquanto

limita as perdas de agua através dos estbmatos.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Localizacao

O experimento foi conduzido na Fazenda Lagoa da Cruz da
Universidade Catolica Dom Bosco, localizada no municipio de Campo Grande — MS
(20°23°16,59” S; 54°36°44,47” W e altitude de 642 m). O clima, segundo Koppen, situa-se
na faixa de transi¢do entre o sub tipo Cfa - mesotérmico imido sem estiagem e o sub tipo
Aw - tropical tmido com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno (EMBRAPA, 2004).

O experimento constituiu-se de parcelas sub divididas distribuidas
em blocos ao acaso com quatro repeti¢des. As parcelas principais foram constituidas por
11 linhas de plantas espagadas 0,50 cm e 0,35 cm entre plantas na linha. As sub parcelas
corresponderam a uma linha na parcela principal alternadas por uma linha de bordadura
ndo tratada.Os tratamentos foram constituidos de niveis de nitrogénio (0, 40, 80, 120 e 160
kg hal) nas parcelas principais e nas sub parcelas niveis do regulador vegetal produto
comercial Stimulate® (0, 300, 400, 500 e 600 mL hal).

Para a condugdo do experimento, utilizou-se a cultura do sorgo
sacarino cultivar BRS 505 da Embrapa, considerada de média sensibilidade ao fotoperiodo,
inoculada com Azospirillum brasilense. A semeadura foi realizada no dia 20/09/2014, com
a adubacéo de implantagdo de NPK formulagdo 0-20-20, sendo as fontes de P.Os e K20,
superfosfato-triplo e cloreto de potassio respectivamente aplicados 100 kg ha™* no sulco de

semeadura.
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O sistema de irrigacdo foi do tipo Aspersédo convencional. O
manejo da irrigacdo foi realizado através da estimativa da evapotranspiracdo. A
evapotranspiracdo de referéncia (ETo) foi estimada pelo método de Penman-Monteith
(MONTEITH, 1973) e a evapotranspiracdo da cultura (ETc) foi obtida utilizando o

coeficiente da cultura (Kc) conforme Doorembos e Kassan (1979).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo. Campo Grande, Ms, 2014/15.

pH M.O PMehlich H+AlI K Ca Mg SB CTC V%
CaClz gdm® mgdm®  —----s —eee mmoledm?®  —---- eeee s s
6,1 23 9 15 25 15 41 65 72

B Cu Fe Mn Zn

--------------- mg dm?

0,15 2,72 21,45 7,03 0,83

Foi utilizado como veiculo inoculate o produto Masterfix
gramineas®, desenvolvido pela Stoller do Brasil, produzido com as estirpes Abv5 e Abv6
da bactéria Azospirillum brasilense. Aplicou-se a dose recomendada pelo fabricante para a
cultura do milho, equivalente a 100 mL ha?® de inoculante comercial por ha?, na

concentragdo de 2.10® bactérias por mL.

A solucdo bacteriana foi aplicada nas sementes que néo
apresentavam tratamento quimico, no dia da semeadura do experimento. NoO processo
foram utilizados sacos pléasticos onde as sementes previamente contadas receberam o
produto. Para distribuicdo e homogeneizacdo da solucdo, agitaram-se as embalagens por

trés minutos.

A aplicacdo dos tratamentos de niveis de nitrogénio ocorreu aos 10
dias apds a emergéncia, periodo em qua as plantas iniciaram o desenvolvimento do sistema
secundario de raizes, utilizando-se como veiculo de N a uréia (45% de nitrogénio) que foi

calculada de acordo com a area de cada parcela, aplicada e incorporada ao solo.

Para o tratamento com niveis de biorregulador, utilizou-se o
produto comercial Stimulate®, fabricado pela Stoller do Brasil, composto pela mistura de
0,009% de citocinina (N6-furfuriladenina, cinetina (Kt)), 0,005% de auxina (acido 4-indol-
ilbutirico (IBA)) e 0,005% de giberelina (acido giberélico (GA3)).
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A mistura de regulador vegetal foi aplicado aos 15 DAE, periodo
em que a cultura apresentava o desenvolvimento do sistema radicular secundario, via
pulverizacdo foliar, utilizando-se um pulverizador de barras com pressao constate de CO; e
bico do tipo leque (110-02).

Para efeito de calculo do produto, utilizou-se o volume de calda de
200 L ha e pressdo de trabalho de 40 Ib/pol?, as dosagens do produto de acordo com o0s
tratamentos.

A cultura foi conduzida até 90 DAE, sendo o periodo de maturacao
fisiologica dos colmos, quando a cultura apresentou-se com ais de 50% das paniculas
abertas.

5.2 AvaliacOes de trocas gasosas

As avaliacbes de trocas gasosas foram realizadas utilizando-se
equipamento de sistema aberto de fotossintese com analisador de CO> e vapor d’agua por
radiacédo infravermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo LI-6400, da Li-Cor). As
avaliacBes fotossintéticas foram realizadas no periodo das 9:30 as 10:30 hs nos dias
referentes a 16 DAE (periodo posterior a aplicacdo dos tratamentos, quando a cultura
apresentava-se com quatro folhas expandidas), 46 DAE (periodo em que a cultura
apresentava-se em pleno desenvolvimento) e 81 DAE (periodo em que a cultura

apresentava-se no inicio da maturacéo fisiolégica).

A diferenca entre os valores da concentracdo de CO2 e vapor
d’agua (presente na cimara sem a amostra) e os da amostra, possibilitam o célculo dessas
medidas, obtendo-se, assim, a concentracéo de CO: e vapor d’agua liberados (transpiracao)
e assimilados (assimilacdo de CO2) pelos estdbmatos das folhas. As avaliacdes de trocas
gasosas realizadas foram: taxa de assimilacdo de CO2 (A, umol CO2, m? s?), taxa de
transpiragdo (E, mmol vapor d’4gua m™ s™), condutancia estomatica (gs, mol m2 s?) e
concentragéo interna de CO, na folha (Ci, pmolCO, mol™ar). A concentracio de CO, de

referéncia, utilizada durante as avaliag@es, foi a presente no ambiente.

Para homogeneizar as repeticOes, a densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (DFFFA) foi gerada por um diodo emissor de luz acoplado a

camara de fotossintese, padronizando a luminosidade em cada periodo de avaliagdo, para
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que todas as plantas estivessem sob as mesmas condigdes de luz; para tanto, foram

utilizados 1500 pmol m? s,

Tais variaveis foram calculadas pelo programa de anélise de dados
do equipamento medidor de fotossintese, que utiliza a equacdo geral de trocas gasosas de
Von Caemmerer e Farquhar (1981).

A eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO, (mmol H20)?) foi
determinada pela relagdo entre a taxa de assimilacdo de CO- e a taxa de transpiracdo (A/E).
Ja a eficiéncia instantanea de carboxilacdo da enzima ribulose 1, 5-difosfato carboxilase
(Rubisco) foi calculada pela relagédo da taxa de assimilacdo de COz e concentracdo interna
de CO2 na folha (A/Ci), ambas conforme descrito por Zhang et al. (2001)

5.3 Indice Spad

A estimativa do conteddo de clorofila via leitura Spad (indice
SPAD) foi determinada usando clorofildometro SPAD-502 (Minolta Corp. Ramsey, NJ,
EUA) nos dias referentes a 16 DAE, 46 DAE e 81 DAE juntamente com as avaliacdoes
fotossintéticas. Para a média da parcela foram consideradas trés leituras na Gltima folha
completamente desenvolvida. A leitura SPAD corresponde ao teor de cor verde na folha, e
seu valor é equivalente a quantidade de luz transmitida pela folha em duas regibes de
comprimento de onda, vermelho e infravermelho, onde a quantidade de luz vermelha
absorvida indica a quantidade de clorofila, enquanto a quantidade de luz absorvida ao
infravermelho serve como uma referéncia interna na compensacdo da espessura da folha
(TORRES NETTO et al., 2005).

5.3 Area foliar e matéria seca

A area foliar foi determinada aos 70 DAE (perido que estabilizou o
crescimento da parte aérea) obtendo-se as medidas de comprimento e de largura de cada

folha e aplicando-se a formula proposta por Stickler (1961).

Area foliar (cm?) = 0,75* Largura * comprimento da folha
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A massa de matéria seca foi determinada no momento da colheita
que ocorreu aos 90 DAE, onde as folhas e os colmos foram pesados, obtendo-se o peso de
matéria fresca e posteriormente secando-os em estufa de circulacdo de ar a 70°C para

obtencdo do peso de matéria seca de folhas e colmos.

5.4 Qualidade da matéria prima

Para a determinacdo da qualidade da matéria prima, foram
coletados quatro colmos de cada tratamento no momento considerado de maturacdo aos 90
dias apés a emergéncia da cultura. Os colmos foram despalhados, despontados e
identificados, e em seguida enviados ao laboratério de PCTS Usina Alcoolvale S/A, onde

foram determinados os valores de (%) de acUcar redutor (Ar%), e POL%.

5.4.1 Determinacéo do POL %, AR% e ATR%

Pol% é o teor de sacarose aparente no colmo. Ar% é a porcentagem
de acucares redutores, glicose e frutose no colmo. ATR% indicador que representa a

quantidade total de acucares presentes no colmo.

