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RESUMO

Dentre os fatores que asseguram o bom desempenho para a cana-de-agucar, esta a
absorcédo de umidade do solo, sendo que um dos principais problemas que afetam a
cultura é o déficit hidrico na fase inicial do desenvolvimento. Atualmente o estudo do
uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) tem apresentado bons
resultados a fim de contornar esse problema, conferindo tolerancia a estresses
bidticos e abidticos, entre outros beneficios. Esse estudo se propds a investigar os
efeitos da deficiéncia hidrica em cana-de-aclcar discriminando as diferentes
respostas biométricas, fisiol6gicas e bioquimicas da planta aos tratamentos sem e
com inoculacdo de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. Foi conduzido um
experimento em casa de vegetacao utilizando a variedade RB855536, em dois tipos
de solos, argiloso e arenoso, e dois regimes hidricos (com e sem déficit hidrico), e
com e sem BPCV, com seis repeticdes, num delineamento fatorial em blocos
inteiramente casualizados. As BPCV foram aplicadas nas gemas no momento do
plantio e o déficit hidrico foi implementado dos 120 aos 135 dias apds o plantio (DAP),
seguido de reidratacao. As avaliacdes biométricas, fisioldgicas e coletas para analises
bioquimicas foram realizadas em cinco épocas, dos 118 aos 147 DAP. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey
(P<0,05). As BPCV influenciaram nas trocas gasosas e na densidade estomatica,
houve reducéo do contetudo de pigmentos fotossintéticos e potencial hidrico foliar e
ao final das avaliacdes o teor relativo de agua foi superior em tratamentos inoculados.
Houve ativacdo do sistema antioxidante aumentando a atividade da superoxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, enquanto o conteddo de prolina foi
menor em tratamentos inoculados. As BPCV aumentaram as médias de parametros
biométricos, como altura das plantas, diametro dos perfilhos, comprimento e largura
das folhas +1 e +3, numero de folhas e area foliar. A inoculagdo aumentou também, a
massa de matéria seca da raiz (MSR) e a massa de matéria seca da parte aérea
(MSPA). Observou-se também, reducdo da razdo MSPA/MSR, incrementando o
desenvolvimento do sistema radicular em relagdo a parte aérea. Os efeitos da
inoculacdo foram benéficos em ambos os tipos de solo. A inoculagdo com Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis aumentou a tolerancia da cana-de-agucar a deficiéncia
hidrica por diversos mecanismos.

Palavras-chave: Saccharum spp.; déficit hidrico; inoculacdo de micro-organismos;
tipos de solo






ABSTRACT

Among the factors that ensure a good performance for sugarcane is the absorption of
soil moisture, and one of the main problems that affect the culture is the water deficit
in the initial phase of development. Currently, the study of the use of plant growth-
promoting bacteria (PGPB) has shown good results in order to circumvent this
problem, conferring tolerance to biotic and abiotic stresses, among other benefits. This
study aimed to investigate the effects of water deficit in sugarcane, discriminating the
different biometric, physiological and biochemical responses of the plant to treatments
without and with inoculation of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis. An
experiment was carried out in a greenhouse using the variety RB855536, in two types
of soils, clayey and sandy, and two water regimes (with and without water deficit), and
with and without PGPB, with six replications, in a block factorial design. entirely
randomized. The PGPB were applied to the buds at the time of planting, the water
deficit was implemented from 120 to 135 days after planting (DAP), followed by
rehydration. Biometric and physiological assessments and collections for biochemical
analyzes were performed at five times, from 118 to 147 DAP. Data were submitted to
analysis of variance and means were compared by Tukey's test (P<0.05). The PGPB
influenced gas exchange and stomatal density, there was a reduction in the content of
photosynthetic pigments and leaf water potential, at the end of the evaluations the
relative water content was higher in inoculated treatments. There was activation of the
antioxidant system increasing the activity of superoxid dismutase (SOD), catalase
(CAT) and ascorbate peroxidase (APX), the proline content was lower in inoculated
treatments. The PGPB increased the averages of biometric parameters, such as plant
height, tiller diameter, length and width of leaves +1 and +3, number of leaves and leaf
area, inoculation increased the dry matter of roots (DMR) and dry matter of aerial part
(DMAP), there was a decrease in the DMAP/DMR ratio, increasing the development
of the root system in relation to the shoot. The inoculation effects were beneficial in
both soil types. Inoculation with Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis increased

the tolerance of sugarcane under water deficit by several mechanisms.

Keywords: Saccharum spp.; water deficit; inoculation of micro-organisms; soil types
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar (Saccharum spp.) do mundo
(CONAB, 2021) e essa cultura gera diversos empregos diretos e indiretos,
contribuindo de forma significativa para a macroeconomia nacional, com centenas de
subprodutos, sendo que se destaca como uma otima fonte de energia renovavel nas
formas de energia da biomassa e cogeracdo de energia elétrica.

Além da producao de agucar, energia, biogas, biofertilizante, plastico, produtos
utilizados na industria automobilistica, alimenticia, farmacéutica e de cosméticos, a
cana-de-acucar € uma excelente opcdo a producdo de combustiveis renovaveis,
direcionando a substituicdo e reducdo do consumo de combustiveis fésseis, mais
sustentavel e menos agressivo ao ambiente (RODRIGUES et al., 2018).

Ha necessidade de aumentar a produtividade da cana-de-acucar, o que é
possivel quando se conhece o ciclo fenoldgico da cultura e a interacdo dos fatores
ambientais atuando na fisiologia na planta e possibilitando realizar um manejo
adequado.

Um dos principais problemas que impactam a cultura € o déficit hidrico na fase
inicial do desenvolvimento da planta, sendo responsavel por reduzir o crescimento e
a producédo vegetal, o que afeta diretamente a geracdo de produtos e empregos
(SANTOS; CARLESSO, 1998).

A condicao de déficit hidrico € um fator de estresse abidtico muito comum, que
promove a alteracdo de varios aspectos fisiologicos, bioquimicos e biométricos nas
plantas (GRACA et al., 2010; PINCELLI; SILVA, 2012; BOARETTO et al., 2014). A
capacidade de superar as condi¢des de estresse € determinante na sobrevivéncia das
plantas e na produtividade da cultura (LARCHER; 2006).

A evolucéo da deficiéncia hidrica da cana-de-agUcar esta relacionada com o
desenvolvimento do sistema radicular, uma planta com sistema radicular bem
desenvolvido se destaca na absorcao de umidade do solo. Atualmente, o estudo com
0 uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) tem apresentado bons
resultados a fim de contornar esse problema, conferindo tolerancia a estresses
bioticos e abidticos, modulando a resposta das plantas aos horménios vegetais,
atuando na solubilizac&o de fosfato, aumentando a atividade do sistema antioxidante,
entre outros beneficios (AHEMAD; KIBRET, 2013; BACKER et al., 2018; MUSTAFA
et al., 2019).
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A finalidade inicial do uso das bactérias € controlar e prevenir doencas de
plantas causadas por outros micro-organismos, principalmente nematoides, sendo
gue a espécie mais utilizada para esse fim é a Bacillus subtilis (NEIPP; BECKER,
1999; SAHARAN, 2011; ARAUJO et al., 2012). Além da capacidade nematicida, a
bactéria também atua como promotora do crescimento vegetal, sendo seu uso, uma
boa estratégia a favor da agricultura sustentavel (ICHIWAKI, 2012).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar por meio de respostas
fisioldgicas, bioquimicas e biométricas se plantas de cana-de-acUcar tem sua
tolerancia ao déficit hidrico aumentada apds inoculacdo com bactérias promotoras do

crescimento vegetal em dois tipos de solos, argiloso e arenoso.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura da cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) tem origem nas regides tropicais do
Sul e Sudeste da Asia, mais especificamente Nova Guiné e Indonésia, e é conhecida
desde 6.000 a.C.. Sua producdo se estendeu pelo mundo por meio de sua
disseminacdo pelas rotas de imigracdo humana para o sudeste da Asia, india e
Pacifico (RODRIGUES et al., 2018).

A cana-de-acucar € uma planta albgama, da classe monocotiledénea, familia
Poaceae, tribo Andropogonae, pertencente ao género Saccharum, possui
metabolismo do tipo C4. E altamente eficiente na converséo de energia radiante em
energia quimica, sob condi¢cbes tropicais, tem elevado ponto de compensacao
luminosa, necessitando menores concentracdes de gas carbonico ja que a planta
consegue concentrar CO2 nas células do mesofilo e nas células da bainha do feixe
vascular. Assim, pode manter os estdmatos fechados nos periodos com maior
temperatura, o que, necessariamente implica em menores perdas de agua (CASTRO
et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2013). Com isso, pode-se dizer que as plantas C4
apresentam maior eficiéncia de uso de agua, além da compartimentacdo de enzimas
e as caracteristicas anatbmicas das folhas, tendo como consequéncia taxa de
fotorrespiracdo baixa ou ausente (TAIZ et al., 2017). A cana-de-acucar € conhecida
como uma cultura muito eficiente para a producdo de biomassa, de acucar e
biocombustivel (SILVA et al., 2014).

Estudos indicam que a anatomia e morfologia da cana-de-agucar apoiam a
capacidade da planta em acumular sacarose (RAE et al., 2014). Os entrends contém
células especializadas para a transferéncia e armazenagem de sacarose
(ALEXANDER et al., 1973). A parte superior da planta € formada por entrends e folhas
geradas por um meristema vegetativo apical. A dominancia da gema apical é validada
pela pausa do desenvolvimento das gemas laterais, que permanecem dormentes,
sem a gema apical, as gemas laterais podem se desenvolver e produzir brotos
(MAGRO et al., 2011).

Apesar de ser uma planta de reproducdo sexuada, quando cultivada
comercialmente é comum ser multiplicada assexuadamente por propagacao
vegetativa das gemas laterais do colmo cortado em pedacos, conhecido como toletes
(RAMAIAH et al., 1977). Também se faz o uso de mudas pré-brotadas (MPB), que
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consiste basicamente da producdo de uma muda de cana advinda de um mini tolete,
caracterizado pela parte de um colmo com apenas uma gema com fracdes laterais de
entrend (LANDELL et al., 2012; MAY; RAMOS, 2019).

A cana-de-acUcar apresenta quatro estadios em sua fenologia conhecidos por:
brotacio e emergéncia dos brotos (colmos primarios), perfilhamento e
estabelecimento da cultura (da brotacdo das gemas ao final do perfilhamento), periodo
de grande crescimento (do perfilhamento final ao inicio da acumulacdo da sacarose)
e maturacao (intensa acumulacéo de sacarose nos colmos) (GASCHO; SHIH, 1983;
RODRIGUES et al., 2018).

Os fatores abidticos que afetam de maneira mais marcante a bioconversao de
energia na cana-de-agucar sao: luz, concentracdo de COz, disponibilidade de agua e
nutrientes e temperatura (WALDRON et al., 1967). Os niumeros atuais de producéo e
exportacdo de cana-de-acucar refletem o bom momento vivido pelo setor, sendo o
Brasil, 0 maior produtor mundial. A producéo brasileira da safra 2020/21 foi 654,527
milh6es de toneladas com uma é&rea plantada de aproximadamente 8.616,1 mil
hectares, distribuidas em todos os estados produtores conforme suas caracteristicas
climaticas. A estimativa de producéo para a safra 2021/2022 é de aproximadamente
628 milhdes de toneladas. O estado de S&do Paulo é o maior produtor com 4.444,2 mil
hectares de area plantada, seguido por Goias com 971,6, Minas Gerais com 854,2,
Mato Grosso do Sul, 637,2, Parana com 518,8, Alagoas, 298,5 e Pernambuco, 233,0
mil ha. Ademais, a produtividade média da safra 2020/21 foi de 75.965 kg ha
(CONAB, 2021).

A cana-de-acUcar € adaptavel a diversas condicbes climaticas, porém o
potencial de producdo pode ser afetado pela variedade e solo. Para obter boas
produtividades é necessario um manejo adequado da fertilidade do solo. Se néo
houver condicbes ideias de manejo, a planta pode sofrer com deficiéncia de
nutrientes, acarretando em desenvolvimento ndo satisfatério (ORTOLANI FILHO,
1983).

Visto que, o rendimento desta cultura esta relacionada com o teor de sacarose
da cana, os programas de melhoramento genético da cultura vém buscando melhorar
este teor com o objetivo de aumentar o teor de sacarose do colmo. Fato este que,
limita o conhecimento de estratégias para tolerancia da cultura em regides semiaridas

ou em periodos de estiagem e veranicos (VIOLANTE, 2012).
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A cultura é de grande importancia socioeconémica e ambiental para o pais.
Para se obter sucesso na atividade canavieira, € necessario o conhecimento do ciclo
da cultura, tal como a importancia da interagcao dos fatores planta, ambiente de
producdo e manejo da cultura (SIQUEIRA, 2009).

2.3 Déficit hidrico na cana-de-acucar

Segundo Taiz e Zeiger (2004), o termo estresse hidrico geralmente é definido
como um fator externo, que exerce uma influéncia desvantajosa sobre a planta,
podendo ocorrer tanto por falta quanto por excesso de agua (PINCELLI, 2010). O
déficit pode ser definido como todo o contetdo de 4gua de um tecido ou célula que
esta abaixo do conteudo de agua existente. Os efeitos podem variar de acordo com a
duracéo e a intensidade do déficit hidrico (TAIZ; ZEIGER, 2013; GUAN et al., 2015;
MAIA JUNIOR, 2017).

Alguns fatores sédo limitantes para o cultivo da cana-de-agucar, destacando-se
a deficiéncia hidrica, que pode impactar na produtividade, ou seja, a deficiéncia tem
se tornado um fator limitante. Assim, € essencial o entendimento das respostas das
plantas sob condi¢gbes de deficiéncia hidrica (SILVA et al., 2011).

A condicdo de déficit hidrico € um fator de estresse abidtico comum, que
promove a alteracdo de varios aspectos morfolégicos, fisiol6gicos e bioquimicos nas
plantas. A capacidade de superar as condicoes de déficit € determinante na
sobrevivéncia das plantas e na produtividade da cultura (LARCHER, 2006; SILVA et
al., 2008; BOARETTO et al., 2014).

Na cana-de-acgucar, o déficit pode influenciar nas caracteristicas biomeétricas,
como numero de hastes, altura e diametro das hastes, numero de folhas, comprimento
e largura foliar, variacdes fisiolégicas no indice SPAD, teor relativo de agua, potencial
hidrico foliar, eficiéncia fotoquimica, eficiéncia no fotossistema Il (PSll), transporte de
elétrons, pigmentos fotossintéticos e trocas gasosas. Além disso, bioquimicamente, a
deficiéncia hidrica ativa o sistema antioxidante através das enzimas superoxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e aumenta o teor de
prolina na planta, protegendo os pigmentos fotossintéticos e membranas celulares
(SILVA et al., 2008; GILL; TUJELA, 2010; ANJUM et al., 2011, CARVALHO et al.,
2014; SILVA et al., 2014; MAIA JUNIOR, 2017).
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A tolerdncia a seca é um mecanismo que permite a planta manter o
metabolismo através da ativacdo do sistema antioxidante e acumulo de
osmoprotetores, atuando como uma resposta bioquimica-fisiolégica capaz de suportar
maior periodo de estresse (MAIA JUNIOR, 2017).

Os principais efeitos do estresse hidrico sdo o aumento de espécies reativas
de oxigénio (ERO), reducéo da absorcédo de CO2, danos oxidativos aos cloroplastos,
aumento da peroxidacdo de lipideos, reducdo da taxa de transporte de elétrons,
reducao da eficiéncia do PSII, aumento da fotoinibicdo e, consequentemente, reducao
do rendimento final (REDDY; CHAITANYA; VIVEKANANDAN, 2004; GARA et al.,
2010).

As espécies reativas de oxigénio sé@o formas reduzidas de oxigénio que podem
levar a oxidacdo de componentes celulares causando estresse oxidativo (GILL;
TUTEJA, 2010). A excitacéo das clorofilas atinge o estado triplet (3 Chl*) e quando
essa energia ndo é dissipada forma o oxigénio singleto (*O2") pela reacdo da 3 Chl*
com oxigénio molecular. O PSII fica muito excitado e é inativado formando radicais
hidroxila (OH"), superoxidos (O2 ) e peréxido de hidrogénio (H202), que promovem
peroxidacao lipidica, pode causar inativacdo de enzimas e danos nas membranas
(SCANDALIOS, 2005; MAIA JUNIOR, 2017).

2.4 Mecanismos fisiolégicos, bioquimicos e biométricos
2.4.1 Pigmentos fotossintéticos

As clorofilas a e b, e os carotenoides estdo envolvidos na fotossintese, sédo
responsaveis pela captacéo da energia luminosa para conversdo em energia quimica
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Na fotossintese, a clorofila a realiza a etapa fotoquimica,
enquanto os carotenoides auxiliam na absorcdo de luz e na transferéncia de energia
radiante para os centros de reacao (STREIT et al., 2005).

A energia quimica produzida pelas plantas, na forma de ATP e NADPH, com a
liberacdo de O: aliado a fotossintese € decorrente da eficiéncia de captacdo luminosa
das clorofilas. Assim, as clorofilas estéo relacionadas com a eficiéncia fotossintética
das plantas e, consequentemente com seu crescimento e adaptabilidade as diferentes
condi¢cbes ambientais (SILVA et al., 2011; 2014).
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2.4.2 Densidade e condutancia estomatica

Os estdmatos estdo associados diretamente com a capacidade fotossintética,
e, uma alteracdo na sua quantidade afeta diretamente a condutancia estomatica, ou
seja, quanto maior a densidade estomatica, maior a absor¢do de CO2 (ABRANS et al.,
1992; EVANS, 1999). O tamanho, a posicao e o controle de abertura dos estématos
também irdo afetar na absorgéo de CO2 (BOEGER; WISNIEWSKI, 2003).

2.4.3 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar € muito utilizado em estudos das relacfes hidricas das
plantas, embora ocorram variagbes ao longo do dia, mesmo em plantas hidratadas,
esse parametro é relevante pois descreve o estado hidrico e energético da planta,
cujos gradientes explicam os fluxos da agua no sistema solo-planta-atmosfera
(BERGONCI et al., 2000).

Todos os processos celulares da planta sdo afetados quando ha queda do
potencial hidrico foliar. Inicialmente, ha perda de turgescéncia celular, seguido pela
reducao na divisdo e expansao celular, sintese de proteinas, condutancia estomatica
e fotossintese. Como reflexo dessas interferéncias, o crescimento e o rendimento

produtivo das plantas diminuem efetivamente (TAIZ; ZEIGER, 2013).

2.4.4 Teor relativo de agua na folha

O teor relativo de agua (TRA) na folha é definido como a quantidade de agua
de um tecido comparada com a quantidade maxima que ele podera reter em um dado
momento (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A manutencdo do TRA é um indicador do grau de hidratacdo das células e do
tecido foliar, sendo um fator crucial para o 6timo funcionamento fisiolégico da planta
como o controle estomatico (GORAI; HACHEF; NEFFATI, 2010). O TRA foi um bom
indicativo de tolerancia ao déficit hidrico em cana-de-agucar, o qual foi mantido nas

cultivares mais tolerantes quando estressadas (SILVA et al., 2013).

2.4.5 Atividade de enzimas antioxidantes e teor prolina sob déficit hidrico

A tolerdncia ao déficit hidrico estd associada ao aumento da atividade de
enzimas antioxidantes para manutencdo de niveis baixos de ERRO, reduzindo a

peroxidagdo de lipideos e mantendo a concentragdo de pigmentos fotossintéticos,
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resultando em menor inibicdo do PSIlI nas cultivares mais tolerantes ao estresse
hidrico (MAIA JUNIOR, 2017).