No laboratério as amostras de colmo foram desfibriladas para a
extracdo do caldo para andlise. Ap6s desfibriladas e homogeneizadas, retirou-se 500g do
material que foi prensado em uma prensa hidraulica sob pressdo de 250 kgf por um minuto,
permitindo a separacéo do caldo da fibra.

Para a determinacdo do POL % e AR%, o caldo foi clarificado no
seguinte procedimento:

A mistura clarificante a base de aluminio foi preparada na
proporcao de 6g/100ml. Apos a mistura do clarificante a amostra foi homogeneizada e
filtrada em papel filtro.

Apos a clarificagdo do caldo procedeu-se a leitura sacarimétrica
para a determinacdo da POL%, em sacarimetro digital, automatico, com massa normal
igual a 269, resolucdo de 0,01°Z (um centésimo de grau de agucar) e calibrado a 20°C em
comprimento de onda de 587 e 589,4 nm, provido de tubo polarimétrico de fluxo continuo.

Os acglcares redutores (AR) foram determinados pelo método

Somogyi-Nelson descrita por Southgate (1991).
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A amostra foi diluida e pipetada (ImL) em tubo de ensaio e
acrescentado 1mL do reativo de Somogyi. Deixou-se em banho de &gua fervente por 10
minutos. Apoés resfriado, acrescentou-se 1 mL do reativo de Nelson e 7 mL de agua,
agitou-se e registrou-se a leitura em espectrofotdmetro a 535 nm.

A % de Somogyi-Nelson foi determinada pelo célculo:

A% . D . K.100 = % Somogyi Nelson

1.000.000
onde:
A% = absorbancia da amostra
K = constante da curva padrdo de glicose
D = diluicdo do material inicial

5.4.2 Curva padrao de glicose

Ao pesar 1g de glicose P.A anidro, completou-se com 100 mL de
agua. Foram retiradas aliquotas de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 mL, que foram transferidas para
baldo volumétrico de 100 mL, no qual foram obtidas solucgdes de 2, 4, 6, 8 e 10mg/100ml.
Retirou-se de cada baldo volumétrico 1 mL da solucédo de glicose e transferiu-se para tubos
de ensaio acrescido de 1 mL do reativo de Somogyi. Os tubos de ensaio foram levados ao
banho-maria por dez minutos, os tubos foram resfriados em agua corrente. Apos resfriado
foi adicionado 1 mL do reativo de Nelson e 7 mL de agua destilada. Os tubos foram

agitados e as leituras realizadass a 535 nm. Os dados foram plotados na curva abaixo:

120 +
100 +

80 + .
60 1 Y1

40
20

X1

Micrograma de glicose

0

0 0,2 0,4 06
ABS

Figura 1. Calculo da constante da curva padréao de glicose (ABS= absorbancia).
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A constante da curva padrdo de glicose (K) é calculada seguindo o

coeficiente diretor da reta:

Y2 - Y1 =K
X2 - X1

5.4.3 Preparo das solucoes

a) Reativo de Somogyi: Foram pesados 28 g de Na;HPOs e
adicionados 40 g de tartarato duplo de sodio e potassio em 700 ml de 4gua. Adicionou-se
100 ml de NaOH 1N. Foram gotejados 80 ml de uma solucdo de CuSO4 5 H20 a 10%, sob
agitacdo constante. Juntou-se 180 g de NaxSO4, completando o volume com agua a 1000
ml. Tal solugédo foi mantida em repouso por dois dias e filtrada em papel qualitativo (tipo
Whatman n° 42 ou similar), sendo que o reativo foi armazenado em frasco escuro a £ 37°
C.

b) Reativo de Nelson: Foram pesados 50 g de (NH4)6M07024 4
H>O (molibdato de ambnio) e dissolvidos em 800 ml de &gua. Nesta mistura foram
adicionados 52 ml de H>SOs concentrado. Em seguida, uniu-se a solugdo, 6 g de
hidrogénio arseniato de sodio (Na2HAsO4) dissolvidos em 50 ml de 4gua. Completou-se o
volume a 1000 ml. A solucéo foi mantida em frasco escuro por dois e conservada a + 37°C.

Para a determinacdo do acucat total recuperavel (ATR) utilizou-se
a equacdo estabelecida pela CONSECANA (SEGATO et al., 2006):

kg de ATR t* =9,5263 x 10 x Pol% x 9,05 x 10 x AR%

4.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (teste F) e
regressdao pelo software SISVAR 5.3 e o software ACTION 2.9 para a analise de
correlacdo de Pearson. Para a construgdo dos gréaficos utilizou-se o software SIGMAPLOT
10.0.
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6 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Trocas gasosas

A anélise de correlacdo de Pearson (Tabela) demonstra que durante
os trés periodos de avaliacdo da fotossintese (16, 46 e 81 DAE) os componentes
fotossintéticos A e gs apresentaram correlacdo positiva, 0 componente Ci apresentou
correlag@o negativa com a carboxilagéo.

A transpiracdo correlacionou-se negativamente com a Ci e
positivamente com A e gs, nos trés periodos avaliados. Concomitantemente a esse
resultado a EUA apresentou correlacdo negativa com A e E, contudo aos 46 e 81 DAE a
eficiéncia do uso da dgua apresentou correlacdo negativa com a eficiéncia carboxilativa.

Os resultados da correlacdo sugerem que aos 16 DAE a eficiéncia
carboxilativa ndo foi influenciada pelo aumento da transpiracdo, contudo pode se observar
que a transpiracdo influenciou a a eficiéncia do uso da dgua de forma negativa, assim essas
respostas demostram que nesse periodo a cultura ndo estava vulneravel a falta de agua. A
partir dos 46 DAE a correlacdo entre a eficiéncia carboxilativa e EUA torna-se negativa,
nesse periodo a cultura estd em pleno desenvolvimento, emitindo novos tecidos e em
crescimento, portanto a EUA nesse periodo compromete a eficiéncia da carboxilacéo.

Farquhar e Sharkey (1982) relataram que durante as trocas gasosas,
0s estdmatos regulam a concentracdo subestomatica de CO2 (Ci), mantendo o Ci
relativamente constante.

Em plantas de algoddo, Leidi (1993) aplicando tratamentos de

estresse hidrico ndo obteve relagéo linear entre a condutancia estomatica e a Ci, o autor
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concluiu que a ocorréncia de valores aproximadamente constantes de Ci associados a baixa

conduténcia estomatica era um efeito devido a redugdo da eficiéncia da carboxilagéo.

O efeito do tratamento de doses de nitrogénio na assimilacdo de
carbono em parcelas que ndo receberam a aplicacdo do biorregulador estdo apresentados na
figura 2. Nas avaliacGes aos 16 DAE a méxima resposta para esse parametro foi na dose
63,64 kg ha de N para atingir 37,8 pmol m? s de assimilacéo de COx.

Com o decorrer do desenvolvimento, observa-se que a resposta
para esse componente foi crescente com o aumento da dose de N. Aos 81 DAE obteve-se a
resposta em forma de curva concava com minima resposta a carboxilacdo na dose de 65,7
kg hade N. O aumento da carboxilacio com o aumento da disponibilidade de nitrogénio é
o resultado da necessidade de cadeias carbonicas para a assimilacdo do nitrato (VIEGAS et
al., 1999; SOARES et al., 2013).

De acordo com Malavolta (1999) a producdo vegetal pode ser
aumentada sempre quando cada fator de crescimento esteja presente na quantidade minima
ao tanto que ndo em quantidade 6tima. Assim os resultados encontrados na referida
pesquisa mostram que aos 16 DAE, periodo em que a cultura do sorgo sacarino encontra-
se nos estadios iniciais de desenvolvimento, no qual os meristemas apicais e radiculares
estdo em iniciacdo, tem-se a quantidade 6tima de nitrogénio que pode ser considerada ideal
para tal periodo, paralelamente a necessidade de CO, do metabolismo fotossintético.
Contudo, a partir dos 46 DAE, considerando que a cultura esteja em pleno crescimento e
desenvolvimento, requerendo assim maiores quantidades de carbono e nitrogénio, observa-

se que o0 aumentando-se a disponibilidade de N, aumenta-se a carboxilacéo (Figura 2).
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Tabela 2. Valores de coeficiente de correlagdo de Pearson entre carboxilagdo de CO2 (A),
condutancia estmatica (gs), concentracao interna de CO2 (Ci), transpiragdo (E), eficiéncia
fotossintética (A/Ci) e eficiéncia do uso da agua (EUA) em sorgo sacarino inoculado com
Azospirillum brasilense aos 16, 46 e 81 dias apds a emergéncia (DAE). Campo Grande,
MS, 2014/15.

DAE gs Ci E A/Ci EUA
A 0,87* -0,43* 0,82* 0,13* -0,02*
gs - -0,28* 0,70* 0,09* 0,01*
16 Ci - - -0,22* -0,56* -0,27*
E - - - 0,01* -0,57*
A/ICi - - - - 0,14*
A 0,97* -0,60* 0,97* 0,75* -0,57*
gs - -0,53* 0,96* 0,84* -0,49*
46 Ci - - -0,60* -0,28* 0,98*
E - - - 0,77* -0,57*
A/Ci - - - - -0,25*
A 0,91* -0,36* 0,90* 0,22* -0,47*
gs - -0,41* 0,95* 0,27* -0,65*
81 Ci - -0,48* -0,60* 0,76*
E - 0,34* -0,76*
A/Ci -0,52*

*Significativo a p >0,05

A andlise estatistica para 0s componentes fotossintéticos,

demonstrou diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela), o que pode ser
verificado para os trés periodos avaliados, 16, 46 e 81 DAE. Verifica-se que h& interacéo

entre os tratamentos de doses do biorregulador e doses de nitrogénio.
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Tabela 3. Quadrados médios das andlises de variancia e niveis de significancia, médias e
coeficientes de variacao referentes a assimilagdo de CO- (A), concentracdo interna de CO-
(Ci), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E), eficiéncia da carboxilacdo (A/Ci) e
eficiéncia do uso da agua (EUA) aos 16, 46 e 81 dias apos a emergéncia (DAE), foliar em
funcdo dos tratamentos de concentra¢des de N e concentragdes de biorregulador, em sorgo
sacarino inoculado com Azospirillum brasilense. Campo Grande, MS, 2014/15.

Causa da 16 DAE
variacao A gs Ci E A/Ci EUA
Doses N 1486  0,070% 2793,9% 8,30% 122.1* 2.07*
Doses RV 61,6*  0,036* 1115,3* 3,45% 64,3 1,24%
NxRV  1323* 0,037* 842,9% 9,58* 84,1 0,92*
Blocos 5,28 0,000 7.39% 0,242 0,021 0,028
Residuo 167  0,0002 0,56 0,246 0,021 0,028
Media 366 0307 27,02 7.61 2,99 4.87
Geral
C.V (%) 35 4.9 31 6.6 48 34
46 DAE
Doses N 2855*  0,034*  17980,7% 22.28* 2.36% 51,08*
Doses RV 177,3*  0,027* 7637,4* 14,84* 2,66 44,39*
NxRV  3138* 0,038* 292364~ 26,47 2,72% 45,20%
Blocos 321*  0,001* 657,1 1,20 0,000 0,005
Residuo 1,10  0,0001 606,02 0,062 0,000 0,005
Media 272 0167 105,64 5,62 0,56 5,69
Geral
C.V (%) 38 6.1 233 456 45 13
81 DAE
Doses N 2676 0017*  456614* 7.78% 23* 9.61*
Doses RV  257,3* 0,040  42074,1% 19 24% 17* 19.11%
NxRV  361,8% 0,039  25959,8* 16,04* 3,1* 7.90%
Blocos 240 0,000 243 ,61* 0,34 0,003 0,044
Residuo 205  0,0004 37,68 0,177 0,005 0,101
Media 348 0,183 7447 5,02 1,04 7.39
Geral
C.V(%) 41 12.0 105 8.6 72 461

Doses N: Doses de Nitrogénio; Doses RV: Doses de Biorregulador; N x RV: interagdo entre as
* Significativo a p >0,05.

doses de Nitrogénio e Biorregulador; C.V: Coeficiente de Variagéo.
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Figura 2. Efeito de concentragdes de Nitrogénio (0, 40, 80, 120, 160 kg ha?) na
assimilacdo de CO2 (A, pmolm?s™) aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo sacarino
inoculado com Azospirillum brasilense (*» < 0,05).

Os resultados da assimilacdo de carbono em plantas inoculadas
com Azospirillum brasilense e tratadas com o biorregulador, nos trés periodos avaliados
sdo apresentados na Figura 3. Nas avaliacdes aos 16 DAE ¢ possivel observar que ocorreu

aumento linear na assimilagdo momentanea de CO> nas plantas que ndo receberam a
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adubacdo nitrogenada com o aumento das concentracdes de biorregulador. Esse resultado
pode ser considerado expressivo, pois ocorre aumento da carboxilagdo em fungdo do

aumento das doses de biorregulador.

Com o decorrer do desenvolvimento da cultura a resposta da acéo
do biorregulador na carboxilagdo apresentou comportamento quadrético, como pode ser
observado aos 46 DAE em que a melhor dose do biorregulador foi de 424,9mL ha*
(estimada) sem a adubacdo nitrogenada e aos 81 DAE nao se observa expressiva acao das
doses do regulador quando n&do ocorreu a adubacdo com nitrogénio. Nessa analise pode ser
observado que a inoculagdo interagiu com o biorregulador ocorrendo maior eficiéncia aos
16 DAE.

Contudo para a ac¢ao positiva entre o biorregulador e a inoculagéo,
Fagan et al. (2015) descrevem que as citocininas aumentam a expressdo génica para a
nodulacdo, viabilizando o processo da infeccdo bacteriana nas raizes. O autores ainda
relatam que as auxinas estimulam as células do periciclo a se dividirem, aumentando a
proporcdo de raizes laterais, porém obedecendo a concentracdo méxima exigida pelo
orgéo.

As citocininas controlam a absorcdo de nitrogénio (MARTIN et al.,
2000; SAKAKIBARA, 2006; FAGAN et al., 2015) indicando o status de disponibilidade
de nitrogénio apropriado a planta inibindo sistema de absorcdo de nitrato em raizes
(FAGAN et al., 2015).

Resultados similares que condizem a falta de resposta da
inoculacdo com os tratamentos de nitrogénio na adubacédo foram observados por Rodrigues
(2014) que estudando a interacdo Azospirillum brasilense com a cultura do milho,
encontrou maiores taxas de assimilacdo momentéanea de CO» quando as plantas inoculadas
com a estirpe Ab-V5 néo receberam adubacao nitrogenada. Ja, Cechin (1997), estudando o
mecanismo fotossintético em dois hibridos de sorgo (C51 e C42) em relacdo a adubacéo
nitrogenada, ndo encontrou diferencas da atividade fotossintética com o aumento do
fornecimento de nitrogénio no hibrido C51 até o 32 DAE. O autor conclui que a resposta

do nitrogénio a atividade fotossintética varia entre hibridos de sorgo.
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Figura 3. Efeito de concentragdes do biorregulador (300, 400, 500 e 600 mL ha?) na
assimilacdo de CO2 (A, pmolm?s?) aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo sacarino
inoculado com Azospirillum brasilense submetidas a diferentes concentragdes de adubagao
nitrogenada no solo (0, 40, 80, 120, 160 kg hat). Significativo p < 0,05.
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Rodrigues (2008) em avaliagdo no final do ciclo da cultura,
encontrou valores de assimilagdo liquida de CO2, condutancia estomatica, concentragdo de
CO2 nos espagos intercelulares e transpiragdo em plantas de milho inoculadas com

Azospirillum brasilense com adubagdo de 30 e 60 kg ha™ de N.

Avaliando a agdo de reguladores vegetais em videira, Amaro
(2014) verificou que a atividade fotossintética foi favorecida com o uso do Stimulate®,
melhorando também o metabolismo vegetal reduzindo o estresse oxidativo, aumentando a
atividade de enzimas antioxidantes, melhorando o acimulo de reservas e a concentracdo de

pigmentos verdes nas plantas.

Estudando plantas de milho submetidas a deficiéncia hidrica e
luminosa, Baldo (2007) encontrou reducdo de 50% na taxa de assimilacdo de CO2 em
plantas estressadas em relacdo ao controle. Chaves et al. (2009) relatam que o decréscimo

da condutancia estomatica afetaram significativamente a assimilacdo de CO..

O resultado do tratamento nos niveis doses de nitrogénio no
parametro de condutancia estomatica nas trés épocas avaliadas apresentadas na figura 4 a
dose de 72,2 kg ha de N apresentou a maior gs aos 16 DAE, contudo no decorrer do
desenvolvimento da cultura a resposta das doses de nitrogénio para esse parametro
mudaram, sendo que a resposta da condutancia estomatica tornou-se crescente com o
aumento da dose de N aos 46 DAE e com resposta minima na dose estimada de 70,0 kg ha’
! de N aos 81 DAE.
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Figura 4. Efeito de concentracdes de Nitrogénio (0, 40, 80, 120, 160 kg hal) na
Condutancia estomatica (gs, mmol m? s) aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo
sacarino inoculado com Azospirillum brasilense (*p <0,05).

Os resultados da interacdo dos tratamentos para a condutancia
estomatica encontram se na figura 5. Observa-se efeito significativo do biorregulador para

este parametro aos 16 DAE, que responde de forma linear crescente ao aumento da dose
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aplicada as plantas inoculadas que ndo receberam a adubacéo nitrogenada. A dose de 419,5
mL ha! do biorregulador associada as plantas inoculadas que receberam 40 kg ha de N
manteve a menor condutancia estomatica, contudo para as plantas que receberam 120 kg
ha! de N a aplicacio do biorregulador agiu de forma negativa & condutancia estomatica
(interpretado como indicativo de fechamento estomatico) de forma linear a dose, contudo

essa resposta esta relacionada a um aumento na eficiéncia do uso da agua pelas plantas.