A superdxido dismutase (SOD) é uma das enzimas antioxidativas, esta
presente nos cloroplastos, e € a primeira na linha de defesa contra as ERO nas células
vegetais. Essa enzima atua na dismutacdo de dois O2° (ion superoxido) para Oz e
H202, controlando a concentragéo de O2° e previnindo a formacao do radical hidroxila
(OH®) (BOWLER, 1992). A SOD esta presente em todos 0os compartimentos celulares
sensiveis ao estresse oxidativo, jA que o0s ions superdxido sao sintetizados em
compartimentos que apresentam transporte de elétrons (MITLLER, 2002).

A enzima ascorbato peroxidase (APX) é uma enzima presente em todos os
compartimentos celulares de sintese de ERO e age como um regulador de H202 em
nivel celular, convertendo-o em agua (SHARMA et al., 2012). A APX tem o acido
ascorbico como redutor. A APX juntamente com a catalase (CAT) desempenham
importantes fungdes na producéo de ERO sob déficit hidrico. Sob estresse hidrico leve
a moderado a remocdo de H20: é realizada preferencialmente pelo ascorbato, sob
estresse severo a atividade da catalase é acionada (CRUZ DE CARVALHO, 2008).

A enzima CAT esté localizada nos glioxissomas, peroxissomas e mitocéndrias,
e é responsavel pela remocéo do excesso de ERO durante o estresse, atuando na
converséo do H202 em agua e oxigénio molecular, liberado durante a $-oxidacao de
acidos graxos ou durante a fotorrespiracdo (MITTLER, 2002; GILL; TUTEJA, 2010).
A CAT atua sem agente redutor, sendo eficiente para a remocéo do H20:2 das plantas
(SHARMA et al., 2012). Quanto mais severas as condi¢bes de estresse, maiores 0s
niveis de H202, consequentemente, maior a atividade da CAT (GILL; TUTEJA, 2010).

A prolina € um aminoacido resultante do aumento no fluxo de glutamato via
P5C (A! -pirrolina-5-carboxilato), que € metabolizado pela enzima P5CS (A -pirrolina-
5-carboxilato sintetase) e P5CR (Al-pirrolina-5-carboxilato redutase). Durante a
sintese, a razdo NADP+/NADPH torna-se mais estavel, auxiliando na restauracdo do
aceptor final da cadeia transportadora de elétrons, com isso, a sintese pode proteger
contra fotoinibicdo sob estresse hidrico, regulando o potencial redox nas células
(FICHMAN et al., 2015).

Com o avancgo do estresse, o teor de prolina aumenta e se houver reidratacao
ocorre uma reducao no teor, portanto, a prolina € uma molécula indicadora e protetora
de plantas estressadas e ajuda a manter a turgescéncia celular sob estresse
(YOSHIBA et al., 1997).
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As plantas reidratadas expressam genes codificadores de proteinas que
degradam a prolina, porém os genes que sintetizam a prolina sdo mantidos até que a
planta se recupere, a prolina € importante na restauracdo dos cloroplastos apds o
estresse ja que altas concentracdes de prolina expressam o gene envolvido na sintese
do mRNA do cloroplasto (MAIA JUNIOR, 2017).

2.4.6 Bactérias promotoras do crescimento vegetal

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) chamaram atencgéo
porque 0s resultados séo promissores, ndo apenas associadas a ganhos em relacao
a adubacdo mineral, mas apresentando multiplos beneficios, com diversos
mecanismos de acdo que beneficiam as plantas, conferindo maior tolerancia ao
estresse hidrico, resultando em melhor desenvolvimento e produtividade (GLICK,
2012; AHEMAD; KIBRET, 2013; TEWARI; ARORA, 2013).

A associacdo BPCV-hospedeiro é baseada em uma troca de beneficios. A
planta fornece nutrientes organicos para a bactéria que, por sua vez, fornece protecao
e outros nutrientes para a planta (BACKER et al., 2018). S&o inUmeros 0s mecanismos
pelos quais uma BPCV beneficia seu hospedeiro. Esses mecanismos Ss&o
classificados como diretos ou indiretos (RHO et al., 2018).

Os mecanismos diretos englobam a producéo e a secrecdo de uma série de
compostos que agem de modo a aumentar a disponibilidade de nutrientes como
nitrogénio (N), fosforo (P) e ferro (Fe), incluindo fitoestimulagéo, além de reduzir o
potencial deletério de patégenos de solo (GRAY; SMITH, 2005; WEI et al., 2014;
GLICK, 2015; SANTOYO et al., 2016).

J& os mecanismos indiretos envolvem um didlogo quimico com a planta que,
tém como resultado, o redirecionamento do metabolismo vegetal, sendo agentes de
biocontrole que antagonizam o crescimento e a sobrevivéncia de fitopatdogenos pela
producado de substancias antagonistas ou pela inducao de resisténcia sistémica (IRS)
em toda a planta contra patdgenos e inibindo o ataque subsequente por patégenos
através da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (VAN LOON, 2007; LUGTENBERG;
VURUKONDA et al., 2015; TIWARI et al., 2017; MUSTAFA et al., 2019).

Como consequéncia das alteracbes, a planta se torna mais tolerante ao
estresse e as perdas em crescimento e producao sado reduzidas, aliviando o efeito

negativo do estresse hidrico, diminuindo os danos oxidativos (FERREIRA et al., 2018).
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BPCV produzem varias substancias antagonicas para sua defesa, como
antibioticos, que sdo moléculas organicas de baixa massa molecular que atuam
inibindo as atividades metabodlicas de outros micro-organismos. Além disso, as
bactérias promotoras de crescimento vegetal sintetizam varias enzimas hidroliticas,
por exemplo, protease, lipase, glucanase, quitinase e celulases para suprimir a taxa
de crescimento de fitopatdogenos (SINGH et al., 1999; FRANKOWSKI et al., 2001).

Os genes da citocinina sdo evidentemente expressos em muitas BPCV. As
citocininas estimulam a divisé@o celular (citocinese) e também, o desenvolvimento de
gemas laterais. Esses hormonios vegetais sdo produzidos nas raizes e transportados
através do xilema para todas as partes da planta (KANG et al., 2010).

Algumas espécies de bactérias possuem a capacidade de reduzir ou bloquear
a sintese de etileno pela acdo da enzima ACC desaminase, que degrada a ACC (acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico), precursor imediato da sintese do etileno
(O'DONNELL et al., 1996; SIDDIKEE et al., 2011; RASHID; CHARLES; GLICK, 2012;
LIM; KIM, 2013; NARULA et al., 2013; COUTINHO et al., 2015; PANDYA; RAJPUT;
RAJKUMAR, 2015; SAINI et al., 2015). As cepas de rizobactérias com atividade ACC
desaminase sdo amplamente distribuidas entre diferentes géneros, incluindo
Acinetobacter, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas,
Ralstonia e Rhizobium (SHAHAROONA et al., 2007; KANG et al., 2010). Essas
bactérias convertem etileno em a-cetobutirato e amonia, promovendo indiretamente o
crescimento dessas plantas. Pois, sistemas radiculares mais desenvolvidos significam
maior area para obter agua e nutrientes, além de estimular a tolerancia e reducgéo do
estresse hidrico nas plantas (GLICK, 2012; AHEMAD; KIBRET, 2013).

A solubilizacéo de fosfato por essas bactérias € um mecanismo importante para
a promocdo de crescimento da planta, por causar aumento da disponibilidade do
nutriente (KHAN et al., 2010; MUSTAFA et al., 2019).

Geralmente, as bactérias adquirem ferro por secre¢édo de quelantes de ferro de
baixa massa molecular, como sideréforos que tém constantes de alta associagcao para
ferro complexante. Além do ferro, os sideréforos podem quelar outros metais pesados
e, portanto, permitir que as plantas enfrentem o estresse induzido pela toxicidade dos
metais pesados (AHEMAD; KIBRET, 2014).

A relacdo planta-BPCV é€ iniciada pela exsudacéo radicular de compostos
organicos. Ao atingir a rizosfera, a BPCV deve buscar um nicho para se fixar entre a

comunidade microbiana ja presente e estabelecer, entdo, um dialogo com a planta. O
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primeiro evento que ocorre entre o hospedeiro e um micro-organismo benéfico é o
reconhecimento mutuo (RUDRAPPA et al.,, 2008; COMPANT; CLEMENT;
SESSITSCH, 2010; EL ZAHAR HAICHAR et al., 2014; OKU et al., 2014; STRINGLIS
et al., 2018; LABANCA, 2019).

Os micro-organismos benéficos modulam vias hormonais de modo a permitir
seu estabelecimento. Em resposta a este ajuste, a planta é levada a um estado de
priming, onde pode ocorrer acimulo de proteinas inativas e de mRNA de proteinas
envolvidas em respostas de defesa (CAMEHL et al., 2010; PIETERSE, 2012;
LABANCA, 2019). Ao se deparar com uma situacao de estresse, a planta sob priming
responde de forma mais rapida e resistente, tendo menos danos (BECKERS et al.,
2009; SUBRAMANIAN et al., 2015; MAUCH-MANI et al., 2017). BPCV tém potencial
para reprogramar, de forma eficaz, o metabolismo vegetal, facilitando a adaptacao de
plantas a condi¢cfes prejudiciais (LABANCA, 2019).

Uma ampla gama de metabdlitos secundarios e compostos organicos volateis
produzidos por bactérias podem melhorar a tolerancia ao estresse e/ou estimular o
crescimento das plantas. Por exemplo, as poliaminas desempenham papéis
fisiologicos e protetores importantes nas plantas, resultando em aumento da
biomassa, alteragdo da arquitetura radicular e elevada capacidade fotossintética
(BACKER et al., 2018).

Todo tipo de estresse causa desbalanco na producéo/neutralizacdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e pode ser letal para a planta (DEMIDCHIK,
2017). E comum a inoculacdo de BPCV, em situacio de estresse, levar ao aumento
na atividade do sistema antioxidante, com queda nas ERO e em subprodutos da
peroxidacdo de lipideos (MDA) (HOU et al., 2018). Assim, a determinacdo de
concentracdo de ERO, MDA e atividade de enzimas antioxidantes se tornou quase
um marcador em trabalhos de mitigacédo de estresse envolvendo BPCV (LABANCA,
2019). Além disso, Gusain (2015) e Labanca (2019) relataram que as BPCV
aumentaram as atividades de enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT).

Microbiologistas vém buscando, no microbioma vegetal, micro-organismos
benéficos que possam ser utilizados como melhoradores vegetais, principalmente em
condicdes de estresse (SANDHYA et al., 2010; VARDHARAJULA et al., 2011).

A eficiéncia de uma BPCV em promover crescimento ou mitigar o estresse esta
ligada a sua capacidade de se estabelecer em raizes. A colonizacdo da

rizosfera/endosfera pela BPCV depende de diversos fatores, entre os quais as
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caracteristicas das comunidades bacterianas nativas que Ia se alojam. Tendo isso em
mente e considerando que o solo € o maior fornecedor de micro-organismos
formadores de comunidades rizosféricas/endosféricas, torna-se clara a necessidade
de buscar respostas para sucessos e fracassos de BPCV nas suas relagdes com as
comunidades nativas (AHEMAD; KIBRET, 2014).

A interacdo das bactérias promotoras de crescimento vegetal depende de
variaveis, como por exemplo, o estadio de crescimento da planta, a salude da planta,
o0 estado nutricional da planta, o tipo de solo e sua condi¢do (pH e umidade), a altitude
e temperatura da regido em questdo (SANTOYO et al., 2016).

Muito trabalho foi realizado para descobrir diferentes atributos de BPCV e
diferentes cepas mostraram resultados impressionantes na promoc¢éao do crescimento
de diferentes plantas (ANGULO et al., 2014; MANOEL DA SILVA et al., 2015). A
comercializacdo dessas cepas € uma necessidade muito importante atualmente, para

a qual a conexao entre pesquisadores e industrias é essencial (BRANDI et al., 2018).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacao do local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao entre 11 de abril e 05 de
setembro de 2019, na Faculdade de Ciéncias Agronémicas (FCA) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), em Botucatu, cujas coordenadas geograficas sédo 22° 51"
00.0"S e 48° 25'55.3"W, e 786 metros acima nivel do mar, Estado de Sdo Paulo,
Brasil.

Segundo a classificacdo climatica pelo método de Képpen (1936), o clima de
Botucatu € Cfa, clima temperado quente (mesotérmico) umido, e a temperatura média
do més mais quente € superior a 22 °C.

Foram coletados os dados das condicdbes ambientais por uma estagcao
meteoroldgica automatica (Campbell Scientific Ltd. Inc., CR23X, Logan, UT, EUA)
situada na FCA, cujas coordenadas sao 22° 50' 48" S, 48° 26' 06" W, cerca de 600
metros da casa de vegetacao, cujas as médias estdo representadas na Figura 1, por
decéndios.

Figura 1 - Temperatura maxima, média e minima e umidade relativa do ar (%)
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3.2 Delineamento experimental e descricdo dos tratamentos

O delineamento utilizado foi blocos inteiramente casualizados, em arranjo

fatorial (2x2x2), sendo dois regimes hidricos (sem e com déficit hidrico), duas
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condicbes de inoculacdo, sem e com inoculacdo de bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV) e dois solos diferentes, argiloso e arenoso, com seis
repeticdes, totalizando 48 parcelas (vasos).

As bactérias foram fornecidas utilizando o produto comercial Quartzo®,
(Bacillus subtilis linhagem FMCHO002 (Min. de 1,0 x 1011 UFC g), cuja concentragédo
é 200,0 g kg* e Bacillus licheniformis linhagem FMCHO001 (Min de 1,0 x 1011 UFC g
1), 200,0 g kg de concentracdo, além de 600,0 g kg* de outros ingredientes que
compdem o produto (FMC, 2020). A formulagéo do produto é em pé para preparacao
de pasta em agua (WS).

Foram plantadas trés gemas de cana-de-acucar da variedade RB855536 por
vaso plastico com dimensdes de 31 cm de altura, 30 cm de didmetro, correspondendo
a um volume de aproximadamente 22 litros. As BPCV foram aplicadas nas gemas no
momento do plantio na dose de 200 g p.c.ha? (Figura 2). A calda foi preparada em
laboratorio, seguindo a dose recomendada para a cultura da cana-de-acucar, sendo
acondicionada em tubos Falcon e, imediatamente, levada para casa de vegetacao. A
aplicacgéo foi realizada no final da tarde, em condi¢des de temperaturas mais baixas e
umidade relativa do ar favoravel.

As gemas foram mantidas no vaso até o final das avalia¢cdes. Cada colmo era
identificado com fitas coloridas (azul, rosa e amarelo), de acordo com a analise que
seria realizada (fisiologica, biométrica e bioquimica), portanto, dessa maneira, as
analises foram feitas sempre na mesma planta de cada vaso/tratamento.

Os solos utilizados foram coletados na camada aravel (0-20 cm). O solo
argiloso foi proveniente da Fazenda Lageado da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
e o solo arenoso foi coletado na Fazenda Experimental de Sdo Manuel, S&do Manuel -
SP, da FCA-UNESP, ambos classificados como latossolo vermelho distrofico
(EMBRAPA, 2006). Desses solos foram enviadas amostras ao Laboratério de
Analises do Departamento de Solos e Recursos Naturais da FCA — UNESP, onde foi
realizada as analises de caracteristicas fisicas (Tabela 1) e quimicas do solo (Tabelas
2e3).
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Tabela 1 - Andlise fisica do solo

Tipos de ) ) ) ) o
| Argila Silte Areia Total Areia Grossa Areia Fina
solo
0,053- 0,210-
<0,002mm 2,00-0,210mm
0,002mm 0,053mm
g kg™
Argiloso 614 197 190 63 128
Arenoso 184 43 773 438 335
Tabela 2 - Andlise quimica béasica do solo
pH M.O. P K Ca Mg H+Al Al Soma CTC Sat. S S
CaClz resina bases Al S042
gkg® mgkgt @ - MMOlckgt-----mmmmmmmmmmeee V% m% mgkg?
Argiloso 54 24 15 6,7 36 14 32 0 57 89 64 0 6
Arenoso 4,1 7 3 0,4 5 1 24 9 7 31 21 0 14

M.O.: Matéria organica; CTC: capacidade de troca catidnica; Sat. V%: saturacdo de bases.

Tabela 3 - Analise de micronutrientes

Cu Fe Zn Mn B
DTPA------mmmmm- (a4gua quente)
mg.kg?
Argiloso 6,4 26,7 1,8 22,9 0,2
Arenoso 0,8 7 0,1 1,6 0,19

A partir das andlises quimicas do solo, foram realizados os célculos para
calagem e adubacao conforme recomendado pelo Boletim 100 (RAIJ et al., 1997).

Em ambos os tipos de solos, os tratamentos foram divididos em: Tratamento 1,
sem inoculacdo e sem déficit hidrico; Tratamento 2, sem inoculacdo e com déficit
hidrico; Tratamento 3, com inoculagdo de BPCV e sem déficit hidrico; Tratamento 4,
com inoculagcéo de BPCV e com déficit hidrico.
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Figura 2 - Disposicdo das gemas e aplicacdo das bactérias promotoras de

crescimento vegetal no plantio

3.3 Tratamentos de regimes hidricos

Todos os tratamentos foram suplementados de agua do plantio até o inicio das
avaliacoes.

Os regimes hidricos foram aferidos através da coleta da umidade do solo
utilizando um medidor de umidade portatil (5TM ProCheck, Decagon devices, Inc.,
Pullman, WA) (Figura 3). Inicialmente foi realizada a saturacéo de 4gua nos vasos nos
dois tipos de solos, e drenagem até atingir a capacidade de campo (CC), e mediu-se
a umidade do solo com o medidor. A partir de entdo determinou-se os tratamentos de
regimes hidricos, isto €, sem deficiéncia hidrica, 90% da CC e com deficiéncia hidrica,
40% da CC, aplicados dos 118 aos 133 dias apds o plantio (DAP), com posterior
reidratacdo por 15 dias, isto €, até 147 DAP. Dos 0 aos 118 DAP, todos 0s vasos

foram conduzidos sem déficit hidrico.
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Figura 3 - Medidor portatil ProCheck

As avaliagOes foram realizadas aos 118, 126, 133, 140, 147 DAP, nomeados
como ponto 0, 1, 2, 3 e 4. As avaliacdes consistiram em analises fisioldgicas,

bioquimicas e biométricas.

3.4 Variaveis fisiologicas

Todas as avaliacOes fisiologicas foram realizadas na folha +1, segundo o
sistema de numeracéo sugerida por Kuijper (VAN DILLEWIJN et al., 1952), no periodo
da manh&, entre 09 e 12 horas, sob variacdo natural de umidade e temperatura ao

longo do dia.

3.4.1 Trocas gasosas

As variaveis de trocas gasosas, taxa de assimilacéo liquida de CO2 (A, mol CO:2
m-? s1) condutancia estomatica (gs, mol H20 m s1), transpiracéo (E, mmol H20 m2
s1) e concentracdo intercelular de CO2 (Ci, umol CO2 molt) foram obtidas utilizando

um analisador de troca de gases por infravermelho, IRGA (LI-COR Biosciences Inc.,
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LI-6400xt, Lincoln, NE, EUA). As medidas foram realizadas utilizando radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR) de 1500 ymol fétons m=2 s, concentracdo atmosférica
de CO2, temperatura e umidade ambiente. Além disso, as trocas gasosas foram
avaliadas no terco médio da folha +1.

3.4.2 Pigmentos fotossintéticos

As determinagBes dos teores de clorofila em laboratorio foram realizadas
sempre na folha +1. Dois discos foliares (0,56 cm? cada) foram amostrados da lamina
foliar com um furador, entre a borda e a nervura central da folha. A obtencéo dos
teores de clorofila a, clorofila b, e carotenoides foi determinado segundo metodologia
de Lichtenthaler (1897), o método se baseia na utilizacdo de 1 mL do extrato de
clorofila obtido a partir da extracdo por solvente dimetil-formamida. A solucéo foi
mantida protegida da luz durante 24 h para a completa extracdo. Logo apds realizou-
se a leitura de absorbancia em espectrofotometro (Shimadzu, UV-2700, Kyoto,Japao)
nos comprimentos de onda de 470, 645 e 663 nm; a leitura foi realizada em 1mL de

extrato de clorofila diluido em 1mL de agua deionizada.

3.4.3 indice SPAD

Para a quantificagdo do indice de clorofila foi utilizado o equipamento portatil
SPAD-502 (Konica Minolta Corporation, Osaka, Japao), na folha +1. Para cada folha
foram feitas 3 leituras em partes diferentes no terco médio da folha, excluindo-se a

nervura central e o tergo superior.

3.4.4 Densidade estomatica

Para determinacdo da densidade estomética foi utilizada a técnica de
impresséo da epiderme do tergco médio nas folhas +1 de cana-de-agucar. Para tanto,
utilizou-se esmalte incolor, fita adesiva transparente e laminas para observacao em
microscopio para obtencao dos valores médios da densidade estomatica. Passou-se

0 esmalte na face adaxial e na face abaxial, apds secagem, foi colocada a fita adesiva
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por cima do esmalte jA seco e retirada dessa amostra, colando-a na lamina
devidamente identificada. O numero de estébmatos foi obtido pela média da contagem
de trés impressdes de cada face da superficie da folha, considerando uma area de
0,0744 mm? na objetiva de 40x de ampliagdo em microscépio biolégico (Biovideo, BEL
Photonics, Monza, Italia). A partir das quantificacbes, a densidade estomatica foi
estimada pelo nimero de estdmatos em mm? (MAJUMDAR; CHAKLADAR,;
MUKHERJEE, 1972).

3.4.5 Potencial hidrico

O potencial hidrico (Ww) foliar foi analisado com a camara de pressao,
utilizando a técnica descrita por Scholander et al. (1965) (SoilMoisture Equipment,
Santa Béarbara, CA, EUA). As leituras foram realizadas pela manh&, onde retirou-se o
terco superior da folha +1 da cana-de-acUcar. A leitura foi determinada quando

ocorreu a exsudacéao pelo corte feito no peciolo da folha.

3.4.6 Teor relativo de agua

Foi realizada a medida do teor relativo de agua (TRA), onde foram extraidos
dois discos foliares (diametro 0,6cm) da folha +1. Os discos foram mantidos em
ambiente refrigerado, sendo pesados em balanca analitica de preciséo no laboratorio
(Shimadzu, BL-3200H, Piracicaba, SP, Brasil), imediatamente apds a coleta. A massa
do tecido turgido foi obtida depois da reidratacdo dos respectivos discos em agua
deionizada por 24 horas. Para tanto, foi retirado o excesso de agua com lenco de
papel dos discos saturados para determinar a massa do tecido turgido. A massa do
tecido seco foi obtida depois que os discos forem secos por 48 h a 80°C em estufa de
circulacdo de ar forcada. O TRA foi calculado por intermédio da seguinte formula,
conforme a metodologia apresentada por Jamaux et al. (1997):

TRA = [(Mf = Ms) / ( Mt — Ms)] x 100

Em que: TRA é o teor relativo de agua (%), Mf corresponde a massa do tecido

fresco (g), Ms € a massa de matéria seca do tecido seco (g) e Mt a massa do tecido

targido (Q).
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3.5 Variaveis bioquimicas

Foram determinadas as atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e teor de prolina nas folhas +1,
priorizando-se a parte mediana da folha. As folhas foram rapidamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -70°C, para posterior analises
laboratoriais.

A atividade da SOD foi determinada de acordo com método descrito por
Giannopolitis e Ries (1977) com algumas modificagdes. O extrato vegetal foi obtido a
partir de 100 mg de tecido vegetal fresco, macerado em 2 mL do meio de extragdo. O
meio de extracdo foi preparado com tampéao fosfato de potassio (TFK) 100 mM pH
7,8; EDTA a 0,1 mM; DTTA 1 mM; R-mercaptoenol 10 mM; triton X 100 a 0,1%;
polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 30% (p/p), completando-se o volume com &agua
deionizada. Apoés a centrifugagdo a 15000 g por 15 minuto a 4°C, foi retirada uma
aliquota de 20 pL, a qual foi colocada no meio de reacao. Sendo este preparado com
TFKa52,5mM pH 7,8; EDTA a 0,0001 mM; cloreto de azul de nitroblutetrazolio (NBT)
(Sigma Chemical Company) a 0,075 mM; metionina a 13 mM (Sigma Chemical
company) e riboflavina a 0,002 mM, completando-se o volume com agua deionizada.
Os tubos contendo o meio de reacao foram colocados em uma camara escura com
luz fluorescente a 15 watts por 10 minutos, para ocorréncia da reacdo. Apos esse
periodo volume total foi transferido para a cubeta de 3,0 mL e as leituras realizadas
em espectrofotdmetro a 560 nm, em triplicata. A determinacédo da atividade da SOD €&
dada pelo fato de a enzima inibir a fotorreducdo do NBT na presenca de luz, em que
uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima para inibir em 50% a
fotorreducdo do NBT, e expressas em unidade mg de proteina.

A atividade da CAT foi determinada segundo metodologia adotada por Havir
(1987), com algumas modificagdes. O extrato foi obtido a partir de 100 mg de material
foliar fresco, macerado em 2 mL do meio de extracdo e 300 mg de PVPP. O meio de
reacgao foi preparado com tampéao fosfato de potassio (0,3 mM, pH 7,5); 50 mM; EDTA
a 2 mM; ascorbato de sodio a 20 mM; triton X 100 a 0,1%; PVPP a 30%, completando-
se com agua deionizada.

Apods a centrifugacao a 15.000 g, por 15 minutos, a 4 °C, uma aliquota de 15
pL foi retirada e colocada no meio de reacéo, preparado da seguinte forma: TFK a 50
mM pH 7,5; H202 a 12,5 mM completando o volume com agua deionizada para 2 mL.
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Os reagentes do meio de reacado foram colocados a 25 °C, em banho maria, e o extrato
conservado em gelo durante a leitura.

A reacdo foi iniciada ap0ds a adi¢cao do extrato vegetal na cubeta de quartzo com
0 meio de reacgdo. As leituras foram realizadas na absorbancia de 240 nm, durante um
minuto, observando-se o0 decréscimo da concentracdo de H202. Os valores foram
expressos em unidade de CAT mint mg™ proteina.

A atividade da APX foi determinada segundo metodologia adotada por Nakano
e Asada (1981), com modificacdes. O extrato foi obtido a partir 100 mg de material
foliar fresco, macerado em 2 mL do meio de extracdo. O meio de reacao foi preparado
com TFK (0,3 mM, pH 7,5) 50 mM; EDTA a 2 mM; ascorbato de sédio a 20 mM; triton
X 100 a 0,1%, e completou-se com agua deionizada.

ApoOs a centrifugacéo a 14.500 g durante 15 minutos, a 4 °C, foi retirada uma
aliquota de 25 pL e colocada no meio de reacao, preparado com TFK (0,3 mM, pH
7,5) a 50 mM; H202 a 0,1 mM; ascorbato de sodio a 0,5 mM, completou-se o volume
com &gua deionizada para 2 mL. Os reagentes do meio de reagdo foram colocados a
25°C, em banho maria, exceto o extrato que ficou no gelo a 4 °C.

A reacdo iniciou-se apos a adi¢do do extrato vegetal na cubeta de quartzo com
0 meio de reacdo. As leituras foram realizadas na absorbancia a 290 nm, por um
minuto, observando-se o decréscimo na concentracdo do ascorbato. Foi utilizado
coeficiente de extingcdo do ascorbato de 2,8 mM cm™ a 290 nm para realizacdo dos
calculos e, posteriormente, os valores foram expressos em unidades APX mint mg+?
proteina.

Para determinacéo dos teores de prolina, foram pesados 100 mg de material
vegetal liofilizado com balanca analitica (Shimadzu, BL-3200H, Piracicaba, SP, Brasil),
macerado em almofariz com 8 mL de acido sulfossalicilico a 3%, sendo a mistura
deixada em repouso, com agita¢gao a cada 15 minutos, por uma hora, sob temperatura
ambiente (25°C). ApGs esse periodo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos, em
temperatura ambiente, sendo o precipitado descartado e o sobrenadante (extrato)
usado para determinacéo de prolina livre pelo método descrito por Bates et al. (1973),
através da reacdo com solucdo de ninhidrina &cida (na propor¢do de 1,25 g de
ninhidrina, em 30 mL de &cido acético glacial, e 20 mL de acido fosférico 6M).

Para a reacéo, foram usados tubos de ensaio com tampas rosqueadas, nos
quais foram adicionados 1 mL de cada extrato, 1 mL de ninhidrina 4cida e 1 mL de

acido acético glacial, deixou-se a mistura em banho-maria a 100 °C por uma hora para
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desenvolvimento da cor. Logo em seguida, os tubos de ensaio foram colocados em
banho de gelo por 10 minutos para cessar a reacao. A extracdo do cromaoforo foi feita
pela adicdo de 2 mL de tolueno a mistura de reacao, seguida de agita¢do vigorosa por
20 segundos. Ap6s o repouso e formacédo da mistura bifasica, com uso de uma pipeta
de Pasteur a fase superior foi retirada, para quantificacdo dos niveis de prolina. As
leituras foram realizadas através de espectrofotdmetro no comprimento de ondas de
520 nm. O tolueno foi usado como branco e a prolina pura foi utilizada como padréo.
Os resultados foram expressos em umol g matéria seca (MS). Cada repeticdo

(amostra) foi representada por um extrato simples dosado em triplicata.

3.6 Variaveis biométricas

A partir do ponto zero foram realizadas as seguintes avalia¢cdes de crescimento:
namero, altura e diametro de perfilhos, nimero de folhas, comprimento e largura das
folhas +1 e +3, area foliar, comprimento das hastes.

O numero de perfilhos e de folhas foi contado. A altura dos perfilhos e o
comprimento das folhas +1 e +3 foram obtidos com o auxilio de fita métrica. O
diametro do perfilho foi obtido com paquimetro digital (MeterMall, 150 mm e leitura de
0,1 mm, Marysville, OH, EUA), no terco médio da altura total do perfilho.

A area foliar foi calculada a partir da metodologia de Hermann e Camara (1999):

AF=C*L*0,75* (N + 2)
Onde AF= area foliar (cm?), C= comprimento da folha +3 (cm), L= largura da

folha +3 (cm), 0,75 = fator de ajuste para a cultura e N= nimero de folhas verdes.

3.7 Variaveis de producao de massa de matéria seca

A massa de matéria seca da parte aérea e da raiz foi estimada ap6és a limpeza
das plantas, no dia da colheita, aos 147 DAP, periodo no qual foi realizada a avaliagédo
destrutiva dos vasos. Para tanto, com o auxilio de um canivete, separou-se a parte
aérea da planta, em seguida, o solo e o sistema radicular foram lavados em agua
corrente sob uma peneira grande, para que fosse feita a remocao de todo solo,
deixando somente o sistema radicular.

A parte aérea foi acondicionada em sacos de papel e colocados em estufa de
circulacao forcada de ar a 65°C, por 72 horas, apds esse periodo foi realizada a

pesagem em balanca digital.
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As raizes foram identificadas de acordo com os tratamentos e deixadas dentro
da casa de vegetacdo por 48 horas para que houvesse a secagem superficial da agua,
apés esse periodo, o sistema radicular foi acondicionado em sacos de papel e
colocados em estufa de circulacao forcada de ar a 65°C, por 72 horas. Apds esse
periodo foi realizada a pesagem em balanca digital.

Com os valores da massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e massa de matéria
seca da raiz (MSR) foi obtida a razdo MSPA/MSR.

3.8 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e quando
detectado efeito significativo, o teste de médias foi feito para os fatores isolados e para
os desdobramentos das interacfes, utilizando-se o teste Tukey a p<0,05, por meio
dos softwares AGROESTAT (BARBOSA; MALDONADO, 2015).
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4 RESULTADOS
4.1 Trocas gasosas

Verificou-se diversas interacdes significativas entre os tratamentos para as
variaveis de trocas gasosas. As variaveis analisadas foram: taxa de assimilacéo
liqguida de COz2 (A), concentracao interna de COz2 (Ci), transpiracdo (E) e condutancia
estomatica (gs).

N&o foi verificada significancia para as médias de taxa de assimilacdo de CO2
(A) aos 118 DAP, porém, aos 126 DAP a inoculacdo de microrganismos influenciou
na taxa fotossintética, apresentando interacdo entre aplicacdo de Bacillus subtilis e B.
licheniformis e regime hidrico, também foi verificada interacdo entre aplicagdo de
Bacillus sp. e tipos de solo, sendo que independentemente da inoculagdo com micro-
organismos, em solo do tipo arenoso, a taxa de assimilacdo de CO2 foi menor (Tabela
4).

Verificou-se interacao entre aplicagcédo de Bacillus sp. e tipos de solo para taxa
de assimilacdo de CO2 aos 133 DAP, em solo argiloso, a média para tratamentos
inoculados com Bacillus sp foi maior, 14,02 pmol CO2 m=2 s, em tratamentos sem
inoculagdo, 9,82 umol CO2 m=2 st Também foi verificada interagdo entre regime
hidrico e tipos de solo, em ambos os tipos de solo, a condicédo de déficit hidrico (DH)
reduziu a taxa de assimilagdo de CO2 (Tabela 4).

Aos 140 DAP, houve efeito de aplicacdo de Bacillus sp., os tratamentos
inoculados apresentaram taxa de assimilagdo de CO2 maior em relagao a tratamentos
controle, os microrganismos ajudaram a cana-de-aguUcar se recuperar do estresse,
com maior taxa fotossintética na reidratacao.

Verificou-se interacdo entre inoculacdo e tipos de solo, e também, regime
hidrico e tipos de solo. A média para tratamentos inoculados foi 26,75 pmol CO2 m=
s71, e em tratamentos controle, a média foi 18,14 umol CO2 m2 s, ou seja, com a
inoculagdo houve um acréscimo de aproximadamente 30% na taxa fotossintética em
solo argiloso, em solo arenoso ocorreu o contrario, a média da taxa de assimilagéo de
COz2 reduziu em tratamentos inoculados. Com ou sem aplicagdo de microrganismos,
e independentemente do regime hidrico, em solo arenoso, a taxa de assimilagdo de
COz2foi inferior em relagdo ao solo argiloso (Tabela 4).

Aos 147 DAP, a taxa de assimilagéo de CO: foi significativamente superior em

tratamentos inoculados com microrganismos, de acordo com a comparacao de
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médias dos fatores principais, o valor médio foi de 27,02 pmol CO2 m=2 s, em
tratamentos sem aplicacdo de Bacillus sp., a média foi 20,61 umol CO2 m?s7%, 20%
de reducéo, ou seja, apos as avalia¢des, a taxa fotossintética mostrou-se superior nos
tratamentos inoculados.

Em solo argiloso, a inoculacdo com Bacillus sp. conferiu maior taxa de assimilacao de
CO:2 em relacdo aos tratamentos néo inoculados, em todo periodo das avaliagdes, e,
em solo arenoso, a inoculagcdo aumentou a taxa de assimilagdo de CO2zaos 133 DAP,
momento em que as plantas que haviam sido submetidas ao DH estavam no pico de

estresse.

Tabela 4 - Desdobramento da interacao entre aplicacdo de Bacillus subtilis e B.
licheniformis (sem e com bactéria) e regime hidrico (sem e com
déficit hidrico (DH)) e aplicacdo de Bacillus sp. e tipos de solo
(argiloso e arenoso) das médias referentes a taxa de assimilacéo de
CO2 (A) em cana de acucar (126 e 133 DAP); interacdo entre regime
hidrico e tipos de solo para A (133 DAP); desdobramento da
interacdo entre aplicacdo de Bacillus sp. e tipos de solo e
desdobramento da interacdo entre regime hidrico e tipos de solo
para A (140 DAP)

Taxa de assimilacdo liquida de CO2

Fontes de variacéo Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico 126 DAP
Sem déficit hidrico 13,60aA 11,51bB
Com déficit hidrico 14,75aA 15,43aA
Tipos de solo
Solo argiloso 16,94aA 17,75aA
Solo arenoso 11,40bA 9,19bB
Tipos de solo 133 DAP
Solo argiloso 9,82bB 14,02aA
Solo arenoso 11,78aA 13,19aA
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 17,63aB 19,97aA
Com déficit hidrico 6,20bA 4,99bA
140 DAP
Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp.
Sem bactéria 18,14bA 16,00aB
Com bactéria 26,75aA 12,57bB
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 21,78aA 11,45bB
Com déficit hidrico 23,78aA 17,12aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Em todos os pontos das avaliacGes, a taxa de transpiracdo foi superior em
tratamentos inoculados com Bacillus subtilis e B. licheniformis, em ambos os tipos de
solo e regimes hidricos quando houve interacao.

Aos 118 DAP, a média referente a taxa de transpiracdo do tratamento com
inoculacdo de bactérias foi significativamente maior, 2,18 mmol H20 m2s 1 em
comparacgdo a média dos tratamentos sem bactérias, 1,75 mmol H20 m?s -1, uma
diferenca de cerca de 20%.

De acordo com a comparacdo de médias, foi verificado que tratamentos
inoculados com Bacillus sp. apresentaram média nos valores de transpiracao (1,30
mmol H20 m=2 s1) 35% superior em relacdo aos tratamentos ndo inoculados (0,84
mmol H20 m2s-1), aos 126 DAP.

Também houve interacdo entre os fatores aplicacdo de Bacillus subtilis e B.
licheniformis e tipos de solo. A taxa de transpiracédo foi menor em solo arenoso, em
relacdo ao solo argiloso, também foi inferior em tratamentos sem aplicacdo de
microrganismos, independentemente do tipo de solo (Tabela 5).

Foram observadas diferengas entre as médias do fator inoculacéo de Bacillus
sp. para a taxa de transpiracédo aos 133 DAP, em tratamentos inoculados, a média foi
de 1,30 mmol H20 m?s?, e tratamentos ndo inoculados, 1,13 mmol H20 m? s, ou
seja, em tratamentos inoculados a transpiracéo foi cerca de 14% maior do que em
tratamentos ndo inoculados.

Ao comparar as fontes de variagcdes para os valores referentes a taxa de
transpiracdo aos 140 DAP, além da significancia para os fatores principais referentes
a inoculacdo ou ndo de microrganismos e tipos de solo, no desdobramento da
interacdo, em tratamentos inoculados o tipo de solo influenciou, em solo argiloso, a
média foi 40% superior em relacdo ao solo arenoso.

Observou-se a interacéo tripla entre os fatores para a taxa de transpiragéo aos
147 DAP. Os tratamentos que foram inoculados com B. subtilis e B. licheniformis
apresentaram médias superiores em ambos, sem DH e tipos de solo, em relacdo aos
tratamentos sem DH e sem inoculacéo.