De modo geral, ao se comparar 0 comportamento das curvas
ajustadas aos 16 DAE com as de 46 DAE, percebe-se que os indices de gs tendem a ser
maiores em 16 DAE. A maior condutancia estomatica aos 46DAE em plantas inoculadas e
para o tratamento que ndo recebeu N via adubacéo, foi observada na dose de 453 mL ha'
de regulador. Sendo que no tratamento de 40 kg ha® de N o valor mais elevado de gs foi na

dose de 450,3 ml do biorregulador.

Em plantas que receberam 80 kg ha? de N, a resposta ao aumento
da dose do regulador refletiu no aumento da gs. Para os tratamentos que receberam 120 e
160 kg ha! de N, a resposta do aumento da dose do regulador ocasionou na diminuicéo da

gs para ambas as adubacdes (figura 5).

Na mesma figura, observa-se que aos 81 DAE os tratamentos com
0 kg e 120 kg ha® de N na adubagéo, apresentaram curvas de regressdo com parabola
convexa, isto é, a gs diminuiu até o ponto minimo da curva que apresentou dose de
biorregulador de 412,25 e 435,70 mL ha? respectivamente nesse ponto, aumentando o
valor de gs a partir dessas doses para ambos 0s tratamentos. As plantas que receberam a
adubacéo nitrogenada de 40kg ha* obtiveram aumento dos valores de gs com 0 aumento
da dose aplicada do biorregulador. A adubagdo de 80 kg ha™ de N em plantas inoculadas
apresentaram condutancia estomatica maxima estimada com a dose de 460,5 mL ha* de
biorregulador. Nas plantas que receberam a adubacgio de 160 kg ha de N ocorreu

diminuig&o gradual de gs com o aumento da dose do biorregulador.
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Figura 5. Efeito de concentragdes de biorregulador (300, 400, 500 e 600 mL ha?) na
Condutancia estomatica (gs, mmol m? s?) aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo
sacarino inoculado com Azospirillum brasilense, submetidas a diferentes concentracGes de
adubacéo nitrogenada no solo (0, 40, 80, 120, 160 kg ha). Significativo p < 0,05.

Para minimizar a perda de agua o fechamento do estbmato é
fundamental, atuando como mecanismo de defesa ao dessecamento, limitando
simultaneamente a assimilacdo de CO, (PIMENTEL, 2000), mas também podem fechar

guando o déficit de pressdo de vapor entre a folha e 0 ar aumenta (OREN et al., 2001).
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Em estudo com quatro gendétipos de cana-de-agucar Gongalves et
al. (2010) constataram que ha tendéncia de reducdo da conduténcia estoméatica com o

desenvolvimento da cultura.

No estudo de Rodrigues (2014) as maiores condutancias
estomaéticas foram encontradas em plantas de milho inoculado com Azospirillum brasilense
que receberam a estirpe Ab-V5, que promoveram elevados valores na concentracdo de CO»

nos espacos intercelulares e na taxa de transpiracéo foliar.

Em sua pesquisa Cechin (1997), verificou a condutancia estomatica
de dois hibridos de sorgo, e notou que a caracteristica avaliada aumentou em ambos 0s
hibridos com o aumento da adubacdo nitrogenada, contudo o aumento da condutancia no

hibrido C42 acarretou na maior taxa fotossintética do mesmo.

A resposta da Ci em funcdo das doses de nitrogénio sdo
apresentados na figura 6. A maxima Ci encontrada aos 16 DAE foi na dose estimada de
82,2 kg ha de N, contudo o resultado da Ci aos 46 DAE decresceu com o aumento de

dose de nitrogénio e aos 81 DAE a Ci maxima ocorreu com a dose de 107,9 kg ha de N.
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Figura 6. Efeito de niveis doses de Nitrogénio (0, 40, 80, 120, 160 kg ha) na
Concentragéo interna de CO2 (Ci, pmolmol™) aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo

sacarino inoculado com Azospirillum brasilense (*p < 0,05).

A partir da avaliagéo das curvas de regressdo entre os diferentes
tratamentos com a adubacdo de N em plantas inoculadas e as doses aplicadas do
biorregulador (figura 7), verifica-se que aos 16 DAE ocorre diminuicdo da Ci com o

aumento da dose do biorregulador no tratamento sem aplicagdo de N, que quando
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comparado com a assimilagdo momentanea de CO: seria refletido em uma dose do
regulador que desencadeia um efeito na eficiéncia fotossintética para esse periodo (466mL
ha'), ou seja, em sinergia com a simbiose, que promoveu maior atividade da enzima
rubisco. Porém o tratamento onde as plantas foram adubadas com 40 kg ha™ apresentou a
curva de regressdo convexa com ocorréncia de maior Ci na dose de 418,84 mL ha* de
biorregulador, contudo esse dado ndo refletiu na maior eficiéncia de carboxilagdo, o que
pode ser o resultado de uma menor quantidade da enzima rubisco capturando CO,. A Ci
apresentou queda com o aumento da dose de nitrogénio aos 46 DAE, no entanto aos
indices de Ci apresentados nesse periodo, apresentam-se mais elevados em comparacgao aos
16 DAE. Aos 81 DAE a Ci torna-se a aumentar nos tratamentos mais elevados de

nitrogénio.
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Figura 7. Efeito de concentracbes de biorregulador (300, 400, 500 e 600 mL ha®) na
Concentragéo interna de CO2 (Ci, pmolmol™) aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo
sacarino inoculado com Azospirillum brasilense submetidas a diferentes doses de niveis
adubagcio nitrogenada no solo (0, 40, 80, 120, 160 kg ha). Significativo p < 0,05.

Os resultados obtidos de Ci e suas implicagcbes na atividade
fotossintética podem ser melhor compreendidos considerando Grossmann e Retzlaff

(1997) no qual relatam que o aumento na fotossintese liquida esta ligado as alteragdes no
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ponto de compensacdo de CO., o que favorece a absorcdo de CO2 em oposto a sua

liberacéo pela respiracéo.

Ainda neste contexto Farquhar e Sharkey (1982) discutem em seu
trabalho que durante as trocas gasosas, 0s estdbmatos regulam a concentragao subestomaética
de CO: (Ci), mantendo o Ci relativamente constante, desse modo, o Ci reflete a
disponibilidade de substrato para a fotossintese, podendo indicar se o fechamento
estomatico esta restringindo a atividade fotossintética. Os autores relatam ainda que o
aumento em concentracdo de CO2 no interior da cadmara subestomatica proporciona uma
elevacdo na taxa de assimilacdo liquida de CO: pela planta, porém, em um determinado
momento, a entrada do CO2 na folha nédo interfere diretamente em aumento da taxa de
assimilacdo liquida, sendo entdo esse ponto definido como o de méaxima eficiéncia de

carboxilacéo.

Hikosaka (2004) relata que o conteudo de nitrogénio é fortemente
correlacionado com a capacidade fotossintética e suas caracteristicas, bem como a
capacidade de carboxilacdo e a taxa de transporte de elétron. J& Lawson et al. (2012)
acrescentam que os estdmatos respondem aos fatores ambientais, atendendo a demanda de
CO:.. Entretanto, essas repostas sdo mais lentas que o processo da fotossintese, o que pode

causar desbalanco entre a condutancia estomatica e a assimilacéo de carbono.

A eficiéncia de carboxilacdo é uma estimativa entre a Carboxilagdo
de CO- e a concentragdo interna de CO- presente no mesofilo. O resultado da eficiéncia da
carboxilacdo encontram se na figura 8. Aos 16 DAE ha diminuicdo da eficiéncia
carboxilativa com o aumento da dose de nitrogénio, aos 46 DAE a resposta a eficiéncia
aumentou com o aumento da dose do tratamento de N e aos 81 DAE o resultado do

aumento da dose de N fez diminuir a eficiéncia fotossintética.

Em estudos de interacdo entre a disponibilidade de nitrogénio e o
fracionamento isotopico de carbono 13 (*3C) na produtividade de plantas com metabolismo
C4, constatou-se que, a deficiéncia de nitrogénio reduz drasticamente a capacidade
fotossintética em cana-de-agucar e milho, pois a atividade da PEPC e da rubisco séo
diretamente afetados (RANJITH et al., 1995; MEIZER; ZHU, 1998). Kdlln (2012)
estudando o metabolismo fotossintético da cana-de-agucar, encontrou redugfes do isétopo

13C com o aumento da disponibilidade de nitrogénio, ou autor relata que essa reducao
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provavelmente ocorreu devido a maior atividade da fosfenol-enovil-carboxilase (PEPC) e
da rubisco nos tratamentos com maior disponibilidade de N.

A eficiéncia carboxilativa em plantas inoculadas com Azospirilum
brasilense apresentou diferentes respostas em relacdo ao nivel de biorregulador aplicado
influenciado a adubacg&o nitrogenada e também a época da avaliacdo (Figura 9).

Os resultados de regressdao mostram que aos 16 DAE a aplicagdo
do biorregulador foi mais eficiente com a dose estimada de 466,6 mL ha™ nas plantas que
n&o receberam a adubagdo nitrogenada (0 kg ha* de N) onde a relagéo A/Ci chegou a 8,00
umol (CO2) m2 s/ pmol(CO2) mol™, isso devido & maior assimilacio liquida de CO; e

diminuicdo da concentragdo interna de COx.
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Figura 8. Efeito de concentracdes de Nitrogénio (0, 40, 80, 120, 160 kg ha™) na Eficiéncia
Carboxilativa (A/Ci) aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo sacarino inoculado com

Azospirillum brasilense (*p <0,05).
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Figura 9. Efeito de concentracdes de biorregulador (300, 400, 500 e 600 mL ha®) na
Eficiéncia Carboxilativa (A/Ci), aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo sacarino
inoculado com Azospirillum brasilense submetidas a diferentes concentragdes de adubacéao
nitrogenada no solo (0, 40, 80, 120, 160 kg hat). Significativo p <0,05.

Observa-se que h& melhoria carboxilativa relacionada a inoculagdo
com a bactéria fixadora de nitrogénio e a aplicacdo do biorregulador dos 16 DAE até 46
DAE onde a eficiéncia carboxilativa foi menor em comparacao ao periodo anterior, porém
foi maior em relacdo aos tratamentos e a dose de 440,68 mL do biorregulador
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proporcionou eficiéncia de 1,38 (umol(CO2) m? s/ pmol(CO2) mol™) em plantas néo

adubadas com nitrogénio.

A eficiéncia de carboxilacdo, segundo Larcher (2006), Barbosa e
Gonzaga (2012), é definida como a velocidade com que o CO> fixado é processado. Essa
velocidade de fixacdo depende principalmente, da quantidade, atividade enzimatica e
disponibilidade de CO», podendo ser influenciada ainda pela concentracdo do aceptor
(RuBisCo), temperatura, grau de hidratacdo do protoplasma, suprimento de substancias

minerais (especialmente fosfato), grau de desenvolvimento e atividade da planta.

Também pode estar relacionado a maior eficiéncia de carboxilacédo
a permanéncia da abertura dos estbmatos por um periodo maior de tempo (LARCHER,
2000, Castro et al., 2005).

Segundo Criado et al. (2009) a aplicacdo exdgena de citocininas
aumenta a atividade da enzima rubisco, otimizando a eficiéncia de carboxilacdo e a
giberelina, aumentando a area foliar e ainda pode influenciar nas trocas gasosas. Nesse
sentido, citocininas e giberelinas agem de forma positiva no crescimento e producédo de
plantas (ALBACETE; PEREZ-ALFOCEA, 2013; CRIADO et al., 2009).

Segundo Werner e Schmidilling (2009) a aplicacdo de citocinina
aumenta a atividade da enzima nitrato redutase, isto indica que que a citocinina também
interfere na capacidade de assimilacdo de nitrogénio pelas plantas. Segundo Farquar e
Sharkey (1982) um alto valor de Ci associado a baixas condutancias estomaticas
indicariam um decréscimo na eficiéncia de carboxilacdo. Saikia et al. (2007) observaram
que plantas de trigo inoculadas com Azospirillum spp, apresentaram maior taxa de
fotossintese e maior condutancia estomatica, resultando em maior rendimento de sementes

em comparacdo com as plantas ndo-inoculadas.

Barros Neto (2008) ndo observaram influéncia dos niveis de N na
resposta a inoculagdo. Assim como Barraco et al. (2009), em seus estudos em milho
tratado com Azospirillum, detectaram uma melhoria de 6% na producdo de grdos em
relagdo ao controle sem inoculagdo. Sala et al. (2008) inocularam sementes de trigo e
trataram com diferentes doses de nitrogénio (0, 60 e 120 kg ha™ de uréia) encontrando
respostas da adubacgdo e bactérias endofiticas. Relataram também que ao aumentar a dose

do nitrogénio de 60 para 120 ha* ocorreu o decréscimo linear no indice de eficiéncia no
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uso desse nutriente refletindo nos componentes de crescimento da cultura, afetando a

producdo fotossintética.

Assim como para 0s demais componentes fotossintéticos, o
biorregulador apresentou efeito fisiologico na transpiracdo das plantas em sinergia com 0s
tratamentos nitrogénio (tabela 4). Observa se que, a interagdo dos tratamentos de
concentracdes de nitrogénio e de biorregulador apresentaram concentracao interna de CO;
menores em comparagao da acio isolada do biorregulador (nivel 0 kg ha* de N) dos 16 aos
46 DAE. Aos 81 DAE as respostas dos tratamentos a Ci mostram que, para o estadio de
maturacdo a concentracdo interna de CO2 é maior ao nivel de dose de 80 kg ha? de
nitrogénio na dose de 468,1 mL ha* do biorregulador. Resultados que condizem ao fator
de carboxilacdo ativa quando ha bases nitrogenadas para a formacdo de compostos

proteicos devido a necessidade de crescimento e desenvolvimento vegetal.

Caracterizando a importancia deste parametro fisiol6gico, Marenco
e Lopes (2009) ressaltam que a transpiracdo € a evaporacdo da agua a partir da superficie

da folha exposta ao ar, através dos estdmatos, pelos quais passam 90% do CO- captado.

De acordo com Assis e Verona (1997) a transpiracdo tem papel
importante no crescimento e desenvolvimento da cultura, pois é via de acesso ao didxido

de carbono para a fotossintese, tornado esses dois parametros intimamente associados.

Shimazaki et al. (2007) salientaram que a perda de agua pelas
plantas € regulada pela atividade das células-guardas. Acrescenta-se que 0 aumento na
transpiracdo das plantas, no decorrer do dia, se deve, sobretudo, a inabilidade de alguns
vegetais em absorver agua suficiente para repor aquela consumida no processo
transpiratorio (PIMENTEL; PERES 2000). Ressalte-se que, em condi¢Ges naturais, a
medida em que a temperatura se eleva, a umidade relativa do ar diminui e as respostas dos
diversos processos metabolicos das plantas refletem na interacdo entre estes fatores
(MEDINA et al., 1999).
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Tabela 4. Andlise de regressdo para 0 componente de transpiracdo E em concentrac@es de
biorregulador através diferentes niveis de adubagdo nitrogenada, aos 16, 46 e 81 DAE em
plantas de sorgo sacarino inoculadas com Azospirillum brasilense. Campo Grande, MS,
2014/15.

kg ha't 16 DAE Biorregulador E R?
de N mL ha
0 Yo= 21,83 +1,300 10"x -1,358 10"*x? 478,6 52,90  0,94*
40 Yo= 17,27 -3,692 10°x+3,342 10°x? 552,3 7,07 0,75*
80 Yo= 33,00 -1,036 10"*x +1,063 10*x? 487,3 7,75 0,85*
120 Yo= 20,54 +3,535 102 x -5,173 105x? 341,7 26,57 0,60*
160 Yo= 27,67 -1,002 10x +1,126 10™* x? 4449 5,30 0,91*
46 DAE
0 Y0=-20,03 +1,240 101x -1,289 10*x? 480,0 9,80 0,74*
40 Yo=-17,74 +1,029 107'x -1,142 10*x? 450,5 5,44 0,94*
80 Y0=-12,86 +5,296 10x -3,302 107°x? 802,0 8,37 0,90*
120 Yo= 2,613 +2,292 107?x -3,639 10°x? 314,9 6,22 0,85*
160 Yo=12,13 +1,461 102x -28,82 106 x? 253,4 30,6 0,90*
81 DAE
0 Yo= 22,61 -9,448 10x +1,174 10*x? 402,4 3,60 0,91*
40 Yo= 11,86 -4,128 10°x +5,840 10°x° - - 0,91*
80 Y0=-27,27 +1,468 107'x -1,568 10*x? 468,1 61,63 0,74*
120 Yo=49,10 -2,138 10'?x +2,402 10x? - - 0,97*
160 Yo= 21,29 -7,905 102x +9,135 10°x? 432,7 4,18 0,80*

Significativo p < 0,05

Assim, com o aumento da transpiracdo, aumenta-se o substrato da
carboxilacdo no interior da folha, sendo que esse aumento somente sera efetivo para a
fotossintese se a carboxilagdo estiver ativa. Dessa maneira, espera-se que ocorra alta
relacdo entre carboxilacdo e perda de agua pelo estbmato otimizando a producdo vegetal

final.

Observando o comportamento dos tratamentos de nitrogénio na
EUA (figura 10) constata-se que aos 16 DAE a curva de resposta foi convexa com ponto
de minimo na dose de 64,6 kg ha' de N (tratamento 0 kg ha de N) contudo, com a
aplicacdo do tratamento de nitrogénio o metabolismo vegetal passou a assimilar o
nitrogénio prontamente disponivel, sendo que a carboxilagdo em relagdo a transpiracéo
diminuiu a partir do tratamento de 40 kg ha™ até e o ponto de minimo (dose de 64,6 kg ha*
de N), no qual a resposta da EUA passou a ser maior com o aumento da disponibilidade de

nitrogénio.
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Aos 46 DAE ao resultado da EUA nas doses de nitrogénio mostram
que com o aumento do nivel de dose de N a eficiéncia diminui. Aos 81 DAE a EUA
chegou a 8 pmol CO2 (mol H,0) ao nivel de 63,3 kg ha? de nitrogénio, diminuindo a
eficiéncia em dosagens maiores. Essa baixa eficiéncia estd intrinsecamente ligada a
resposta de A e gs que se apresentaram elevadas a partir dos niveis de dose de 80 kg ha™ e

a correlacdo entre esses componentes de forma negativa com a Ci.