Em solo arenoso, o valor médio referente a taxa de transpiragdo aos 147 DAP
foi maior em relacéo ao solo argiloso nos dois regimes hidricos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Desdobramento da interacédo entre aplicacdo de micro-organismos e
tipos de solo para resultados referentes a transpiragcdo em cana de
aclcar (126, 140 e 147 DAP); interacdo entre regime hidrico e tipos
de solo (solo argiloso e solo arenoso) para as médias referentes a
taxa de transpiracdo (133 DAP); desdobramento da interacdo entre
aplicacdo de Bacillus sp e regime hidrico; desdobramento para
interacdo entre tipos de solo e regime hidrico para a taxa de
transpiracao (147 DAP)

Fontes de variacdo

Transpiracéo

Solo argiloso Solo arenoso
Aplicacdo de Bacillus sp. 126 DAP
Sem bactéria 1,24bA 0,44bB
Com bactéria 1,55aA 1,04aB
133 DAP
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 1,201aB 2,279aA
Com déficit hidrico 0,668bA 0,709bA
140 DAP
Tipos de solo Sem bactéria Com bactéria
Solo argiloso 1,50aB 2,57aA
Solo arenoso 1,47aA 1,51bA
147 DAP

Regime hidrico

Sem bactéria

Com bactéria

Sem déficit hidrico 1,40aB 2,31bA
Com défciti hidrico 1,46aB 3,07aA
Tipos de solo
Solo argiloso 1,38aB 2,05bA
Solo arenoso 1,48aB 3,34aA
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 1,67aB 2,04bA
Com déficit hidrico 1,75aB 2,78aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Verificou-se interagcdo entre os fatores regime hidrico e tipos de solo, referentes
as médias da concentracao interna de CO2 (Ci) aos 118 DAP, porém aos 118 DAP
ainda nao haviam efeitos de déficit hidrico, e o tipo de solo pode ter influenciado nas
trocas gasosas da planta.

Verificou-se efeito significativo para a interacédo entre inoculacdo de B. subtilis
e B. licheniformis e tipos de solo para a Ci aos 126 DAP. Em tratamentos com
inoculacéo de microrganismos, a Ci foi inferior em ambos os tipos de solo, comparado
ao tratamento sem inoculacdo. Também foi verificada interagdo entre os fatores:
regime hidrico e tipos de solo. As menores Ciforam observadas em solo arenoso tanto

com, quanto sem condi¢cdes de DH, em relagcéo ao solo argiloso (Tabela 6).
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Aos 133 DAP, a concentracédo interna de CO: teve influéncia do fator tipo de
solo, apresentando diferenca significativa entre o solo argiloso e arenoso em
tratamentos nao inoculados, sendo que em solo arenoso a concentracdo interna de
CO:2 foi maior, 120,179 pmol CO2 mol?, quando comparado ao solo argiloso sem
inoculacéo, 108,935 umol CO2 mol?. Nao se verificou diferenca significativa entre
tratamentos sem e com aplicacdo de B. subtilis e B. licheniformis em ambos os tipos
de solo (Tabela 6).

Houve interacdo entre todos os fatores para Ci aos 140 DAP, resultado da
resposta diferencial dos tratamentos (inoculados e nao inoculados) as variacdes de
regimes hidricos e tipos de solo. Como exposto na Tabela 6, verificou-se aumento na
concentracéo interna de CO2 com a inoculacdo de micro-organismos, tanto com,
quanto sem DH.

A partir da comparacdo de médias dos efeitos principais, foi observado que o
regime hidrico influenciou na concentracao interna de CO2 aos 147 DAP. Tratamentos
sem DH apresentaram valor médio de 339,28 pmol CO2 mol?, e tratamentos com DH,
a média foi 306,43 umol CO2 mol?, reduzindo cerca de 10% a Ci.

Tabela 6 - Desdobramento da interagdo entre os fatores: regime hidrico e tipos
de solo para dados referentes a concentracao internade CO2 (Ci) em
cana de acucar (118, 126 e 133 DAP); Desdobramento da interacéo
entre aplicacéo de Bacillus sp. e tipos de solo para Ci (126, 133 e 140
DAP); para Ci (133 DAP); desdobramento da interagcdo entre
aplicacdo de Bacillus sp. e regime hidrico para a Ci (140 DAP)

Fontes de variacdo Concentracéo interna de COz
Regime hidrico Solo argiloso Solo arenoso
118 DAP
Sem déficit hidrico 335,65aA 287,13aB
Com déficit hidrico 285,21bA 301,26aA
126 DAP
Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. pmol CO2 mol?
Sem bactéria 240,11aA 173,67aB
Com bactéria 222,27bA 134,97bB
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 236,11aA 138,55bB
Com déficit hidrico 226,27aA 170,10aB
133 DAP
Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. umol CO2 mol?!
Sem bactéria 108,935aB 120,179aA
Com bactéria 116,697aA 112,290aA
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 173,632aA 161,363aB
Com déficit hidrico 52,000bB 71,106bA

140 DAP
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Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 108,11bB 161,69bA
Com déficit hidrico 154,16aB 178,53aA
Tipos de solo
Solo argiloso 131,92aB 197,18aA
Solo arenoso 130,35aA 143,03bA
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 176,02aA 93,79bB
Com déficit hidrico 153,10bB 179,59aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 126 DAP, verificou-se interacéo entre os fatores com ou sem aplicacao de
Bacillus sp. sob os diferentes regimes hidricos e tipos de solos em relacdo a
condutancia estomatica (gs). Com aplicacdo de Bacillus sp. (0,037 mmol H20 m? st)foi
observada reducdo de 27% na condutancia estomatica em plantas submetidas ao
déficit hidrico quando comparada ao tratamento sem DH (0,027 mmol H20 m? s?)
(Tabela 7).

Com base no desdobramento da interacédo observado na Tabela 7, também foi
observada interacdo entre os fatores inoculacédo de bactéria e tipos de solo para
condutancia estomatica aos 126 DAP. Houve reducdo na média dos teores de
condutancia estomética em solo arenoso.

Houve interacdo entre a aplicacdo de Bacillus sp. e regime hidrico para
condutancia estomatica aos 133 DAP. Tratamentos com inoculagéo de Bacillus sp.
sob DH, a condutancia foi 0,028 mol H20 m? s'. J& em tratamentos sem inoculacdo
sob estresse, a média foi 0,015 mol H20 m? s!. O efeito dos micro-organismos
aumentou cerca de 45% a condutancia estomatica em condi¢des de DH. No auge do
estresse, durante as avalia¢cdes, quando as plantas se encontravam extremamente
estressadas, as bactérias tentaram regular as trocas gasosas, a fim de aliviar os
efeitos do estresse.

Em tratamentos néo inoculados, as plantas submetidas ao DH tiveram reduc¢ao
superior a 70% na gs, comparado com as plantas sem condi¢cdes de DH. Em plantas
inoculadas essa mesma reducao foi de cerca de 50%.

Verificou-se interacdo entre os fatores: regime hidrico e tipos de solo para a gs.
Com déficit hidrico, a condutancia estomatica foi significativamente inferior em ambos
os tipos de solo, reduzindo cerca de 60% quando comparada ao tratamento sem déficit
hidrico aos 147 DAP (Tabela 7).
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Aos 147 DAP, em solo arenoso, a condutancia estomética reduziu no
tratamento inoculado com a bactéria, (0,048 mol H20 m?s) em relacéo ao tratamento

ndo inoculado, (0,054 mol H20 m?st) (Tabela 7).

Tabela 7 - Desdobramento da interacdo entre os tratamentos com e sem
aplicacdo de Bacillus subtilis e B. licheniformis e regime hidrico para
a condutancia estomatica (gs) em cana de agucar (126, 133 e 147
DAP); desdobramento da interacéo entre aplicacéo de Bacillus sp. e
tipos de solo para gs (126 e 147 DAP)desdobramento da interacao
entre regime hidrico e tipos de solo para gs (133 e 147 DAP)

Fontes de variacdo Condutancia estomética
Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico 126 DAP
Sem déficit hidrico 0,041bA 0,037aA
Com déficit hidrico 0,056aA 0,027bB
Tipos de solo
Solo argiloso 0,056aA 0,053aA
Solo arenoso 0,041bA 0,011bB
133 DAP
Bacillus sp. Sem déficit hidrico Com déficit hidrico
Sem bactéria 0,054bA 0,015bB
Com bactéria 0,058aA 0,028aB
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,061aA 0,051aB
Com déficit hidrico 0,022bA 0,020bA
147 DAP
Fontes de variacéo Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,045bA 0,048aA
Com déficit hidrico 0,053aA 0,049aA
Tipos de solo
Solo argiloso 0,045bB 0,049aA
Solo arenoso 0,054aA 0,048aB
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,049aA 0,045bB
Com déficit hidrico 0,044bB 0,057aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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4.2 Pigmentos fotossintéticos e indice SPAD

Aos 118 DAP, verificou-se interacéo entre regime hidrico e tipos de solo, porém
no ponto zero ainda ndo haviam efeitos de estresse, mesmo no tratamento com déficit
hidrico.

Aos 126 DAP, a média dos teores de clorofila a entre os fatores principais foi
maior no tratamento com inoculacéo de Bacillus sp. Houve interac&o entre os fatores:
regime hidrico e tipos de solo, sendo que em solo arenoso, a maior média foi no
tratamento que néo foi submetido ao déficit hidrico.

Aos 133 DAP, verificou-se que o teor de clorofila a foi superior em tratamentos
inoculados em ambos os regimes hidricos, também houve interacao entre inoculagéo
de microrganismos e regime hidrico, sendo que a média de tratamentos sem
condicbes de estresse foi superior em relacdo aos tratamentos submetidos ao
estresse hidrico, tanto com, quanto sem inoculagéo.

Aos 140 DAP, foi observado valores médios de Chl a superiores em
tratamentos ndo submetidos ao estresse em ambos os tipos de solo, e, com estresse
hidrico, a média foi maior em tratamentos de solo do tipo argiloso.

O conteudo de Chl a foi maior em tratamentos inoculados em solo arenoso aos

147 DAP, em relacéo ao tratamento ndo inoculado (Tabela 8).
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Tabela 8 - Desdobramento da interagao entre tipos de solo e regime hidrico para
os teores de clorofila a (118; 126 DAP); interacdo entre aplicacao
Bacillus sp. e regime hidrico; regime hidrico e tipos de solo (133
DAP); regime hidrico e tipos de solo (140 DAP); interacdo entre
aplicacao de Bacillus sp. e tipos de solo (147 DAP)

Clorofila a

Fontes de variacé@o Solo argiloso Solo arenoso

Regime hidrico 118 DAP (pg cm?)

Sem déficit hidrico 38,60bA 37,48aA

Com déficit hidrico 44,00aA 37,98aB
126 DAP

Sem déficit hidrico 26,54aB 30,77aA

Com déficit hidrico 25,51aA 15,41bB
133 DAP

Bacillus sp. Sem déficit hidrico Com déficit hidrico
Sem bactéria 28,04bA 16,38bB
Com bactéria 31,15aA 23,82aB
Solo argiloso Solo arenoso

Sem déficit hidrico 34,35aA 24,85aB

Com déficit hidrico 27,07bA 13,13bB
140 DAP

Sem déficit hidrico 28,90aA 27,41aA

Com déficit hidrico 27,37aA 14,98bB
147 DAP

Sem bactéria 27,95aA 18,91bB

Com bactéria 28,16aA 22,76aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

N&o houve interacdo para os teores de Chl b aos 118 DAP.

Aos 126 DAP, houve interacéo entre regime hidrico e tipos de solo, sendo que
a menor meédia foi em solo arenoso, em tratamentos submetidos ao DH.

Na interacdo entre aplicacdo de Bacillus sp. e regimes hidricos, as médias
superiores para teores de clorofila b foram obtidas em tratamentos sem DH
(independentemente do regime hidrico) e em tratamentos com déficit hidrico, a maior
média foi referente ao tratamento com aplicacdo de microrganismos aos 133 DAP
(Tabela 9).

Foi verificada interacdo entre os fatores aos 140 DAP, entre regime hidrico e
tipos de solo, sendo que sob déficit hidrico, a maior média do teor de Chl b foi referente
ao solo argiloso.

Aos 147 DAP, o conteudo de clorofila b foi maior com a inoculacéo de Bacillus

sp. em solo arenoso, em solo argiloso ndo houve diferenca significativa com a
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inoculacédo, também foi verificada interacdo entre regime hidrico e tipos de solo
(Tabela 9).

Tabela 9 - Desdobramento das interacdes entre regime hidrico e tipos de solo
(126 DAP); aplicacdo de Bacillus sp. e regime hidrico (133 DAP),
regime hidrico e tipos de solo (140 DAP); interacdo entre inoculagao
de Bacillus sp. e tipos de solo, e regime hidrico e tipos de solo (147
DAP) para clorofilab

Clorofila b
Fontes de variacéo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico 126 DAP (ug cm)
Sem déficit hidrico 9,40aB 9,93aA
Com déficit hidrico 9,25aA 5,50bB
Sem déficit hidrico Com déficit hidrico
Bacillus sp. 133 DAP
Sem bactéria 9,37aA 6,11bB
Com bactéria 10,15aA 8,60aB
Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico 140 DAP
Sem déficit hidrico 9,62aA 9,17aA
Com déficit hidrico 9,40aA 5,50bB
Bacillus sp. 147 DAP
Sem bactéria 9,31aA 6,5bB
Com bactéria 9,2aA 7,68aB
Sem déficit hidrico 9,47aA 8,01aB
Com déficit hidrico 9,03aA 6,18bB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 118 DAP, solos do tipo argiloso apresentaram meédia superior em relacao
aos tratamentos de solo arenoso.

Aos 126 DAP, as menores médias foram obtidas para tratamentos com
aplicacdo de Bacillus sp. em ambos regimes hidricos.

Aos 133 DAP, as menores médias foram obtidas em tratamentos sem DH em
ambos tratamentos, inoculados ou n&o inoculados com Bacillus sp.. Além disso, as
médias dos teores de carotenoides foram menores em tratamentos inoculados em
ambos os tipos de solos. (Tabela 10).

Houve interacdo entre os tratamentos: regime hidrico e tipos de solo para
teores de carotenoides aos 133 DAP, as médias foram inferiores para tratamentos
sem DH em ambos tipos de solo (Tabela 10).

O teor de carotenoides foi inferior em tratamentos com inoculagéo de Bacillus
sp. em tratamentos sem déficit hidrico, sem inoculagdo ndo mostraram efeitos

significativos independentemente do regime hidrico (Tabela 10).
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Tabela 10 - Desdobramento da interac&o entre aplicacdo de Bacillus sp. e tipos
de solo (126 DAP); interacdo entre regime hidrico e aplicacdo de
Bacillus sp., aplicacdo de Bacillus sp. e tipos de solo (133 DAP);
interacao entre regime hidrico e tipos de solo (140 DAP) e interacéo
entre regime hidrico e Bacillus sp., Bacillus sp. e tipos de solo (147
DAP) para teores de carotenoides
Carotenoides

Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. 126 DAP
Sem bactéria 6,82bB 9,36aA
Com bactéria 7,96aA 7,83bA
133 DAP
Regime hidrico Sem bactéria Com bactéria
Sem déficit hidrico 8,29aA 8,59aA
Com déficit hidrico 5,78bB 9,39aA
Solo argiloso Solo arenoso
Sem bactéria 8,87bA 5,19bB
Com bactéria 10,04aA 7,93aB
140 DAP
Sem déficit hidrico 8,23aA 7,17aB
Com déficit hidrico 8,20aA 4,97bB
147 DAP
Sem bactéria Com bactéria
Sem déficit hidrico 7,48aA 6,18bB
Com déficit hidrico 6,41bB 10,00aA
Solo argiloso Solo arenoso
Sem bactéria 7,68aA 6,21bB
Com bactéria 7,46aB 8,74aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na linha e maitscula
na coluna, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade;

O indice SPAD néo diferiu aos 118 DAP.

Houve interacao significativa para o tratamento sem inoculacéo de Bacillus sp.
com os diferentes tipos de solo, sendo que em solo argiloso o indice SPAD foi 13,23%
maior, quando comparado ao solo arenoso. Os tratamentos inoculados apresentaram
médias inferiores em ambos o0s tipos de solo aos 126 DAP (Tabela 11).

Obteve-se interacdo tripla entre os fatores para indice SPAD aos 133 DAP
(Tabela 11). As médias foram inferiores para os tratamentos inoculados com B. subtilis
e B. licheniformis comparado aos tratamentos sem inoculacao, entre as condi¢des de
regime hidrico e tipos de solo.

Aos 133 DAP as médias do indice SPAD foram menores em solo arenoso, tanto
com, quanto sem aplicacdo de micro-organismos e, também, nos dois regimes
hidricos (Tabela 11).
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Verificou-se interacdo significativa entre regime hidrico e tipos de solo para o
indice SPAD aos 140 DAP. Em solo arenoso em ambos regimes hidricos, o indice
SPAD foi menor, cerca de 15% entre o solo argiloso e arenoso (Tabela 11).

Aos 147 DAP, o valor médio para tratamentos sem inoculacéo de B. subtilis e
B. licheniformis foi de 40,62, e com inoculacdo, o valor médio foi de 28,07.
Tratamentos que foram submetidos ao periodo de DH apresentaram médias

superiores em relacdo ao tratamento sem DH. Além disso, o indice SPAD foi maior

Tabela 11 - Desdobramento da interagcdo entre inoculacdo de Bacillus sp. e tipos
de solo para o indice SPAD em cana de acgucar (126 e 133 DAP);
desdobramento das interag6es com e sem aplicagao de Bacillus sp.
e regime hidrico (com e sem DH) para o indice SPAD (133 DAP) e
desdobramento da interacdo entre regime hidrico e tipos de solo
para as médias de indice SPAD (133 e 140 DAP)

indice SPAD
Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. 126 DAP
Sem bactéria 52,70aA 45,73bA
Com bactéria 40,80aB 39,87aB
133 DAP
Bacillus sp. Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 38,73aB 28,79bA
Com déficit hidrico 45,00aA 28,43bA
Tipos de solo
Solo argiloso 47,75aA 39,61bA
Solo arenoso 35,98aB 17,62bB
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Sem déficit hidrico 43,76aA 23,77bB
Com déficit hidrico 43,60aA 29,83bA
Regime hidrico 140 DAP
Sem déficit hidrico 37,89aA 30,15bB
Com déficit hidrico 38,50aA 34,24abA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na linha e
mailscula na coluna, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade;

4.3 Densidade estomatica

Constatou-se diferengas entre os tratamentos nas médias de densidade
estoméatica da face abaxial em todos os pontos das avalia¢des (Figura 4).

Aos 118 DAP, o tratamento sem inoculacdo de bactéria apresentou maior
média de densidade estomatica na face abaxial da folha, com 238,36 estbmatos mm-

2, enquanto o tratamento com inoculacdo, a média foi de 173,33 estdbmatos mm
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(Tabela 12). Vale ressaltar que no ponto zero, que foi a primeira avaliacéo realizada,
as plantas ainda ndo haviam sido submetidas ao DH, portanto, estavam todas sob
mesmas condi¢cdes de hidratacdo aos 118 DAP.

Houve interacdo significativa entre aplicacdo de Bacillus sp. e regime hidrico
aos 126 DAP para numero de estdmatos mm=2 na face abaxial. A densidade
estomatica foi menor cerca de 25% em ambos regimes hidricos nas plantas
submetidas a aplicacdo de BPCV (Tabela 12).

N&o foi realizada a avaliacdo de quantificacéo da densidade estomatica abaxial
e adaxial aos 133 DAP, pois as folhas estavam enroladas devido ao pico de DH.