Serraj e Sinclair (2002) descrevem em seu trabalho que a
diminuicdo da EUA com o aumento da adubacgdo nitrogenada pode estar associada ao
ajustamento osmotico das células, isto €, a diminuicdo do potencial hidrico celular
ocasionado pelo acumulo de solutos organicos, o que contribui para a manutencdo da
absorcéo de agua e turgescéncia das células, o que permite ao metabolismo fisioldgico a
manutencdo da abertura estomatica, fotossintese expanséo celular (LARCHER 2004; TAIZ
e ZEIGER, 2013; SOARES et al., 2013).

As plantas inoculadas que apresentaram a melhor eficiéncia
carboxilativa aos 16 DAE, ndo apresentaram a mesma eficécia no requisito EUA, devido a
resposta Ci apresentar-se alta.

Observa-se na figura 11 que as melhores respostas de EUA,
ficaram sujeitas as menores niveis do biorregulador na interacdo com os concentracGes de
0, 40 e 80 kg ha' de N. As plantas que receberam 120 e 160 kg ha® apresentaram as
curvas de regressao de EUA com pontos de maxima de 4,91 e 5,51 umol CO2 (mol H20)
nas doses estimadas de 475,56 e 472,53 mL ha* do biorregulador, respectivamente, niveis
de regulador que otimizaram a relacdo de substrato (gs e COy) e a atividade da rubisco,
efetivando a carboxilacdo.
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Figura 10. Efeito de concentragdes de Nitrogénio (0, 40, 80, 120, 160 kg ha*) na Eficiéncia
do Uso da Agua (EUA(UmMoICO2(molH20))), aos 16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo

sacarino inoculado com Azospirillum brasilense (*p <0,05).
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Figura 11. Efeito de concentracdes de biorregulador (300, 400, 500 e 600 mL ha) na
Eficiéncia do Uso da Agua (EUA(umolCOz(molH-0))), aos 16, 46 e 81 DAE em plantas
de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense submetidas a diferentes
concentragdes de adubacéo nitrogenada no solo (0, 40, 80, 120, 160 kg ha). Significativo
p <0,05.

Aos 81 DAE o melhor resultado para a EUA ocorreu na interagéo
dos tratamentos de adubagcéo nitrogenada de 120 kg ha, em dose estimada de 461,7 mL
ha! de biorregulador (10,70 pmolCO2(mm H,0)). Observa-se que também ocorreu

melhoras da eficiéncia do uso da dgua nos tratamentos que receberam somente o regulador.
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Assim, com a estimativa de dose de 432 mL hal a EUA atinge de 10,07
pmolCO2(mmH0).

Estima-se que nos tratamentos cuja eficiéncia apresentou-se
menor, seja devido ao aumento da transpiragdo ou a menor atividade da enzima rubisco.
Outra evidéncia pode estar relacionada, nos parametros carboxilativos no momento em que
a concentragdo interna de CO2 encontra se na capacidade méaxima, fator este que
juntamente com a abertura estomatica permitiria apenas o fluxo de moléculas de agua pelo
poro estomatico, diminuindo assim a eficiéncia (FARQUHAR; SHARKEY, 1982).

5.2 Indice Spad

A intensidade do verde das folhas analisado através do indice Spad,
foi significativo entre os tratamentos (tabela 5) e também houve interacdo entre os
tratamentos de doses do biorregulador em doses de nitrogénio (tabela 6).

A resposta da analise de regressdo no tratamento de doses de
nitrogénio no indice Spad apresentada na tabela 6, mostra que aos 16 DAE o teor de
clorofila (cor verde) aumenta com o aumento da dose de N. Aos 46 DAE a coloragao verde
torna-se mais intensa com N estimado a 135 kg hal. Aos 81 DAE o teor de verde das

plantas torna-se maior com o aumento da dose de N.

Tabela 5. Quadrados médios das andlises de variancia e niveis de significancia, médias e
coeficientes de variacdo referentes ao indice Spad aos 16,46 e 81 DAE, foliar em funcéo
dos tratamentos de concentracBes de N e concentracbes de biorregulador, em sorgo

sacarino inoculado com Azospirillum brasilense. Campo Grande, MS, 2014/15.

Causa da indice Spad

variacao 16 DAE 46 DAE 81 DAE
Doses N 32,05* 34,40* 47,58*
Doses RV 30,20* 43,94* 28,01*
N x RV 16,55* 49,90* 27,74*
Residuo 0,14 0,96 1,11
Meédia Geral 42,55 37,98 36,63
C.V (%) 0,93 2,64 2,89

Doses N: Doses de Nitrogénio; Doses RV: Doses de Biorregulador; N x RV: interacéo
entre as doses de Nitrogénio e Biorregulador; C.V: Coeficiente de Variacdo; DAE: dias
apos a emergéncia. * p <0,05.
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Esses resultados demonstram que as plantas proximas da
maturacao, permanecem verdes com o aumento da disponibilidade de N. Segundo Fagan et
al, (2015) a manutencdo da coloragdo verde das folhas estd ligada a producdo de
citocininas, que mantém o aparelho fotossintético ativo, podendo atrasar a senescéncia e

promover 0 maior desenvolvimento das gemas laterais.

Tabela 6. Coeficiente de regressdo entre os tratamentos de concentracdes de Nitrogénio aos
16, 46 e 81 DAE em plantas de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense para
o indice Spad. Campo Garnde, MS, 2014/15.

Equac0es ajustadas Indice Spad N kg ha! R?
16 DAE
Yo= 47,88 -0,2112x +0,001x? 36,72 105,5 0,93*
46 DAE
Y0=40,947 +0,0081x? -3,0 10°x3 41,5 135 0,89*
81 DAE
Yo=37,105-0,0158x - - 0,17

* Significativo p < 0,05

Na tabela 7, a partir da avaliacdo dos resultados da andlise de
regressdo aos 16 DAE, verifica-se que as plantas inoculadas com Azospirillum brasilense
obtiveram maior intensidade da cor verde nos tratamentos com o biorregulador nas doses
de 40 e 80 kg ha* de N.

Aos 46 DAE, observa-se nesse estadio, que o indice Spad
apresentou pico na dose de 458,0 mL ha* de biorregulador quando interagiu no tratamento
de 0 kg ha de N, o que também ocorreu com a dose de 120 kg ha™ de nitrogénio (tabela
7).



57

Tabela 7. indice Spad em funcdo do coeficiente de regressdo entre os tratamentos de
concentracdes de Nitrogénio e de concentragdes de biorregulador aos 16, 46 e 81 DAE em
plantas de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense. Campo Grande, MS,
2014/15.

Kg ha-1 16 DAE Biorregulad Indice R?
de N or mL hat Spad
0 Yo= 21,19 +9,845 1072 -1,075 10™x? 458,0 43,7 0,53*
40 Yo= 43,43 +1,607 107X -3,625 10°x? 2215 45,21 0,98*
80 Yo= 14,71 +1,395 101x -1,650 10™x? 4227 44,2 0,98*
120 Yo= 51,12 -5,245 107°x +6,750 10°x? 388,5 41,0 0,69*
160 Yo= 53,20 -5,370 10"?x +6,500 10 x? 413,0 42,1 0,96*
46 DAE
0 Y0=-48,25 +4,083 1071x -4,550 10™x? 4487 139,8 0,83*
40 Yo= 49,94 +1,590 102x -2,500 10°x? 318,0 52,5 0,99*
80 Yo= 76,09 -1,864 101x +2,100 10™x? 4438 1175 0,99*
120 Yo= 37,15 +1,637 10" x +1,850 10-3x? 442 335 0,97*
160 Yo=52,89 -9,105 10°x +1,175 10™x? 387,5 35,3 0,65*
81 DAE
0 Yo= 73,50 -1,699 10'x +1,775 10x? 478,6 32,8 0,72*
40 Yo= 10,33 +9,440 107 -9,000 10°x? 524,6 35,1 0,84*
80 Yo= 42,06 -1,515 10">x +2,500 10x? 53,2 41,7 0,79*
120 Yo=59,83 -1,178 101x +1,425 10™x? 4133 35,5 0,99*
160 Yo= 36,27 -1,105 10>x +1,750 10°x? 315,7 34,5 0,60*

* Significativo p < 0,05

O indice Spad apresentou valores menores aos 81 DAE,
possivelmente seja devido ao estadio de desenvolvimento da cultura que estava proxima da
maturagao. Porém nesse periodo a interacdo do biorregulador nos tratamento de 80 kg ha
de N foi maior, promovendo a manutengédo da intensidade da coloracao.

Segundo Markwell et al. (1995) e Guimardes et al. (1999) o indice
Spad é altamente correlacionado com o teor de clorofila das folhas (a 650 nm onde ocorre
absorcéo de luz pelas clorofilas e a 940nm, onde n&o ocorre) e pode identificar deficiéncia
de N além do potencial de identificar situacfes onde a aplicacdo adicional de N ndo seja

necessaria.