Verificou-se a interacdo significativa entre inoculacdo de B. subtilis e B.
licheniformis e regime hidrico, cujo desdobramento é apresentado na Tabela 16. A
densidade estomatica da face abaxial aos 140 DAP foi inferior em tratamentos com a
inoculacéo de Bacillus sp. nas duas condi¢cdes de regime hidrico. Observou-se uma
diferenca aproximada de 20% a menos entre tratamentos com aplicacao de Bacillus
sp. em ambos regimes hidricos (Tabela 12).

Aos 147 DAP, a densidade estomatica da face abaxial foi menor cerca de 33%
com a aplicacédo de Bacillus sp. em ambos os tipos de solo e regime hidrico (Tabela
12).

Tabela 12 - Desdobramento da interacdo entre aplicacdo Bacillus sp. e regime
hidrico referente as médias de densidade estomatica na face abaxial
dafolhade canade agucar (118, 126, 140 e 147 DAP); desdobramento
da interacdo entre aplicacdo Bacillus sp. e tipos de solo e
desdobramento da interacédo entre aplicacédo de Bacillus sp. e tipos
de solo, referente as médias de densidade estoméatica na face abaxial
da folha (147 DAP)

Densidade estomatica na face abaxial

Fontes de variacdo Sem déficit hidrico Com déficit hidrico
Bacillus sp. 118 DAP
Sem bactéria 221,37aB 238,36aA
Com bactéria 187,80bA 173,33bB
126 DAP
Bacillus sp.
Sem bactéria 221,02aB 245,29aA
Com bactéria 173,08bA 177,34bA
140 DAP
Bacillus sp.
Sem bactéria 225,50aB 250,32aA
Com bactéria 185,54bA 185,71bA
147 DAP
Bacillus sp. Sem bactéria Com bactéria

Regime hidrico
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Sem déficit hidrico 246,78bA 173,14aB
Com déficit hidrico 263,88aA 167,17aB
Tipos de solo
Solo argiloso 238,88bA 168,85aB
Solo arenoso 272,17aA 171,46aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

N&o foi identificada interacdo entre os tratamentos para densidade adaxial aos
118 DAP; a média para os tratamentos sem aplicacdo de Bacillus sp. foi maior, com
175,60 estdmatos mm2, comparativamente aos tratamentos com aplicacdo de
bactérias, 120,87 estbmatos mm-2,

N&ao foram verificadas interacdes significativas entre os tratamentos para a
densidade estomatica da face adaxial das folhas aos 126 DAP.Constatou-se diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos sem (173,32 estdbmatos mm=2) e com
(122,65 estdbmatos mm?) aplicacdo de B. subtilis e B. licheniformis, representando
diferenca de aproximada de 30%.

Aos 140 DAP, o efeito da inoculacdo de Bacillus sp. em cana-de-acucar
influenciou na densidade estomatica na face adaxial de folhas de cana-de-acucar. A
aplicacdo de micro-organismos reduziu em 27% a quantidade de estbmatos mm2 na
face adaxial. A média de tratamentos ndo inoculados foi 123,74 estbmatos mm2 e
para tratamentos inoculados a média foi 169,60 estdmatos mm-2.

Em tratamentos inoculados a média da densidade estomatica na face adaxial foi de
121,05 estébmatos mm2, 27,70% menor em relacdo a tratamentos ndo inoculados,
cuja média foi 167,45 estdmatos mm-.



64

Figura 4 - Aspecto visual da densidade estomética da face abaxial das folhas de
cana-de-acUcar cultivadas em solo argiloso, visualizados em microscépio, nas
diferentes avaliacGes (118; 126; 140; 147 DAP). Sem inoculagcdo e sem déficit
hidrico (A); sem inoculacdo e com déficit hidrico (B); com inoculacdo e sem
déficit hidrico (C) e com inoculacédo e com déficit hidrico (D)

118 DAP 126 DAP 140 DAP 147 DAP

118 DAP 126 DAP 140 DAP 147 DAP

118 DAP 126 DAP 140 DAP 147 DAP

4.4 Potencial hidrico foliar e teor relativo de agua

De acordo com os resultados obtidos, aos 118 DAP, ndo houve efeitos
significativos dos tratamentos sobre o potencial hidrico foliar e ao teor de agua na
folha.

Aos 126 DAP, verificou-se interacdo entre os tratamentos com ou sem

inoculacdo de Bacillus sp. sob os diferentes regimes hidricos e tipos de solos. Com
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déficit hidrico, o potencial hidrico foi 29,57% menor com a inoculagcéo de Bacillus sp.,
guando comparado com o tratamento com DH e sem a inoculacdo de Bacillus sp.

Constatou-se que para os tratamentos sem aplicagcdo de Bacillus sp., houve
diferenca significativa entre o regime hidrico, a média do potencial hidrico foliar foi -
1,12 MPa sem déficit hidrico e, -0,81 MPa com DH, ou seja, o DH reduziu 27,68% da
tensdo de agua na folha.

A inoculagdo com B. subtilis e B. licheniformis também apresentou interacéo
significativo com os tipos de solo. Tanto com a inoculagéo das bactérias, o potencial
hidrico foi menor em solo arenoso. Sem a inoculacdo, em solo arenoso, a média foi -
1,34 MPa, potencial hidrico 56% menor quando comparado ao solo argiloso, cuja
média foi -0,59 MPa. Essa reducéo foi intensificada com a inoculagéo de Bacillus sp.
em solo argiloso, a média do potencial hidrico foliar (126 DAP) foi de -0,54 MPa, cerca
de 70% superior a média do solo arenoso, que foi -1,85 MPa (Tabela 13).

Foi possivel identificar diferencas entre os tipos de solo, tanto com, quanto sem
inoculacao de micro-organismos em relacao ao potencial hidrico foliar aos 133 DAP.

Com a inoculacao de Bacillus sp., a média para o solo do tipo argiloso, -0,84
MPa, foi aproximadamente 50% superior a média do potencial hidrico para o solo
arenoso, -1,63 MPa (Tabela 13).

Foi verificada interagdo significativa entre os fatores: regime hidrico e tipos de
solo para o potencial hidrico foliar aos 133 DAP. Solo do tipo arenoso apresentou as
menores médias em relacédo ao solo do tipo argiloso em ambas condi¢cfes de regime
hidrico.

Sob regime adequado de hidratacdo, em solo arenoso, o potencial hidrico foi
significativamente menor, -1,75 MPa, do que em tratamento com DH, -1,46 MPa
(Tabela 13).

O potencial hidrico foliar foi menor em tratamentos inoculados
independentemente do tipo de solo, sendo que a média referente ao tratamento
inoculado sem condicdo de déficit hidrico foi menor do que a média do tratamento
inoculado e com déficit hidrico. A interacéo da aplicacao de Bacillus sp. com o tipo de
solo mostrou 0 menor valor de potencial hidrico aos 140 DAP, resultante de tratamento
inoculado e solo arenoso (média de -1,84 MPa), comparando ao solo argiloso (-0,70
MPa) e, também a condi¢cdo de tratamento ndo inoculado em solo arenoso (-0,58
MPa). Independentemente do regime hidrico, em solo arenoso as médias de potencial

hidrico foliar foram inferiores aos 140 DAP (Tabela 13).
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N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos em relagéo ao potencial hidrico
foliar aos 147 DAP.

Tabela 13 - Desdobramento da interacéo entre aplicacdo de Bacillus subtilis e
B. licheniformis e regime hidrico (126 e 140 DAP); inoculacédo de
micro-organismos e tipos de solo para potencial hidrico foliar em
cana de acuUcar(126, 133 e 140 DAP); desdobramento da interacéo
entre tipos de solo e regime hidrico para potencial hidrico foliar (133

e 140 DAP)
Potencial hidrico foliar
Fontes de variagao Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico 126 DAP
Sem déficit hidrico -1,12aB -1,23aA
Com déficit hidrico -0,81aA -1,15bA
Tipos de solo
Solo argiloso -0,59aA -0,54aA
Solo arenoso -1,34aB -1,85bB
133 DAP
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp.
Sem bactéria -0,47aA -1,58bA
Com bactéria -0,84aB -1,63bA
Regime hidrico
Sem déficit hidrico -0,65aA -1,75bB
Com déficit hidrico -0,66aA -1,46bA
140 DAP
Bacillus sp. Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico
Sem déficit hidrico -0,56aA -1,48bB
Com déficit hidrico -0,60aA -1,06bA
Tipos de solo
Solo argiloso -0,58aA -0,70aA
Solo arenoso -0,58aA -1,84bB
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico -0,63aA -1,42bB
Com déficit hidrico -0,65aA -1,00aB

*Médias ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na linha e mailscula na coluna, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 118 DAP néo foi possivel observar diferencas significativas entre os
tratamentos para o teor relativo de agua na folha.

Verificou-se interacao significativa entre os fatores: regime hidrico e tipo de solo
para a porcentagem de teor relativo de 4gua (TRA) (126 DAP). O TRA foi 18,6%
inferior em solo arenoso em comparacao ao solo argiloso, sem a condicéo de estresse
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hidrico. Sob a condicdo de DH, o TRA foi 12,11% menor no solo arenoso,
comparativamente ao solo argiloso (Tabela 14).

O teor relativo de agua foi afetado pelo tipo de solo aos 133 DAP, em solo
arenoso as médias foram inferiores quando comparadas com solo argiloso, nos dois
regimes hidricos (Tabela 14).

Em solo argiloso o teor relativo de agua ndo apresentou diferencas, em solo
arenoso. O TRA foi menor em tratamento sem condicées de DH, com a média de
82,71%, cerca de 6% a menos em relacdo ao TRA de tratamentos que tiveram
condicOes de DH (140 DAP) (Tabela 14).

O teor relativo de agua foi superior em tratamentos inoculados com
microrganismos aos 147 DAP, cuja média foi 89,7% em tratamentos inoculados e
88,56 em tratamentos nédo inoculados com Bacillus sp..

Tabela 14 - Desdobramento da interagdo entre regime hidrico (sem e com déficit
hidrico) e tipos de solo (solo argiloso e solo arenoso) para teor
relativo de agua foliar (126, 133 e 140 DAP)

Teor relativo de agua

Fontes de variacéo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico 126 DAP
Sem déficit hidrico 89,15aA 72,56bB
Com déficit hidrico 89,25aA 78,44aB
133 DAP
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 89,60aA 70,63bB
Com déficit hidrico 89,97aA 79,64aB
140 DAP
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 89,20aA 82,71bB
Com déficit hidrico 90,08aA 88,18aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

4.5 Variaveis bioquimicas

Para manter o nivel adequado de ERO as plantas fazem uso de antioxidantes,
como as enzimas SOD, CAT e APX. Em todas as avaliacdes realizadas, a inoculacao
de B. subtilis e B. licheniformis influenciou em todas as variaveis analisadas. As
atividades das enzimas e o teor de prolina se mantiveram constantes durante todo

periodo.
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O aumento da atividade da SOD, CAT e APX sdo amplamente estudados, pois
essas enzimas estao diretamente relacionadas com a reducédo das ERO, resultados
gue podem ser confirmados no presente estudo.

Aos 118 DAP, a atividade da enzima SOD foi 98% superior em tratamentos
inoculados em relacéo a tratamentos nao inoculados.

A inoculacdo de B. subtilis e B. licheniformis aumentou em cerca de 98% a
atividade da SOD em solo argiloso e em solo arenoso aos 126 DAP. Em solo argiloso
e sem inoculagéo de micro-organismos, o valor médio da concentragdo de prolina foi
0,042 unit mg* proteina e no mesmo tipo de solo, em tratamentos inoculados a média
foi 4,11 unit mg™* proteina. Em comparacgédo entre os solos e a presenca de micro-
organismos, em solo arenoso verificou-se diferenca significativa para a atividade da
SOD aos 126 DAP, sendo que a média foi cerca de 14% superior do que em solo
argiloso (Tabela 15).

A atividade da SOD foi influenciada por todos os fatores aos 133 DAP (Tabela
15). Em ambos os regimes hidricos, os valores médios foram superiores em
tratamentos inoculados, com uma diferenca superior de cerca de 98%. E essa
diferenca também foi observada nos tipos de solo, tanto em solo argiloso quanto
arenoso. O valor médio da atividade da enzima SOD foi muito superior em tratamentos
inoculados em relagéo a tratamentos n&o inoculados.

Nos tratamentos inoculados, em solo argiloso a média foi 3,866 unit mg?
proteina, e em solo arenoso a média foi 5,949 unit mg? proteina, portanto, em solo
arenoso a atividade enzimatica da SOD foi 35% superior em relagdo ao solo argiloso
(Tabela 15).

Aos 140 DAP, a atividade da enzima SOD foi inferior em tratamentos néo
inoculados tanto em solo argiloso quanto em solo arenoso. A média para tratamentos
inoculados em solo argiloso foi de 3,69 unit mg* proteina e em solo arenoso foi
superior, 4,41 unit mg* proteina (Tabela 15).

Também verificou-se interacao significativa entre regimes hidricos e tipos de
solo, sendo a menor média observada no tratamento sem déficit hidrico em solo do
tipo argiloso (Tabela 15).

Aos 147 DAP, a atividade da SOD permaneceu superior em tratamentos
inoculados, 3,69 unit mg? proteina, e em tratamentos néo inoculados a média foi de

0,034 unit mg* proteina.
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Tabela 15 - Desdobramento da interagcdo entre aplicacdo de Bacillus sp. e tipos
de solo para atividade da superéxido dismutase (SOD) em cana de
aclcar (126 e 140 DAP); desdobramentos das interagcdes entre todos
os fatores referentes a atividade da SOD aos (133 DAP);
desdobramento da interacdo entre regime hidrico e tipos de solo

para atividade da SOD (140 DAP)
Superéxido dismutase

Fontes de variagcdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. 126 DAP
Sem bactéria 0,042aA 0,055aB
Com bactéria 4,11bB 4,79aA
133 DAP
Bacillus sp Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,050bA 4,37aB
Com déficit hidrico 0,053bA 5,44aA
Tipos de solo
Solo argiloso 0,045bA 3,866aB
Solo arenoso 0,059bA 5,949aA
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 2,033aA 2,38aB
Com déficit hidrico 1,88bA 3,61aA
140 DAP
Bacillus sp.
Sem bactéria 0,036aB 0,044aB
Com bactéria 3,69bA 4,41aA
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 1,72bA 2,34aA
Com déficit hidrico 2,00aA 2,11aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na linha e mailscula
na coluna, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade;

Aos 118 DAP néo verificou-se interacao entre os fatores para atividade da CAT,
porém a inoculacéo de B. subtilis e B. licheniformis apresentou efeito significativo. Em
tratamentos inoculados o valor médio foi de 0,082 unidades CAT min* mg? proteina,
e tratamentos ndo inoculados a média foi de 0,039 unidades CAT min't mg* proteina,
diferenca superior a 50%.

Aos 126 DAP, foi verificado aumento da atividade da CAT em tratamentos
inoculados com micro-organismos e, em solo argiloso, sendo esse aumento de 50%
e em solo arenoso, com a inoculacdo aumentou cerca de 55%. Através da interacao
entre inoculagcdo de micro-organismos e tipos de solo, pode-se relatar que em solo
arenoso a atividade da CAT foi maior, 0,105 unidades CAT min-t mg proteina, do que
em solo argiloso, 0,080 unidades CAT mint mg™ proteina (Tabela 16).

Também houve interacdo entre regime hidrico e tipos de solo aos 126 DAP, as

menores atividades da CAT foram obtidas em solo argiloso em ambos regimes
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hidricos, com e sem estresse. Em solo arenoso, plantas de cana-de-acucar que nao
foram submetidas ao estresse hidrico apresentaram menor atividade da enzima em
relacdo as plantas que estavam sob condi¢des de estresse (Tabela 16).

A atividade da catalase aos 133 DAP foi influenciada pela aplicacdo de
microrganismos, verificando-se interacéo entre a aplicacédo de bactérias com o regime
hidrico e também com os tipos de solo.

Tanto sem condi¢des de estresse hidrico quanto sob estresse, a atividade da
CAT aumentou em tratamentos inoculados. Em tratamentos sem estresse e sem
bactéria a média foi de 0,047 unidades CAT min? mg™ proteina, e em tratamentos
sem estresse com aplicacédo de Bacillus sp. o valor médio foi de 0,111 unidades CAT
min"t mg! proteina, com a inoculagéo ocorreu um aumento de 57,65%. Sob condigbes
de DH, o tratamento que néo recebeu aplicacdo de microrganismos teve o valor médio
de 0,052 unidades CAT mint mg? proteina e com inoculacdo a média foi de 0,094
unidades CAT min?! mg?! proteina, portanto, tratamentos que foram inoculados
aumentaram a atividade da enzima CAT em cerca de 45% aos 133 DAP.

Em relacdo a interacdo da aplicacdo de Bacillus sp. e o tipo de solo, foi
observado que em ambos os tipos de solo, em tratamentos inoculados o valor médio
da atividade da catalase aumentou significativamente. Em solo argiloso o aumento foi
de 43,4% e em solo arenoso 56,59%, sendo que em solo arenoso a atividade dessa
enzima foi superior tanto com como sem inoculacéo de microrganismos (Tabela 16).

Foi observada interacéo entre o regime hidrico e tipo de solo, em solo arenoso
e com déficit hidrico foi observada menor atividade da CAT, em relacdo aos
tratamentos sem condic¢des de deficiéncia hidrica em solo arenoso.

Em tratamentos sem estresse, o menor valor foi em solo argiloso, 0,054
unidades CAT mint mg* proteina, jA em solo arenoso a média foi de 0,071 unidades
CAT mint mg* proteina, cerca de 24% de diferenca entre os tipos de solo (Tabela
16).

Houve efeito significativo para atividade da CAT aos 147 DAP entre as médias
referentes a inoculacéo de B. subtilis e B. licheniformis. Em tratamentos inoculados
com micro-organismos a média foi de 0,070 unidades CAT mint mg™? proteina e em
tratamentos que nao foram inoculados o valor médio foi de 0,032 unidades CAT min
' mg? proteina, ou seja, em tratamentos inoculados a média da atividade da CAT foi

cerca de 54% superior em relacdo aos tratamentos nao inoculados.
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Tabela 16 - Desdobramento da interagcdo entre aplicacao de Bacillus subtilis e B.
licheniformis e tipos de solo para a atividadade da catalase (CAT) em
cana de aguUcar (126, 133 e 140 DAP); desdobramento da interacéo
regime hidrico (sem e com DH) e tipos de solo para a atividade da
CAT (126 e 140 DAP); desdobramento das interacfes entre
inoculacdo de Bacillus sp. e regime hidrico para a atividade da CAT

(133 DAP)
Catalase
Fontes de varia¢do Solo argiloso Solo arenoso
. 126 DAP
Sem bactéria 0,040bA 0,047bA
Com bactéria 0,080aB 0,105aA
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,060aB 0,069bA
Com déficit hidrico 0,060aB 0,082aA
133 DAP
Bacillus sp. Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,047aB 0,111aA
Com déficit hidrico 0,052aB 0,094bA
Tipos de solo
Solo argiloso 0,043bB 0,076bA
Solo arenoso 0,056aB 0,129aA
140 DAP
Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp.
Sem bactéria 0,039bA 0,039bA
Com bactéria 0,068aB 0,091aA
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,054aB 0,071aA
Com déficit hidrico 0,054aA 0,059bA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minUscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A atividade da catalase permaneceu superior em tratamentos inoculados aos
140 DAP em solo argiloso e arenoso. Tratamentos inoculados com B. subtilis e B.
licheniformis apresentaram as maiores médias em ambos os tipos de solo, argiloso e
arenoso (Tabela 17).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi 68,3% superior aos 118 DAP,
em tratamentos que tiveram aplicacdo de micro-organismos, cujo valor médio foi de
2,65 unidades APX mint mg proteina, em relagéo aos tratamentos que nédo tiveram
aplicacédo, 0,84 unidades APX min** mg* proteina.