Trabalhando com o Spad para o diagnostico do estado do
nitrogénio na produtividade de batata, Gil et al. (2002) demonstraram que o indice Spad foi

eficiente na determinacdo do teor de N das plantas. Os autores demonstraram que o
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aumento linear de N na adubacdo, aumentou linearmente o intensidade da coloracdo verde
e o0 teor de nitrogénio das plantas. Rocha et al. (2005) constataram correlagdes positivas
entre o indice Spad e o teor de N nas folhas de trés hibridos de milho. Godoy et al. (2008)

verificaram correlacdo positiva entre o indice Spad e o teor de N em folhas de café.

De acordo com Silva et al. (2013) o indice Spad € um dos
principais parametros fisiolégicos que deve ser considerado como prioridade em
programas de melhoramento de cana-de-aclcar com o0 objetivo de obter cultivares

tolerantes a seca e mais produtivas.

5.3 Area foliar e massa de matéria seca

Na tabela 8 observa-se que ocorreu efeito significativo entre os
tratamentos para os parametros fenoldgicos area foliar e massa de matéria seca, assim
como ocorreu interagdo entre os tratamentos em fungdo das doses do biorregulador em

cada nivel de dose de nitrogénio.

Tabela 8. Quadrados médios das andlises de variancia e niveis de significancia, médias e
coeficientes de variacdo referentes a area foliar determinado aos 70 DAE, em funcdo dos
tratamentos de concentracdes de N e concentracdes de biorregulador, em sorgo sacarino

inoculado com Azospirillum brasilense. Campo Grande, MS, 2014/15.

Causas da Variagao Area Foliar cm? Massa de Matéria Seca kg ha*
Doses N 1203434,13* 149784276,76*
Doses RV 1152633,06* 1280245,66*
N x RV 411408,02* 154562,46*
Residuo 8544,60 91456,27
Média Geral 2086,26 23211,28
C.V (%) 4,43 1,30

Doses N: Doses de Nitrogénio; Doses RV: Doses de Biorregulador; N x RV: interacéo
entre as doses de Nitrogénio e Biorregulador; C.V: Coeficiente de Variacao. *
Significativo a p >0,05.
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A érea foliar da planta (AF) esta intimamente associada a &rea
transpirativa (trocas gasosas) e a interceptacdo da radiacdo solar, dois fatores
imprescindiveis para a fotossintese da cultura. O ajuste das curvas de interacdo das doses
do biorregulador com as doses de adubacdo nitrogenada na AF esta na figura 12 e
demonstra que o tratamento com o biorregulador influenciou esse pardmetro nos diferentes
niveis da adubacdo nitrogenada, apresentando variadas respostas a expansdo foliar

influenciado pela interac@o nas doses do nitrogénio.
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Figura 12. Efeito de concentragdes de biorregulador (300, 400, 500 e 600 mL ha) na area
foliar determinada aos 70 DAE em plantas de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum
brasilense submetidas a diferentes concentracfes de adubacgédo nitrogenada no solo (0, 40,
80, 120, 160 kg ha'). Significativo p < 0,05.

O resultado do aumento de doses de nitrogénio para a area foliar
respondeu exponencialmente aumentando a AF (Yo), obedecendo a equacdo: Yo=1562,5
+2,0936x, R?=0,94*. Em avaliacOes da area foliar de cana-de-actcar, Floss (2006) relata
que a produtividade ndo aumenta indefinidamente com a elevacédo da area foliar (1AF), isso
se deve ao fato que a partir de um determinado IAF tem uma parte das folhas fazendo
fotossintese, porém a grande maioria estard sendo auto sombreada. Em trabalho de
fertilizacdo com nitrogénio em cana-de-aclcar, Ng Kee Kwong et al. (1999) observaram
que o IAF aumentou com a elevacdo da dose de N, resultado semelhante foi encontrado
por Kolln (2012).
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Foram ajustadas equacOes para o acumulo de matéria seca total
entre os tratamentos (figura 13). Observa-se que o acimulo de matéria seca nas plantas de
sorgo sacarino inoculadas com Azospirillum brasilense foi crescente conforme o aumento
da dose de nitrogénio que as plantas receberam via adubagdo (Y0=19262 +43,469x,
R?=0,97*), percebe-se que o actmulo foi maior na maior dose de nitrogénio. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por Ng Kee Kwong et al. (1999); Thorburn
et al. (2003); Dalri e Cruz (2008); Gava et al. (2010) e KdlIn (2012).
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Figura 13. Efeito de concentragdes de biorregulador (300, 400, 500 e 600 mL ha™) na area
foliar determinada aos 70 DAE em plantas de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum
brasilense submetidas a diferentes concentracfes de adubacgéo nitrogenada no solo (0, 40,
80, 120, 160 kg ha). Significativo p < 0,05.

Resultados semelhantes foram relatados por Silva et al. (2010) que
analisando diferentes genotipos de cana-de-agucar em relacéo a diferentes formulagdes de
reguladores vegetais, constataram que a formulacdo condizente ao produto Stimulate®,
aumenta a producdo de massa verde quando comparado com a testemunha, contudo nao
encontrou melhoras na produtividade do acucar, ja que o biorregulador ndo teve efeito

sobre a POL e nem sobre a tonelada de colmo por hectare (TCH).

A deficiéncia de nitrogénio além de reduzir o crescimento pode
afetar a particdo de assimilados ocasionando, em geral, aumento na relagéo entre a massa

seca das raizes e a massa seca da parte aérea (CRUZ, 2001).
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Estudando os efeitos da adubagdo nitrogenada, Rodrigues Filho et
al. (2006) ndo encontraram diferencas significativas na producdo de matéria seca em
funcdo das doses de N nas concentracbes de 50 a 100 kg ha™. Maranville e Madhavan
(2002) e Barbanti et al. (2006) relatam que o sorgo pode produzir cerca de 20 t ha? de
matéria seca, apenas com a reserva de N do solo. Entretanto, dos Santos et al. (2014)
relatam que além do N, a semeadura da cultura em climas propicios afeta diretamente a

producdo de matéria seca.

De acordo com Magalhées et al. (1979), a taxa de producdo de
matéria seca no sorgo é fortemente afetada pela &rea foliar a qual, por sua vez e

influenciada por fatores outros, como ambiente e manejo aplicado a cultura.

5.4 POL%, AR% e ART kg t*!

Os resultados das andlises de variancia para 0s parametros
tecnoldgicos POL%, AR% e ATR (kg t) estdo contidos na tabela 24. Observa se que
dentre os tratamentos para o parametro POL% a adubacdo nitrogenada apresentou
diferenca estatisticamente significante, resultado que ndo foi obtido pela aplicacdo dos
tratamentos de biorregulador. Esses resultado concordas com Silva et. al, (2010), que
avaliaram a aplicacio de Stimulate® associado a fertilizantes liquidos na rebrota e na
produtividade da soqueira de cinco gendtipos de cana de acucar, ndo encontrando efeitos

significativos do biorregulador nas analises de POL% e ATR.

Na mesma tabela observa-se que houve variacao significativa para
0 parametro de acUcar redutor (AR) na interacdo entre os tratamentos de doses do

biorregulador e de nitrogénio.
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Tabela 9. Quadrados médios das andlises de variancia e niveis de significancia, médias e
coeficientes de variacdo referentes a POL%, AR% e ATR%, em funcgéo dos tratamentos de
concentracdes de N e concentracdes de biorregulador, em sorgo sacarino inoculado com

Azospirillum brasilense. Campo Grande, MS, 2014/15.

\?;r‘fzzzga POL% AR% ATR kg t
Doses N 3,015 0,021" 259,43*
Doses RV 0,379" 0,031" 21,95"
N x RV 0,076" 0,033 3,88"
Resfduo 0,402 0,018 30,62
Média Geral 10,44 0,60 94,0
C.V (%) 6,0 22,5 6,0

Doses N: Doses de Nitrogénio; Doses RV: Doses de Biorregulador; N x RV: interacdo entre as
doses de Nitrogénio e Biorregulador; C.V: Coeficiente de Variagdo. ™: ndo significativo *
Significativo a p >0,05.

Para os tratamentos de doses de nitrogénio, foi possivel estimar a
melhor relacdo da adubacdo com a POL%. Na figura 14 observa-se que com o aumento da
disponibilidade de nitrogénio para a planta ocorre incremento nos valores da POL%.

o Inoculado
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Pol %

®  Nitrogénio (kg,h}l_lj
10,0 - — y=9.897 +1,175 102 x -5,022 10 x2  R2=0,98
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Nitrogénio (kg.ha'l)

Figura 14. POL % em sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense em relagéo
aos concentragdes de nitrogénio. Significativo p < 0,05.



63

Haag et al. (1987), em pesquisa com cana de acgUcar, relataram que
o nitrogénio aplicado em quantidades inferiores a 50 kg ha, causou efeito depressivo e até
120 kg, aumentou a POL e diminuiu a quantidade de acucares redutores e quantidades de

N acima disso, provocou efeitos contrarios em ambas as caracteristicas.

Reducdes nos teores de POL% foram observados por Camilotti et
al. (2006) quando se aumentou em 100% a dose de N e K fornecidos via lodo de esgoto e

via vinhaca, respectivamente, no 4° corte da cana-de-agucar.