A inoculagao de micro-organismos teve interacao significativa entre os fatores:

regime hidrico e tipos de solo aos 126 DAP para a atividade da enzima APX. Foi
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observado que em ambos os fatores, tanto regime hidrico, quanto tipo de solo, com a
inoculacéo de Bacillus sp. houve aumento da atividade da APX.

A atividade da APX aumentou em mais de 70% tanto com, quanto sem déficit
hidrico, porém sob estresse hidrico e inoculacédo a atividade foi maior do que em
tratamentos sem déficit hidrico (Tabela 17).

Houve interacdo entre os fatores, inoculagdo com Bacillus sp. e tipos de solo.
Em ambos os tipos de solo, a atividade da APX foi superior em tratamentos inoculados
em relacdo aos tratamentos néo inoculados aos 133 DAP.

Em solo argiloso, sem aplicacdo de micro-organismos a média foi de 0,81
unidades APX mint mg? proteina e em tratamentos inoculados a média foi de 2,66
unidades APX mint mg? proteina, tratamentos inoculados aumentaram a atividade
da ascorbato peroxidase em cerca de 70%.

Em solo arenoso, em tratamentos sem inoculacédo a média foi de 0,87 unidades
APX mint mg? proteina e em tratamentos inoculados o valor médio da atividade da
enzima foi de 3,30 unidades APX min't mg proteina, diferenca de 73,6% (Tabela 17).

As maiores atividades enzimaticas da APX aos 140 DAP foram observadas em
tratamentos inoculados com Bacillus sp. em ambos os tipos de solo. Além disso, em
solo arenoso, o valor médio de 2,90 unidades APX min* mg* proteina foi superior em
relagdo ao solo argiloso, 2,56 unidades APX mint mg? proteina. Em tratamentos ndo
inoculados nao houve diferencas entre os tipos de solo (Tabela 17).

Através da comparacdo de médias da atividade da APX foi relatado que em
tratamentos inoculados com Bacillus sp., o valor médio foi 68,4% superior em relacéo
aos tratamentos ndo inoculados, aos 147 DAP. A média de tratamentos inoculados foi
2,72 unidades APX mint mg? proteina, e tratamentos ndo inoculados, 0,86 unidades

APX min' mg proteina.
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Tabela 17 - Desdobramento da interagcdo entre aplicacao de Bacillus subtilis e B.
licheniformis e regime hidrico (sem e com DH) para atividade da
ascorbato peroxidase (APX) em cana de acucar (126 DAP); aplicacéo
de micro-organismos e tipos de solo para atividade da APX (126, 133

e 140 DAP)
Ascorbato peroxidase
Fontes de variacéo Sem bactéria Com bactéria
126 DAP
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 0,92aB 3,10bA
Com déficit hidrico 0,81aB 3,29aA
Tipos de solo
Solo argiloso 0,80aB 2,85bA
Solo arenoso 0,92aB 3,53aA
133 DAP
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp.
Sem bactéria 0,81bA 0,87bA
Com bactéria 2,66aB 3,30aA
140 DAP
Bacillus sp.
Sem bactéria 0,78bA 0,84bA
Com bactéria 2,56aB 2,90aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 118 DAP, o conteudo de prolina foi significativamente menor em
tratamentos inoculados com Bacillus sp. (1,24 pmol de prolina gt MS) e em
tratamentos n&o inoculados a média foi 2,51 umol de prolina g* MS.

Foi verificada interagéo entre os fatores aos 126 DAP, assim, a concentracao
de prolina foi menor nos tratamentos inoculados nos dois tipos de solo, sendo que em
solo argiloso a inoculagéo reduziu em cerca de 60% a concentracéo de prolina, e em
solo arenoso, 41% (Tabela 18).

Através da interacdo entre regime hidrico e tipo de solo foi possivel identificar
gue em solo argiloso a concentracao de prolina foi inferior em comparacao ao solo
arenoso, tanto com quanto sem déficit hidrico. Em solo arenoso, o valor médio da
concentracdo de prolina nos tratamentos sob condic¢des de déficit hidrico foi 2,55 pmol
de prolina g* MS, e em tratamentos sem DH, a média foi 2,22 pmol de prolina g** MS,
ou seja, aumentou cerca de 13% na concentracao de prolina em tratamentos sob DH
em solo arenoso aos 126 DAP (Tabela 18).

Houve interacdo tripla entre os fatores para concentragdo do aminoécido
prolina aos 133 DAP. O conteudo de prolina foi inferior em plantas inoculadas

independentemente do regime hidrico e do tipo de solo.
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Em tratamentos sob condi¢des de estresse hidrico, o valor médio foi maior em
relacdo aos tratamentos sem condi¢des de estresse. Além do conteudo de prolina ser
maior em tratamentos inoculados, em solo arenoso, o valor médio do contetdo de
prolina foi superior em relagdo ao solo argiloso, em ambos regimes hidricos (Tabela
18).

A concentracdo de prolina foi superior em tratamentos ndo inoculados em
ambos os tipos de solo (140 DAP). Em comparacé&o entre os tipos de solo, os maiores
valores observados foram em solo arenoso, tanto em tratamentos inoculados quanto
em tratamentos nao inoculados (Tabela 18).

O conteudo de prolina permaneceu superior em tratamentos nao inoculados
aos 147 DAP, com valor médio de 2,59 umol de prolina g* MS, e em tratamentos
inoculados, a média foi de 1,07 umol de prolina g* MS.

Tabela 18 - Desdobramento da interac&o entre aplicacdo de Bacillus sp. e tipos
de solo parateor de prolina em cana de agucar (126, 133 e 140 DAP);
desdobramento da interacdo entre regime hidrico e tipos de solo
para prolina (126 e 133 DAP); desdobramento da interagcdo entre
aplicacéo de Bacillus sp. e regime hidrico (133 DAP)

Prolina
Fontes de variagcdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. 126 DAP
Sem bactéria 2,64aB 3,00aA
Com bactéria 1,04bB 1,77bA
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 1,82aB 2,22bA
Com déficit hidrico 1,86aB 2,55aA
133 DAP
Fontes de variacao Sem bactéria Com bactéria
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 2,78bA 1,34bB
Com déficit hidrico 2,94aA 2,08aB
Tipos de solo
Solo argiloso 2,60bA 0,82bB
Solo arenoso 3,12aA 2,60aB
Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 1,74aB 2,38bA
Com déficit hidrico 1,69aB 3,34aA
140 DAP
Bacillus sp.
Sem bactéria 2,61aB 2,82aA
Com bactéria 0,92bB 1,49bA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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4.6 Variaveis biométricas

No ponto zero das avaliacbes (118 DAP), as variaveis altura dos perfilhos,
diametro dos perfilhos, numero de folhas, comprimento da folha +1, largura da folha
+1, comprimento da folha +3, largura da folha +3, &rea foliar e comprimento das hastes
apresentaram diferencas significativas a partir da comparacdo de médias dos
tratamentos. Para todas as variaveis a inoculacdo de B. subtilis e B. licheniformis
apresentaram médias superiores em relacdo aos tratamentos néo inoculados.

A Unica variavel biométrica que ndo apresentou diferenca aos 118 DAP foi o
namero de hastes por planta.

N&o houve diferenca significativa em relacdo ao numero de hastes aos 118
DAP.

Aos 126 DAP, o numero de hastes ndo apresentou diferenca significativa.

Aos 133 DAP, houve interacao entre aplicagdo de micro-organismos e tipo de
solo. Foi verificada reducdo no numero de perfilhos por planta em tratamentos
inoculados em solo argiloso, em relacdo ao tratamento ndo inoculado. Porém, no
tratamento ndo inoculado, o valor médio mais alto foi em solo argiloso, comparando
ao solo arenoso, resultando em uma diferenga de cerca de 23% (Tabela 19).

O numero de perfilhos, aos 140 DAP apresentou diferenca significativa para
aplicacdo de micro-organismos. Em tratamentos nédo inoculados, o nimero de hastes
foi maior, 5,04 perfilhos planta, e em tratamentos inoculados, o valor médio foi 3,62
perfilhos planta™.

Observou-se interacao significativa entre aplicacdo de microrganismos e tipos
de solo. Sem inoculacdo o numero de perfilhos foi maior, aproximadamente 5,66
perfilhos planta, e em tratamentos inoculados, 3,33 hastes planta.

Sem inoculagcdo de micro-organismos, em solo argiloso a quantidade de
perfilhos foi maior do que em solo arenoso (Tabela 19).

Aos 147 DAP, a quantidade média de perfilhos planta® foi maior em
tratamentos nao inoculados (5,37) e inoculados (3,62), e em solo argiloso (4,83) e
arenoso (4,16) (Tabela 19).
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Tabela 19 - Desdobramento da interagdo entre inoculagdo de micro-organismos
e tipos de solo paranumero de perfilhos em cana de agucar (133, 140

e 147 DAP)
Numero de perfilhos
Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. 133 DAP
Sem bactéria 4,66aA 3,58aB
Com bactéria 3,33bA 4,00aA
140 DAP
Bacillus sp.
Sem bactéria 5,66aA 4,41aB
Com bactéria 3,33bA 3,91aA
147 DAP
Bacillus sp.
Sem bactéria 6,25aA 4,50aB
Com bactéria 3,41bA 3,83aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 118 DAP, em tratamentos inoculados, a altura dos perfilhos foi cerca de
50% superior, cujo valor médio foi de 37,34 centimetros, e em tratamentos nao
inoculados com B. subtilis e B. licheniformis, a média foi de 18,62 centimetros.

A altura dos perfilhos reduziu em tratamentos inoculados aos 126 DAP, o valor
meédio para tratamentos inoculados foi 4,37 cm e em tratamentos ndo inoculados a
média foi de 3,58 cm.

Aos 133 DAP, as médias de altura dos perfilhos apresentaram diferencas
significativas. Em tratamentos inoculados (40,43 cm) foi 46% superior em relacao aos
tratamentos ndo inoculados (21,81 cm). A diferenca também foi observada nas médias
dos tipos de solo, em solo argiloso (32,03 cm), e solo arenoso (30,22 cm).

A altura dos perfilhos aos 140 DAP foi cerca de 45% maior em tratamentos
inoculados com Bacillus sp. do que em tratamentos nao inoculados. Houve interagao
entre aplicacdo de micro-organismos e regime hidrico, em ambas as condi¢des de
regime hidrico. Tratamentos ndo inoculados apresentaram menores medias referente
a altura dos perfilhos (Tabela 20).

A altura dos perfilhos, foi influenciada pela aplicacdo de B. subtilis e B.
licheniformis, sem inoculagdo a média foi 24,3 cm e com inoculacédo, 41,14 cm, regime
hidrico também influenciou na altura de perfilhos, sem DH 32 cm e com DH 33,44 cm,

e também, tipo de solo, argiloso 33,34 cm, arenoso 31,08 cm aos 147 DAP.
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Tabela 20 - Desdobramento da interacdo entre inoculacdo de Bacillus subtilis e
B. licheniformis e regime hidrico para altura dos perfilhos em cana-
de-acucar (140 DAP)

Altura dos perfilhos

Fontes de variagao Sem déficit hidrico Com déficit hidrico
140 DAP
Bacillus sp. cm
Sem bactéria 23,10bA 22,62bA
Com bactéria 40,32aB 43,24aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Foi verificada diferenca significativa para o diametro dos perfilhos aos 118 DAP.
Em tratamentos inoculados a média foi de 13,15 mm, e em tratamento sem aplicacéo
de micro-organismos, 11,22 mm.

Aos 126 DAP, em tratamentos inoculados com Bacillus sp. verificou-se
aumento significativo no diametro dos perfilhos independente do regime hidrico
(Tabela 21).

Tabela 21 - Desdobramento da interagao entre inoculagdo de micro-organismos
e regime hidrico referentes as meéedias do diametro de perfilhos de
cana-de-agucar (126 DAP)

Diametro dos perfilhos

Fontes de variacdo Sem déficit hidrico Com déficit hidrico
Bacillus sp. mm
Sem bactéria 10,51bA 9,88bA
Com bactéria 19,16aB 20,63aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minldscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

Aos 133 DAP, em tratamentos inoculados, o valor médio do diametro do perfilho
foi 14,18 mm, ou seja, aumentou significativamente em relacdo aos tratamentos néo
inoculados, cuja média foi de 13,12 mm. A média referente ao solo argiloso foi 14,73
mm e em solo arenoso, verificou-se diferenca significativa e a média foi de 12,58 mm.

Aos 140 DAP, o diametro do perfilho diferiu entre os tipos de solo, sendo que
em solo argiloso a média foi de 15 mm e em solo arenoso, 12,90 mm.

Aos 147 DAP, verificou-se diferenca significativa do diametro do perfilho entre
tratamentos inoculados com Bacillus sp. (15,02 mm) e nao inoculados (13,81), sem
déficit hidrico (13,85 mm), com déficit hidrico (15 mm), solo argiloso (15,30 mm) e solo

arenoso (13,52 mm).
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Com a inoculacdo de micro-organismos a média do numero de folhas foi de
7,70 folhas por planta e em tratamentos nédo inoculados, foi de 5,58 folhas aos 118
DAP.

Nao houve interacéo entre os fatores em relagdo ao numero de folhas aos 126
DAP, porém houve diferencas significativas entre as médias do tratamento inoculado,
14,40 folhas por planta e em tratamento ndo inoculado,12,40 folhas por planta,
diferenca de cerca de 14%. O tipo de solo também influenciou significativamente no
nuamero de folhas, apresentando em solo argiloso 14,21 folhas, que foi superior em
relacdo ao solo arenoso (12,58).

Em tratamentos inoculados, o numero de folhas apresentou média
significativamente superior (7,30) em relacdo a tratamentos ndo inoculados (6,75) aos
133 DAP.

O numero de folhas foi influenciado pela aplicacdo de micro-organismos,
regime hidrico e tipo de solo aos 140 DAP. Os maiores valores médios foram
referentes aos tratamentos inoculados (8,04), em tratamentos sob condi¢des de déficit
hidrico (7,75) e em solo argiloso (8,20). Em tratamentos ndo inoculados a média foi
6,87, em tratamentos sem condicdo de déficit hidrico, 7,16, e em solo arenoso, 6,70.

No ultimo dia de avaliacdo aos 147 DAP, a inoculagcdo de micro-organismos foi
superior, com média de 8,04 folhas por planta, e em tratamentos inoculados, a média
foi de 6,62. Aléem disso, através da comparacdo de médias foi possivel observar que
em tratamentos que sofreram com os efeitos do déficit hidrico, o valor foi
significativamente superior, 7,62 que em tratamentos sem déficit hidrico, 7,04 folhas
por planta. Em solo argiloso, a média também foi superior, 7,75, e em solo arenoso,
6,92 folhas por planta.

Os valores médios do comprimento da folha +1 (118 DAP) apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos inoculados com bactérias aumentaram em
aproximadamente 40% o comprimento da folha +1, 152,62 cm, em relacdo aos
tratamentos sem aplicacdo de micro-organismos, 90,54 cm.

O comprimento foi influenciado pela inoculagcdo de microrganismos aos 126
DAP, sendo que em tratamentos inoculados, o comprimento da folha +1 (82,50 cm)
foi 38,66% superior em relagdo aos tratamentos n&o inoculados (75,83 cm).

Apenas a aplicacdo de Bacillus sp. (154,80 cm) foi superior em relacdo aos

tratamentos sem aplicacéo (98,22 cm) para comprimento da folha +1 aos 133 DAP.
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Em tratamentos inoculados, o valor médio do comprimento da folha +1 foi
151,93 cm, e em tratamentos nao inoculados, 99,75 cm, diferenca de 34,3%, aos 140
DAP.

Verificou-se interacao significativa entre as aplicagcdo de micro-organismos e
tipos de solo. Tanto no solo argiloso, quanto no solo arenoso, tratamentos inoculados
apresentaram as maiores médias para o comprimento da folha +1. Em solo argiloso,
a diferenca entre tratamentos inoculados e n&o inoculados foi de 33,65%, e em solo
arenoso, 27,25%. Ademais, em tratamentos inoculados, o solo argiloso, 156,12 cm,

foi superior em relacdo ao solo arenoso, 136,83 cm (Tabela 22).

Tabela 22 - Desdobramento da interacao entre inoculacdo de Bacillus subtilis e
B. licheniformis e tipos de solo para comprimento da folha +1 de
cana-de-acUcar (147 DAP)

Comprimento da folha +1

Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. cm
Sem bactéria 103,58bA 99,54bA
Com bactéria 156,12aA 136,83aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A largura da folha +1 foi influenciada pela inoculagdo de Bacillus sp. aos 118
DAP. Em tratamentos inoculados a média foi de 2,27 cm, e tratamentos n&o
inoculados a média foi 1,64 cm.

A largura da folha +1 foi 8,12% maior em tratamentos inoculados (1,54 cm), em
relacdo aos tratamentos nao inoculados (0,95 cm), aos 126 DAP.

Aos 133 DAP, verificou-se influencia da aplicagcéo de Bacillus sp e tipos de solo,
independentemente da inoculacdo, a menor largura da folha +1 foi em solo arenoso.
Além disso, em solo argiloso, a inoculagdo de micro-organismos promoveu aumento
significativo, 2,42 cm, 20% maior em relacdo aos tratamentos sem aplicagcdo de
Bacillus sp., cujo valor médio foi 1,90 cm (Tabela 23).

O mesmo ocorreu para largura da folha +1, a média dos tratamentos inoculados
foi superior em relacdo aos tratamentos nao inoculados. Além disso, foi verificado que
em solo argiloso o valor médio da largura da folha +1 foi maior do que em solo arenoso
aos 140 DAP.

Foi observada interacdo entre aplicacdo de micro-organismos e tipos de solo.

Em tratamentos inoculados a largura da folha +1 foi maior em relacao a tratamentos
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nao inoculados, ainda, em tratamentos inoculados, em solo argiloso, o valor médio foi
superior, 2,62 cm, do que em solo arenoso, 2,17 cm (Tabela 23).

A largura da folha +1, largura da folha +3 e area foliar foram maiores em
tratamentos inoculados com Bacillus sp. aos 147 DAP. A largura da folha +1 em
tratamentos inoculados foi 2,06 cm, e em tratamentos ndo inoculados 1,766 cm. Além
disso, o tipo de solo também apresentou diferenca significativa aos 147 DAP, em solo

argiloso foi 2,166 cm, sendo a média superior (1,66 cm).

Tabela 23 - Desdobramento da interagéo entre inoculagdo de micro-organismos
e tipos de solo para largura da folha +1, (133 e 140 DAP)
Largura da folha +1

Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. 133 DAP
Sem bactéria 1,90bA 1,62aB
Com bactéria 2,42aA 1,70aB
140 DAP
Bacillus sp. cm
Sem bactéria 1,73bA 1,70bA
Com bactéria 2,62aA 2,17aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

O comprimento da folha +3 foi influenciado pelo tratamento com aplicacéo de
B. subtilis e B. licheniformis aos 118 DAP. Tratamentos inoculados com Bacillus sp.
(116,68 cm) apresentaram media superior a 38,8% em relagdo aos tratamentos ndo
inoculados (71,37 cm).