Galani et al. (1991) e Teixeira et al. (1999) relataram em seus
trabalhos que o aumento da massa verde do sorgo sacarino é acompanhado pela reducéo
nos teores de acucares totais presentes nos colmos. Segundo eles, 0s teores de sacarose e
de acUcares redutores totais se elevam até a planta atingir a maturidade fisiologica onde o
rendimento de massa verde também é maior quando os colmos atingem a plena
maturidade. Observacdes semelhantes sdo relatadas por varios trabalhos, entre eles:
Broadhead e Demprey (1969), Webster et al. (1984), Choudhart (1990), Galani et al.
(1991) e Naik e Jayakumar (1994).

Segundo Rocha et al. (2014) o maior acumulo de acgucares solUveis
no caule das plantas cultivadas € dada pela maior capacidade de absor¢do do N na forma
amoniacal, sendo essa uma vantagem, em termos fisiol0gicos, ja que os teores de acglcares
soliveis nos vegetais sdo indicadores de energia prontamente disponivel para o

metabolismo celular.

A resposta do tratamento com nitrogénio para AR% em plantas que
ndo receberam o biorregulador, apresentou a equagio: Yo= 0,08202 -0,0085x +4,0.10° x?,
R?=0,97 (p>0,05).

O tratamento com biorregulador aumentou o teor de AR
apresentando valor maximo para 459,5 mL ha no tratamento de 0 kg ha de N e em
interacdo com o tratamento de 80 kg ha™* de nitrogénio o AR diminuiu, como mostram as

equac0es de regressao na tabela 10.
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Tabela 10. Coeficiente de regressdo para aglcares redutores (AR%) aos 90 DAE, onde
(Yo) entre os tratamentos concentracOes de biorregulador (xX) em concentragdes de
Nitrogénio (kg ha) em plantas de sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense.
Campo Grande, MS, 2014/15.

N (kg ha?) AR R?
0 Yo= 0,80 +9,19 10"*x -1,0 10°%x? 0,60*
80 Yo= 0,398 +1,151 103x -1,0 10°%x? 0,93*

* Significativo p < 0,05

Em trabalho com adubacdo lodo de esgoto, vinhaca e adubos
minerais, Junior et al. (2007) relata que o aumento de AR entre os parametros tecnolégicos

da cana-de-agUcar € indicativo da permanéncia da cultura em estadio vegetativo.

Estudando os efeitos do biorregulador Stimulate® aplicado via
sulco de plantio em oito cultivares de cana-de-acucar nas varidveis tecnologicas (POL%
AR e ATR), Ferreira et al. (2013) encontraram menores porcentagem de agucares redutores
nas plantas que receberam o tratamento com o biorregulador, o que ndo influenciou nas
demais varidveis. Os autores reiteram que o biorregulador estimulou o aumento do
didmetro dos colmos e as plantas utilizaram os acUcares (glicose e frutose) para o

crescimento, o que reduziu os teores desses agucares.

O acucar total recuperdvel ndo foi influenciado pelos tratamentos
das diferentes doses de biorregulador, contudo com o tratamento de diferentes doses de N,
estimou-se a melhor resposta a 86,73 kg ha! de nitrogénio para o ATR de 96,27 kg t*
(figura 15).
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Figura 15. ATR em sorgo sacarino inoculado com Azospirillum brasilense em relacéo a

doses de nitrogénio. Significativo p <0,05.

Os resultados obtidos pela acdo dos tratamentos para a ATR,
podem estar relacionados ao fato que atividade fotossintética na folha produz acgucares e
acucares-alcoois, que tendem a acumular, tais carboidratos sdo osmoticamente ativos e
difundem-se em direcdo ao sistema vascular para serem transportados para o floema, tanto
por mecanismos ativos quanto passivos. O mecanismo de carregamento utilizado pelo
floema pode aumentar ou restringir a fixacdo e o fluxo de carbono, em resposta as
condicdes ambientais, podendo limitar a for¢a dos drenos e a producgédo de carboidratos nas
fontes (SLEWINSKI; BRAUN, 2010).

A elevacdo da dose de N ndo modificou 0 ATR em colmos de
cana-de-acUcar nos trabalhos de Dalri e Cruz (2008) e Franco (2008). Kolln (2012)
encontrou correlacdo negativa do teor de aglUcar do colmo da cana-de-aglicar com o
aumento da dose de N. Segundo Sing e Mohan (1994) a reducdo no teor de aglcar pode
estar relacionada ao fato de que doses elevadas de nitrogénio podem elevar a atividade da
enzima invertase responsavel pela degradacdo de acUcares redutores convertidos em
acucares (glucose e frutose). O fornecimento de N aumenta a capacidade da planta C4 em
produzir carboidratos (biomassa) estimulando o crescimento vegetativo e, assim, diluindo a
concentracdo de acucares no colmo, com consequente queda na qualidade industrial
(MUCHOW et al., 1996; KOLLN, 2012).

Os acUcares ndo redutores por serem menos reativos do que seus
equivalentes, sdo translocados a longa distancia no floema. Nos agUcares ndo redutores o

grupo cetona ou aldeido é reduzido a um alcool ou combinado com um grupo semelhante
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em outro acucar (VAN BEL; HESS, 2008; DINANT; LEMOINE, 2010). O acgucar
predominantemente translocado no floema é a sacarose, contudo também séo transportados
carboidratos moveis ligados a um namero variavel de moléculas como: rafinose, estaquiose
e verbascose e ainda agUcares-alcoois, como manitol e sorbitol (LALONDE et al.,2003;
VAN BEL,; HESS, 2008).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicOes de desenvolvimento deste trabalho, a associacao
simbidtica do Azospirillum brasilense em plantas do sorgo sacarino mostrou-se efetiva
durante o periodo inicial de desenvolvimento, que perdurou aproximadamente 20 dias.
Apds esse periodo percebeu-se que as plantas que receberam os tratamentos com

nitrogénio passaram a apresentar maior vigor e velocidade de crescimento.

Entretanto observou-se que aos 16 DAE a assimilacdo de COz nas
plantas inoculadas e que receberam o biorregulador foi maior em relacdo aos demais. Essa
resposta decaiu a partir dos 46 DAE, indicando que os tratamentos com o biorregulador em
plantas inoculadas com o Azospirillum brasilense otimizou o processo fisioldgico

fotossintético apenas no inicio do desenvolvimento das plantas.

Além disso, os resultados desse trabalho sugerem que o periodo de
acdo da simbiose do Azospirillum brasilense na cultura do sorgo sacarino é curto, e perdura
em tempo similar a atividade do sistema radicular primario, ou seja, devido a baixa taxa de
multiplicacdo bacteriana no solo, com o desenvolvimento do sistema secundario e
definitivo de raizes, ndo ocorreu a re-inoculacdo das bactérias nesse novo sistema,
deixando de haver o suprimento de N necessario a partir desse momento. O estadio de
formacédo do sistema radicular secundério é de extrema importancia para cultura do sorgo
sacarino, pois é nessa fase em que as plantas comegam a acumular maiores taxas de massa

seca e extrair maiores quantidades de nutrientes do solo, principalmente o nitrogénio.
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O aumento da atividade metabdlica das plantas ao longo do
desenvolvimento podem ser comprovados nas respostas dos componentes fotossintéticos
da cultura, uma vez que a atividade carboxilativa é positivamente correlacionada com o
crescimento das plantas. Ao observarmos as médias de condutancia estomatica,
concentracédo interna de CO. e carboxilagdo, percebemos que as mesmas apresentam-se
elevadas a partir dos 46 DAE em relacdo aos 16 DAE em decréscimo aos 81 DAE, periodo
em que a cultura j& estabilizou o crescimento e finalizou a particdo e alocacdo dos

fotoassimilados.

Ao compararmos as respostas fotossintética entre os tratamentos
percebemos que, a partir dos 46 DAE, os tratamentos com o regulador vegetal em
associacdo a adubacdo nitrogenada, sobressairam os tratamentos em que a cultura nao
recebeu nitrogénio, comprovando a baixa eficiéncia da associacdo simbiotica para o

fornecimento de N para a cultura nesse periodo.

Convém salientar que o regulador vegetal forneceu melhorias na
atividade fotossintética, tanto nos tratamentos com a adubacdo como somente a inoculacéo.
Contudo o regulador vegetal ndo apresentou melhorias na producdo de agucares pela
planta, mas se mostrou um bom candidato a diminuir os custos na a adubacao nitrogenada
da cultura, por melhorar a eficiéncia fotossintética tanto em plantas de sorgo sacarino em
que o N metabolizado foi oriundo da inoculagdo com Azospirillum brasilense, ou da
adubacdo nitrogenada.
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8 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos conclui-se que a a¢do do biorregulador ndo
influenciou na producéo de acucares pela planta, entretanto se mostrou um bom candidato
a diminuir os custos na adubacdo nitrogenada da cultura, por melhorar a eficiéncia
fotossintética tanto em plantas de sorgo sacarino em que o N metabolizado foi oriundo da

inoculacdo com Azospirillum brasilense ou da adubacédo nitrogenada.
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