Aos 126 DAP, a inoculacdo de microrganismos aumentou em 34% o
comprimento da folha +3 (121,25 cm) em relacdo aos tratamentos nao inoculados (89
cm). O tipo de solo também apresentou influéncia significativa, em solo argiloso a
média foi 101,09 cm e em solo arenoso, 93,13 cm.

Aos 133 DAP, o comprimento da folha +3 foi significativamente superior em
tratamentos inoculados com Bacillus sp., cujo valor médio foi 122,60 cm e, em plantas
ndo inoculadas, a média foi 83,08 cm.

O comprimento da folha +3 foi maior em tratamentos inoculados (126,87 cm)
do que em tratamentos néo inoculados (88,53 cm), aos 140 DAP.

Independentemente do tipo de solo, os valores médios do comprimento da folha
+3 foram inferiores em tratamentos nao inoculados. Em solo argiloso, essa diferenca
foi de 33%, e em solo arenoso, 38,5% superior em tratamentos inoculados (Tabela
24).



81

Tabela 24 - Desdobramento da interacéo entre inoculagdo de micro-organismos
e tipos de solo para comprimento da folha +3 para cana-de-acucar

(147 DAP)
Comprimento da folha +3
Fontes de variacéo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. cm
Sem bactéria 92,70bA 92,00bA
Com bactéria 138,58aB 149,67aA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Assim como o comprimento da folha +3, a largura da folha também foi
influenciada pela aplicacdo de micro-organismos. O valor médio referente ao
tratamento com aplicacdo de micro-organismos foi de 1,63 cm e em tratamentos nao
inoculados a média foi de 1,43 cm.

Verificou-se diferenca significativa para os valores médios da largura da folha
+3 aos 126 DAP. Tratamentos inoculados apresentaram média de 2,42 cm e em
tratamentos néo inoculados, 1,78 cm.

Em plantas submetidas ao estresse hidrico, a largura da folha +3 foi superior
em relacdo as plantas sem estresse.

O valor médio da largura da folha +3 foi maior em solo argiloso, 1,67 cm, que
em solo arenoso, 1,13 cm. Ainda no segundo ponto das avaliagbes, observou-se
interacdo entre inoculacdo com microrganismos, tipos de solo e regime hidrico e tipos
de solo.

Tanto sob condi¢cbes de estresse hidrico, como sem os valores meédios da
largura da folha +3 foram superiores em solo argiloso em relagéo ao solo arenoso
(Tabela 25).

Tabela 25 - Desdobramento da interagédo entre inoculagdo de micro-organismos
e tipos de solo e, interacdo entre regime hidrico e tipos de solo para
largura da folha +3 em cana-de-acucar (133 DAP)

Largura da folha +1

Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. cm
Sem bactéria 1,52bA 1,31aB
Com bactéria 1,83aA 0,95bB
Regime hidrico
Sem déficit hidrico 1,65aA 0,98bB
Com déficit hidrico 1,70aA 1,28aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas em relacdo a
largura da folha +3 aos 140 DAP. As maiores médias foram referentes a tratamentos
inoculados (1,76 cm), sem aplicacéo de Bacillus sp. (1,43 cm) sob condi¢cbes de DH
(1,65 cm), sem DH (1,54 cm), em solo argiloso (1,72 cm) e, solo arenoso (1,47 cm).

Verificou-se diferenca significativa para os valores médios da largura da folha
+3 aos 147 DAP, tratamentos inoculados apresentaram média de 2,10 cm e em
tratamentos néo inoculados, 1,60 cm.

Tratamentos inoculados apresentaram média superior (1389,71 cm?) de area
foliar em cerca de 58% em relagdo aos tratamentos néo inoculados (586,52 cm?), aos
118 DAP.

De acordo com a comparacdo de meédias dos tratamentos, a area foliar foi
superior em tratamentos inoculados com Bacillus sp. aos 126 DAP, cujo valor médio
foi 1520,70 cm?, e em tratamentos ndo inoculados com bactérias, 825,41 cm?. Além
disso, houve interacdo entre regime hidrico e tipos de solo (Tabela 26).

Em tratamentos inoculados com B. subtilis e B. licheniformis, a média da area
foliar foi maior, 1249,71 cm?, aos 133 DAP e em tratamentos néo inoculados, 788,86
cm?.,

Verificou-se interagao entre os tratamentos com ou sem inoculacéo e o tipo de
solo, em ambos os tratamentos, os valores médios superiores foram em solo argiloso.
Ademais, em solo argiloso, a maior média foi referente a tratamentos que haviam sido
inoculados com micro-organismos, 1778,86 cm?, e sem inoculacdo, 972,36 cm?,
diferenca de cerca de 45%. Em solo arenoso, ndo foi verificada significancia entre
tratamentos inoculados e ndo inoculados (Tabela 26).

A area foliar em tratamentos inoculados (1693,90 cm?), foi aproximadamente
50% maior do que em tratamentos ndo inoculados (860,86 cm?). Os valores médios
foram maiores em tratamentos sob condicGes de déficit hidrico (1349,94 cm?), sem
DH (1204,82 cm?), em solo argiloso (1470,84 cm?) e solo arenoso (1082,92 cm?), aos
140 DAP.

A area foliar foi superior em tratamentos inoculados com Bacillus sp. aos 147
DAP, cujo valor médio foi 2278,27 cm?, e em tratamentos ndo inoculados com
bactérias, 960,98 cm?.
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Tabela 26 - Desdobramento da interacdo entre regime hidrico e tipos de solo
para area foliar de cana-de-acucar (126 DAP) e desdobramento da
interacao entre inoculagédo de Bacillus subtilis e B. licheniformis e
tipos de solo para éarea foliar (133 DAP)

Area Foliar
Fontes de variacdo Solo argiloso Solo arenoso
Regime hidrico 126 DAP
Sem déficit hidrico 1117,68bA 1092,52aA
Com déficit hidrico 1392,71aA 1089,32aB
133 DAP
Tipos de solo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp.
Sem bactéria 972,36bA 605,36aB
Com bactéria 1778,86aA 720,55aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Houve efeito significativo em relagdo ao comprimento dos perfilhos aos 118
DAP. Tratamentos inoculados com Bacillus sp. apresentaram média de 118,32 cm e
em tratamentos nao inoculados a média foi de 80,37 cm, diferenca de 68% devido a
aplicacao de micro-organismos.

Em sintese, aos 118 DAP, com excecao do numero de hastes, todas as demais
variaveis apresentaram meédias superiores em tratamentos com aplicacao de B.subtilis
e B. licheniformis em relagcdo ao tratamento sem inoculacdo de B. subtilis e B.
licheniformis. O que se pode relatar € que a inoculagdo aumentou o crescimento e
desenvolvimento das plantas, seguindo a mesma constante das atividades das
enzimas antioxidantes.

Houve efeito significativo em relacdo ao comprimento dos perfilhos aos 126
DAP com tratamentos inoculados com Bacillus sp., apresentando média de 122,8 cm
e em tratamentos nado inoculados a média foi de 85,07 cm, diferenca de 68% devido
a aplicacao de micro-organismos.

Em tratamentos com aplicacdo de microrganismos (128,52 cm) verificou-se
aumento de 32% do comprimento dos perfilhos aos 133 DAP, em relagdo aos
tratamentos nao inoculados (87,62 cm).

Foi observado que o comprimento dos perfilhos foi maior em tratamentos
inoculados (116,08 cm), sem inoculacdo (90,25 cm), em solo argiloso (113,72 cm),

solo arenoso (92,72 cm), o regime hidrico ndo apresentou influéncia aos 140 DAP.
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Aos 147 DAP, verificou-se interacdo entre aplicacdo de B. subtilis e B.
licheniformis e tipos de solo. Em tratamentos inoculados o comprimento dos perfilhos

foi maior em ambos os tipos de solo (Tabela 27).

Tabela 27 - Desdobramento da interagcdo entre inoculagdo de Bacillus subtilis e
B. licheniformis e tipos de solo para comprimento dos perfilhos em
cana-de-acucar (147 DAP)

Comprimento dos perfilhos

Fontes de variacéo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. cm
Sem bactéria 92,50bA 91,49bA
Com bactéria 143,54aA 101,43aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minlscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

4 Variaveis de producao de biomassa

A partir da comparacao de médias entre os tratamentos, a massa de matéria
seca da parte aérea (MSPA) foi 30,804 g em tratamentos inoculados e 21,984 g em
tratamentos nao inoculados. Com a inoculacdo houve aumento significativo de
28,63% na matéria seca da parte aérea, sendo superior também em solo argiloso.
Verificou-se interacdo entre inoculacao de micro-organismos e tipo de solo, sendo que
em solo argiloso a média foi maior tanto com inoculagdo quanto sem inoculacao
(Tabela 28).

Houve interacdo entre inoculacéo de Bacillus sp. e tipos de solo para a massa
de MSPA. Tanto em solo argiloso, como em solo arenoso a inoculagdo aumentou a
MSPA, como visualizado na Figura 5. Em solo argiloso, a inoculagdo aumentou cerca
de 28%, e em solo arenoso, cerca de 25% de aumento na MSPA em tratamentos
inoculados. Na Figura 6 também pode se observar a comparagdo entre o tratamento
sem inoculagcéo sobre DH (T2) e o tratamento inoculado com DH (T4).

Verificou-se que os tratamentos diferiram em relagdo a massa de matéria seca
da raiz (MSR), porém nao houve interacdes. O valor médio da massa seca das raizes
foi aproximadamente 70% superior em tratamentos com inoculacdo, 69,13 gramas, e
em tratamentos ndo inoculados a média foi 21,52 gramas, como pode-se visualizar as
diferencas na Figura 7.

Neste trabalho, houve diferenca significativa para razdo MSPA/MSR entre os
dois regimes hidricos, tanto em plantas inoculadas como em plantas ndo inoculadas.

Em tratamentos inoculados, verificou-se a redugao da razdo MSPA/MSR tanto sem
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DH, quanto sob condi¢bes de DH, em relac&o as plantas que ndo receberam o indculo

(Tabela 29).

Tabela 28 - Desdobramento da interagdo entre aplicacdo de Bacillus sp. e tipos
de solo na variavel MSPA de cana-de-agUcar (147 DAP)

MSPA
Fontes de variagcdo Solo argiloso Solo arenoso
Bacillus sp. g
Sem bactéria 25,666bA 18,302bB
Com bactéria 36,950aA 24,658aB

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e

maidscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Figura5 - Aspecto visual da parte aérea da cana-de-acucar em solo argiloso aos
147 DAP, comparando os tratamentos, em que: , T1: tratamento sem
inoculagdo de Bacillus sp. e sem déficit hidrico; T2: tratamento sem
inoculagdo de Bacillus sp. e com déficit hidrico; T3: tratamento com
inoculacdo de Bacillus sp. e sem déficit hidrico; T4: tratamento com
inoculacdo de Bacillus sp. e com déficit hidrico
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Figura 6 - Aspecto visual da parte aérea da cana-de-acuicar em solo argiloso aos
147 DAP, comparando os tratamentos, em que: T2: tratamento sem
inoculacéo de Bacillus sp. e com déficit hidrico; T4: tratamento com
inoculacado de Bacillus sp. e com déficit hidrico
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Figura 7 - Comparacdo entre a matéria seca do sistema radicular da cana-de-
aclucar em solo argiloso (A) e solo arenoso (B), em que, T1:
tratamento sem inoculacdo de Bacillus sp. e sem déficit hidrico; T2:
tratamento sem inoculacdo de Bacillus sp. e com déficit hidrico; T3:
tratamento com inoculacéo de Bacillus sp. e sem déficit hidrico; T4:
tratamento com inoculagdo de Bacillus sp. e com déficit hidrico

Tabela 29 - Desdobramento da interagdo entre aplicacdo de micro-organismos e

regime hidrico para a razdo MSPA/MSR em cana-de-agucar
Razdo MSPA/MSR

Fontes de variacao Sem déficit hidrico Com déficit hidrico
Bacillus sp.
Sem bactéria 1,198aA 0,975aB
Com bactéria 0,443bA 0,451bA

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna e
mailscula na linha, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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5 DISCUSSAO

Segundo Taiz e Zeiger (2013), plantas de metabolismo C4 apresentam taxa
fotossintética entre 20 e 40 pmol CO2m=2s™?, valor observado apenas em tratamentos
inoculados com Bacillus subtilis e B. licheniformis e apés a reidratacdo, ou seja, 0
aumento da taxa de assimilacdo de CO2 pode ter sido promovido pela inoculacéo. Liu
et al. (2017) demonstraram em dados de RNA-seq que uma linhagem de Bacillus sp.
induziu a regulacdo positiva de genes relacionados a fotossintese. Segundo De Sé&
(2019), o aumento da taxa fotossintética garante a sobrevivéncia da planta caso o
estresse seja prolongado, ja que o aumento da taxa fotossintética pode estar
relacionado com o aumento da producéo de fotoassimilados.

No presente estudo, a taxa de assimilacdo de CO2 também foi influenciada pelo
tipo de solo, corroborando com os resultados demonstrados por Simdes et al. (2015),
em que o solo arenoso interferiu negativamente nas trocas gasosas da cultura da
cana-de-aclcar, uma vez que esse solo tem menor disponibilidade de agua na
camada mais superficial (0 a 20 cm) em comparacgéo ao solo argiloso. Além disso,
textura e estrutura do solo podem auxiliar na reducado de perdas por evaporacéo
(KLEIN; KLEIN, 2015).

Em todos os pontos das avaliacGes, a taxa de transpiracdo foi maior em
tratamentos inoculados com Bacillus sp., além disso, em solo argiloso, as médias
também foram superiores em relacdo as médias do solo arenoso na maioria das
avaliacoes. Isso sugere que com a inoculacao, a transpiragao foi favorecida,uma vez
ocorre o resfriamento das folhas, pois a medida que a transpiracdo aumenta, reduz a
temperatura da folha devido a dissipacdo de energia na forma de calor latente,
tornando-a menor que a temperatura do ar (SARAIVA; ANDRADE; SOUZA, 2014).
Outro ponto que vale ser ressaltado é que foi observado que a area foliar foi maior em
todos os tratamentos inoculados em ambos os tipos de solo, em todas as avaliacdes.
Portanto, esse aumento da area foliar aumentou a superficie de contato da folha,
aumentando a superficie de transpiracdo. Ao contrario, os resultados obtidos por
Munns e Tester (2008) trabalhando com plantas sob estresse salino observaram
reducao da area foliar relacionada com o estresse, 0 que reduziu a transpiracao das

plantas.
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O aumento da concentracéo interna de COz ocorreu em tratamentos inoculados
apenas no inicio da reidratacdo (140 DAP) e pode ser designado a algum fator ndo
estomatico de reducdo da fotossintese a medida que o estresse se tornou mais
severo. Com a falta de ATP e NADPH, provenientes do transporte de elétrons e assim,
da reducédo do metabolismo de fixagcdo do carbono (SALES et al., 2012; SILVA et al.,
2014b). Assim como relatado por Costa e Marrenco (2007), a reducdo da
concentracéao interna de CO2 estimulou o0 aumento da taxa de transpiracao e reducao
da condutancia estomatica na maioria das avaliacdes desse estudo. A inoculacéo de
Bacillus sp. pode ter tornado as plantas mais sensiveis, assim como relatado por Silva
et al. (2013) e Guan et al. (2015), a condutancia estomatica reduz em cultivares mais
sensiveis a seca.

Ao final das avaliacbes, a taxa fotossintética e a taxa de transpiracéo se foram
superiores em tratamentos inoculados com B. subtilis e B. licheniformis. A
concentracao interna de CO2 foi inferior em tratamentos que foram submetidos ao DH
e em tratamentos inoculados ndo houve efeito da inoculacdo aos 133 DAP, seguido
de aumento aos 140 DAP. A condutancia estomética reduziu em tratamentos
inoculados em ambos os tipos de solo, exceto aos 133 DAP, quando os tratamentos
com déficit hidrico estavam sob maximo estresse. A medida em que o solo estava
mais seco, a condutancia estomatica apresentava maior sensibilidade, assim como
relatado em Smit e Singels (2006). Em condicbes de estresse hidrico, plantas mais
sensiveis a seca, fecham os estdbmatos numa tentativa de restringir a perda de agua
pela transpiracdo (MEDEIROS et al., 2013).

O aumento nos teores de clorofila a, b e carotenoides de plantas inoculadas
pode estar associado a melhor condicdo de agua nas folhas de plantas inoculadas,
gue pode ter sido promovido pelas bactérias. Aos 126, 133 e 140 DAP foi observado
gue os indices de clorofila a, b foram superiores em tratamentos inoculados com
Bacillus sp., o que pode estar associado a uma sensibilidade maior durante e depois
do DH, com a inoculacéo de BPCV. A inoculac&o de Bacillus sp. aumentou o contetudo
de carotenoides a partir e durante 0 momento em que os tratamentos foram
submetidos ao déficit hidrico, e em solo arenoso, apoés a reidratagdo também houve
acréscimo com a inoculaco.

Os teores de clorofila e os carotenoides em folhas de cana-de-agucar tiveram
comportamentos semelhantes entre tratamentos inoculados, porém, os carotenoides

mostraram-se mais sensiveis com a inoculagdo com Bacillus sp., a planta possui um
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mecanismo de defesa antioxidante produzindo metabdlitos secundarios que agem
como sequestradores de radicais livres, e o conteudo de carotenoides esta envolvido
nessa agao (Barbosa et al., 2014), portanto, nesse caso, o conteido de carotenoides
pode estar relacionado a maior protecao antioxidante da planta, realizando a limpeza
de radicais livres pelos carotenoides, agindo como protetor do fotossistema | e
fotossistema Il contra os danos oxidativos causados pelo estresse hidrico.

A inoculagéo de B. subtilis e B. licheniformis promoveu diferenca significativa
em todos os pontos das avaliacGes para as variaveis densidade estomatica abaxial e
densidade estomatica adaxial.

Quando a agua do solo € menos abundante, os estdbmatos abrirdo menos ou
permanecerdo fechados em uma manha ensolarada, mantendo seus estdmatos
fechados sob condi¢cdes de seca a planta evita a desidratacédo (TAIZ et al., 2017;
PACHECO et al., 2021).

O &cido abscisico (ABA) tem diversas funcdes nos vegetais, sabe-se de sua
importancia particular como horménio regulador do funcionamento dos estomatos, nas
situagcbes de estresse hidrico (DURING; ALLEWELDT, 1973). Sua acumulacdo nas
células guarda induz ao fechamento progressivo dos estématos, reduzindo assim, as
perdas de agua por transpiragdo e permitindo as plantas suportar situagdes de déficit
hidrico (TAIZ; ZEIGER, 2013). Vérios trabalhos tém demonstrado que o ABA atua
também como emissor de sinais radiculares, transmitindo a parte aérea as primeiras
evidéncias de falta de 4gua captadas pelas raizes das plantas, (TARDIEU et al., 1993;
GOWING; JONES; DAVIES, 1993), permitindo as plantas responder as mudancas das
condi¢cBes de extracdo da agua do solo, e encontram-se estreitamente relacionados
com a reducéo da abertura dos estdmatos e da atividade fotossintética das folhas de
plantas submetidas ao déficit hidrico (AGUIAR, 2012). Muitos microrganismos do solo,
como Azospirillum, Agrobacterium, Pseudomonas e Bacillus, produzem horménios
vegetais e também sdo conhecidos por modular o nivel endégeno de horménios
vegetais nas plantas, modulando assim o equilibrio hormonal geral da planta e sua
resposta ao estresse (TIWARI et al., 2017; KUNDAN et al., 2015).

Assim como relatado por Medina (1999), a reducao do potencial hidrico foliar
pode ter ocorrido em funcdo do aumento da taxa de transpiracdo sem que houvesse
reposicao correspondente da agua. No presente estudo, foi verificado que houve

reducao do potencial hidrico em tratamentos inoculados com Bacillus sp., em todas
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as avaliacbes e, também, houve influéncia do tipo de solo, jA que a queda foi
relativamente superior em tratamentos com solo arenoso.

O teor relativo de 4gua apresentou diferencas significativas com a aplicacdo de
B. subtilis e B. licheniformis apenas aos 147 DAP, momento em que 0s tratamentos
submetidos ao DH ja haviam sido reidratados. E aos 147 DAP também foi observada
reducdo na concentracdo interna de CO2, ou seja, esses parametros podem ter se
relacionado positivamente, conferindo maior eficiéncia do uso da agua, assim como
relatado por De Lima et al. (2019) em trabalho com Bacillus subtilis. em feijao e milho
e por Silva (2019) inoculando Bacillus amyloliquefaciens em soja.

As atividades das enzimas SOD, CAT e APX foram superiores em tratamentos
com aplicacdo de Bacillus sp., e o teor de prolina foi inferior em tratamentos
inoculados, inclusive aos 118 DAP, momento que os tratamentos independiam do
regime hidrico, pois as plantas ainda nédo haviam sido submetidos ao déficit hidrico.
Notadamente, as plantas ndo inoculadas mostraram estar mais vulneraveis no inicio
das avaliagbes, jA que qualquer tipo de estresse ambiental pode acumular
osmorreguladores, como € o caso da prolina.

O conteudo de prolina foi menor com a inoculacdo com B. subtilis e B.
licheniformis em todas as avaliacdes, o que pode ter sido decorrente de menor
vulnerabilidade ao estresse em plantas inoculadas, ocorrendo um redirecionando do
metabolismo vegetal, produzindo substancias antagonistas, que tornou a planta mais
tolerante ao estresse. O mesmo resultado foi observado por Nadeem et al. (2010) em
estudo com bactérias promotoras de crescimento vegetal em trigo sob estresse salino,
e por Ferreira et al. (2018) em estudo com Bacillus subtilis em milho sob estresse
salino. Em ambos os trabalhos houve reducdo na concentracdo de prolina em
tratamentos inoculados com micro-organismos.

A maioria das interagfes resultantes das andlises bioquimicas foram entre os
fatores inoculagéo de B.subtilis e B. licheniformis e tipos de solo. Como o sucesso de
uma BPCV depende do seu estabelecimento, a explicacdo para a inconstancia de
resultados disponiveis na literatura pode estar ligado ao fato de que ha diferencas na
estrutura das comunidades encontradas nos diferentes tipos de solos, e as interacdes
aqui relatadas podem ser validas como marcadoras do impacto que os solos tém
juntamente com as BPCV tentando superar os efeitos de estresse hidrico na cana-de-

acucar no inicio do seu ciclo.
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O aumento das atividades das enzimas SOD, CAT e APX com o fato de que os
tratamentos inoculados com B. subtilis e B. licheniformis proporcionaram maior
crescimento e producéo de biomassa, pode estar atrelado a limpeza das ERO, o que
pode ter auxiliado as plantas a se adaptarem ao estresse.

O termo antioxidantes estéa relacionado a capacidade de eliminar as ERO sem
gue elas se transformem em radicais nocivos para a planta. As enzimas, portanto, sao
catalisadoras de reacdes e estdo envolvidas na limpeza das ERO, reparando os
eventuais danos oxidativos. Com a inoculagdo de Bacillus sp. essa limpeza foi
intensificada, diminuindo a oxidacao no sistema vegetal (ANJUM et al., 2017).

Com base nos resultados referentes as avaliacdes dos parametros biométricos,
o estudo ganha atencdo nos aspectos que envolvem a integracdo da genética
bioguimica e o melhoramento de plantas. A inoculacdo de microrganismos colabora
para o entendimento do aumento da atividade do sistema antioxidante aliado ao
crescimento e desenvolvimento da planta.

Além disso, pode-se relatar que ha diferenca na interacdo entre aplicacédo de
microrganismos e tipos de solo. O que ja era esperado, uma vez que solos arenosos
apresentam menor por¢ao de argila e silte, e menores teores de matéria organica, o
gue o tornam mais permeaveis, retendo menos 4gua e com uma menor adsorc¢ao de
ions (CENTENO et al., 2017; KLEIN, 2015). Frente a isso se faz necesséario uma
gestdo do uso e manejo adequado para estes solos, aumentando sua aptidao
agricola. A aplicacdo de Bacillus sp. aumentou a média das variaveis em solo arenoso,
em comparacédo ao solo argiloso sem inoculagéo.

E pertinente ressaltar que, segundo Donagemma et al. (2016), solos arenosos
sdo mais propensos a degradacdo e a perda da capacidade produtiva quando
comparados aos solos argilosos, em condicbes ambientais similares; este fato
aumenta a sustentacdo em relacdo aos dogmas criados para com 0s solos arenosos.
Porém, esta concepcdo vem mudando atualmente, em funcdo dos avangos nos
sistemas de produgéo e manejo, tornando viaveis as atividades agricolas nesses solos
(CENTENO et al., 2017). Aliado a isso, € benéfica a aplicacdo de BPCV em solos
arenosos visando aumentar a producdo de biomassa, aliados a parametros
fisioldgicos e bioquimicos, além dos biométricos.

Variaveis biométricas como: altura das plantas, niumero e diametro dos colmos,
namero de folhas e area foliar compdem a produtividade da cana-de-acucar e se

destacam entre o0s principais componentes produtivos da cana-de-agUcar (SILVA et
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al., 2008). Todos esses componentes foram promovidos em tratamentos inoculados
com B. subtilis e B. licheniformis em todas as avaliagdes em ambos os tipos de solo.

Verificamos que sob condi¢des de estresse hidrico, a inoculacdo de isolados
de BPCV influenciou a producédo de biomassa dependendo nao s6 do isolado, mas
também do tipo de solo. Mesmo que em ambos os solos foram dadas as condi¢cdes
ideais para o desenvolvimento da cultura.

O processo de colonizagéo do solo deve ser bem regulado a fim de que a planta
se beneficie do microbioma selecionado (YAN et al.,, 2017). O processo de
colonizacéo representa gasto energético para a planta e, somado a submissédo do
déficit hidrico, esse custo energético pode ter sido maior em solo arenoso.

De Souza et al. (2016) e Campos (2010) observaram aumento na massa de
matéria seca em cana-de-acucar inoculada com Bacillus sp., semelhantemente aos
resultados obtidos neste estudo, em que houve reducédo da razdo MSPA/MSR em
tratamentos inoculados com B. subtilis e B. licheniformis, ou seja, a inoculacao fez
com que a planta investisse mais no desenvolvimento do sistema radicular em relagao
a parte aérea. Observou-se incremento de cerca de 70% na massa de matéria seca
da raiz, porém, igualmente, houve incremento de cerca de 30% na massa de matéria
seca da parte aérea em tratamentos inoculados (SILVEIRA, 2018; FREITAS-IORIO,
2016; FREITAS, 2011). Esses autores também verificaram promocao de crescimento,
tanto em raizes como em parte aérea, em tratamentos inoculados com BPCV.

Ha diversos fatores envolvidos na promocéao do crescimento, como a producao
e liberacdo de auxinas, uma vez que quase 80% das bactérias rizosféricas tem
capacidade de produzir e liberar auxina como um metabdlito secundério, promovendo
mudancas na arquitetura e nas propriedades quimicas da planta, como expansao,
divisdo e alongamento celular, ajudando no enraizamento, além de serem 0s Unicos
reguladores vegetais que aumentam a formacao de primordios radiculares (PATTEN;
GLICK,1996; MUSTAFA et al., 2019). Além da capacidade de reduzir ou bloquear a
sintese do etileno, o género Bacillus sp. ja foi descrito por estimular a redu¢éo no teor
de etileno (GLICK, 2012; AHEMAD; KIBRET, 2013).

Independentemente da causa da promocdo do crescimento radicular
estimulada pelas BPCV em cana-de-aglUcar, no caso do tipo de solo, o maior
desenvolvimento de raizes deve ter conferido ganho adaptativo para os tratamentos
inoculados em relacdo ao controle, permitindo 0 acesso a maior quantidade de

nutrientes e de agua.
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A promocao do crescimento vegetal obtida pela inoculagdo com Bacillus subtilis
e B. licheniformis é importante para o favorecimento do desenvolvimento da cana-de-
acucar, conferindo maior tolerédncia aos efeitos do déficit hidrico e aumentando a

produtividade da cultura.

5.1 Consideracgdes finais

Os resultados obtidos neste trabalho sdo importantes para conhecer as
possibilidades da inoculacdo de Bacillus subtilis e B. licheniformis como promotores
de crescimento para a cultura da cana-de-acucar, visando melhorar a conducédo da
cultura e aumentar a produtividade. De acordo com os resultados aqui apresentados,
em sintese na Figura 8, foi feita uma comparacao entre os tratamentos inoculados e
nédo inoculados, em solo argiloso e em solo arenoso. Em relagdo ao tratamento
controle, isolando o regime hidrico, quando houve interacdes entre o fator inoculacdo
de Bacillus sp. e tipos de solo, levou-se em consideracdo o aumento ou reducéo em
cada tipo de solo, ademais, quando n&do houve interacdo, a comparacao foi feita
utiizando a comparacdo de médias dos tratamentos, nesse caso utilizando a
comparacao entre tratamentos inoculados ou nao inoculados.

A eficiéncia de uma BPCV em promover crescimento ou mitigar o estresse
hidrico esta ligada a sua capacidade de se estabelecer em raizes. Tendo isso em
mente e considerando que o solo é o maior fornecedor de micro-organismos
formadores de comunidades rizosféricas/endosféricas, torna-se clara a necessidade
de buscar respostas para sucessos e fracassos de BPCV. Assim, trabalhos da
interacdo BPCV-planta devem incluir solos, com diferentes caracteristicas, como uma
fonte de variacdo para checar se 0s se 0s microrganismos agem mitigando os efeitos
do estresse sob mesmas condicdes.

De acordo com os resultados, os efeitos foram satisfatorios em ambos os tipos
de solo, promovendo a mitigacdo dos efeitos do estresse hidrico. Em solo argiloso, a
inoculacdo agiu em maior potencial em relacdo ao solo arenoso, neste também
promoveu efeitos significativos, porém de forma mais moderada.

As bactérias promotoras do crescimento vegetal oferecem enorme potencial
para beneficios agricolas, além de tornar os sistemas agricolas resilientes as

mudancas climéticas, ajudando a aliviar os efeitos de estresses.
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Figura 8 - Mapa comparativo mostrando cada variavel avaliada comO relagdo a agao hipotética

dos isolados bacterianos em relagcdo ao tratamento controle. Cores distintas

representam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste Tukey

(P<0,05). Cor vermelha: menor ou igual o tratamento controle, sem inoculagéo,

independentemente ao regime hidrico e tipo de solo. Cor verde: maior ou igual o

tratamento inoculado, independentemente do regime hidrico e tipo de solo. Cor

branca: ndo apresentou diferenca significativa para o fator inoculacdo de Bacillus

sp., mas pode ter apresentado interacdo entre regime hidrico e tipos de solo; X:

néo foi avaliado no ponto.
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6 CONCLUSAO

A inoculacéo com Bacilllus subtilis e B. licheniformis nas gemas no momento
do plantio da cana-de-acucar foi eficaz no aumento da tolerancia a deficiéncia hidrica
e na promocao do crescimento vegetal, mitigando os efeitos do estresse na fase inicial
do ciclo da cultura, tanto no solo argiloso quanto no arenoso.

Os tratamentos inoculados responderam de modo rapido ao déficit hidrico,
observou-se a reducao da razdo MSPA/MSR, houve ativagao do sistema de defesa
aumentando a atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT e com a reducéo
do estresse houve aumento do crescimento das plantas.

Varidveis biométricas como: altura das plantas, diametro dos colmos, nimero
de folhas e area foliar foram aumentadas, ndo foram prejudicadas, indicando maior
tolerancia ao estresse.

A inoculagdo com Bacilllus subtilis e Bacillus licheniformis afetou na
transpiracéo, taxa de assimilagdo de COz2, concentracao interna de COz2, condutancia
estomatica, pigmentos fotossintéticos e densidade estoméatica, esses mecanismos
contribuiram durante o déficit e/ou apdés a reidratacdo, mitigando os efeitos do

estresse e auxiliando a recuperacao da planta.
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APENDICES

APENDICE 1 - Andlise de variancia de parametros fisioldgicos: taxa de assimilacéo
de COz2 (A), concentracéo interna de CO2 (Ci), taxa de transpiracéo (E) e
condutancia estomatica (gs) em cana-de-acUcar sob diferentes
tratamentos hidricos: sem déficit hidrico e com déficit hidrico; inoculados
ou nao inoculados com Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis; em dois
tipos de solo, argiloso e arenoso. Aos 118, 126, 133, 140 e 147 DAP.

FV A Ci E gss
F
118 DAP
Bactéria (A) 1,08NS 79,63** 20,35** 1,52NS
Regime hidrico (B) 1,70NS 2,61NS 0,20NS 4,49*
Tipo de solo (C) 0,34NS 2,09NS 3,21INS 0,40NS
Int. AxB 1,06NS 2,44NS 0,69NS 0,16NS
Int. AxC 1,62NS 0,01NS 1,04NS 0,00NS
Int. BXxC 0,00NS 8,25%* 0,29NS 0,03NS
Int. AXBxC 0,06NS 0,03NS 0,07NS 0,03NS
Cv 12,98 12,87 16,95 12,75
126 DAP
Bactéria (A) 1,79NS 34,70%* 52,59** 59,16**
Regime hidrico (B) 23,29** 5,12* 31,16** 0,84NS
Tipo de solo (C) 179,70** 256,59** 107,09** 170,28**
Int. AxB 6,92* 1,82NS 1,53NS 32,07*
Int. AxC 8,26** 4,73* 5,06* 38,91**
Int. BXxC 2,15NS 18,60** 3,35NS 0,37NS
Int. AxBxC 13,78** 9,36** 3,64NS 11,34**
Ccv 13,18 8,62 20,45 18,68
133 DAP
Bactéria (A) 27,96** 0,00NS 9,30** 37,03**
Regime hidrico (B) 621,3** 1039,62** 357,83** 582,74**
Tipo de solo (C) 1,13NS 1,08NS 101,35** 17,49*
Int. AxB 0,27NS 0,58NS 0,17NS 8,15**
Int. AXC 6,96* 5,67* 3,31NS 0,10NS
Int. BXxC 11,17** 22,79** 86,94** 8,82**
Int. AXBxC 0,51INS 0,01NS 6,47* 0,91NS
Ccv 15,03 9,94 15,86 12,84
140 DAP
Bactéria (A) 23,79** 57,88* 49,91** 148,93**
Regime hidrico (B) 43,30** 37,65** 1,91NS 0,58NS
Tipo de solo (C) 235,81** 29,59** 47,81** 3,31NS
Int. AxB 3,03NS 8,12%* 0,11INS 0,46NS
Int. AxC 128,28** 26,34** 42,00** 0,00NS
Int. BXC 16,72** 112,56** 0,33NS 0,13NS
Int. AXBxC 5,99* 36,37* 2,30NS 0,17NS
Ccv 10,02 11,78 15,44 8,87
147 DAP
Bactéria (A) 104,91** 307,77 126,32** 0,20NS
Regime hidrico (B) 1,08NS 10,05** 13,03** 10,02**
Tipo de solo (C) 3,47NS 0,00NS 38,87** 8,23**
Int. AxB 0,69NS 0,10NS 9,76%* 5,19*
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Int. AXC 0,06NS 2,99NS 27,86** 12,39**

Int. BxC 2,59NS 3,94NS 8,68** 40,44**

Int. AxBxC 0,67NS 1,25NS 8,86** 18,39**
Ccv 9,08 11,11 18,85 9,92

FV: fontes de variacdo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente

APENDICE 2 - Analise de variancia dos pigmentos fotossintéticos: clorofila a (Chl a),
clorofila b (Chl b), carotenoides (Carot.) e indice SPAD em cana-de-
acucar sob diferentes tratamentos hidricos: sem déficit hidrico e com
déficit hidrico; inoculados ou ndo inoculados com Bacillus subtilis e
Bacillus licheniformis; em dois tipos de solo, argiloso e arenoso. Aos
118, 126, 133, 140 e 147 DAP.

FVvV Chl a Chlb Carot. SPAD
Hg cm? -
F
118 DAP
Bactéria (A) 0,43NS 0,07NS 3,35NS 3,73NS
Regime hidrico (B) 6,98* 5,06* 3,53NS 0,10NS
Tipo de solo (C) 10,19** 7,00* 18,01** 0,25NS
Int. AxB 0,55NS 0,17NS 0,01NS 1,90NS
Int. AxC 2,47NS 1,10NS 0,88NS 0,01INS
Int. BxC 4,85* 3,50NS 0,16NS 0,09NS
Int. AxBxC 0,87NS 0,85NS 0,07NS 2,22NS
Ccv 9,80 11,31 12,78 5,32
126 DAP
Bactéria (A) 14,50** 7,48** 7,15%* 94,29**
Regime hidrico (B) 135,73* 54,40** 0,35NS 3,75NS
Tipo de solo (C) 17,47 24,79** 13,35** 18,62**
Int. AxB 0,02NS 0,00NS 2,20NS 3,93NS
Int. AxC 1,59NS 1,58NS 0,02NS 10,91**
Int. BXC 103,98** 65,97** 16,40** 1,64NS
Int. AxBxC 0,03NS 0,05NS 0,42NS 0,92NS
Ccv 9,91 11,75 14,32 7,07
133 DAP
Bactéria (A) 48,49** 23,66** 29,84** 192,49**
Regime hidrico (B) 157,12** 51,39** 5,68* 9,56**
Tipo de solo (C) 239,02**  152,12** 65,59** 312,18**
Int. AxB 8,13** 6,50* 21,33* 12,02**
Int. AxC 1,57NS 1,85NS 4,83* 28,64**
Int. BxC 8,58** 2,91NS 0,96NS 10,62**
Int. AxBxC 1,60NS 1,01NS 2,86NS 4.47*
cv 10,56 13,56 15,47 9,39
140 DAP
Bactéria (A) 11,96** 5,42* 0,06NS 86,38**
Regime hidrico (B)  90,97** 45,59** 18,58** 9,14**
Tipo de solo (C) 89,85** 57,21** 69,39** 59,45**
Int. AxB 0,65NS 0,52NS 0,00NS 0,27NS
Int. AxC 2,55NS 1,83NS 0,00NS 0,46NS
Int. BxC 55,61** 36,01** 17,62** 4,98*
Int. AxBxC 0,75NS 1,12NS 0,18NS 0,76NS




Ccv 10,27 11,81 12,53 7,66
147 DAP
Bactéria (A) 6,91* 4,37* 14,81** 231,40%*
Regime hidrico (B)  30,81** 20,30%* 21,11 18,89**
Tipo de solo (C) 87,64** 73,09** 0,10NS 7,01*
Int. AxB 0,00NS 0,03NS 66,51** 0,23NS
Int. AXC 5,57* 6,45* 20,88** 1,65NS
Int. BxC 8,60** 7,52%* 14,19** 0,45NS
Int. AXBxC 0,02NS 0,03NS 64,40** 1,75NS
Ccv 10,92 10,69 13,84 8,31
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Em que: FV: fontes de variacdo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente

APENDICE 3 - Andlise de variancia da densidade estomatica abaxial (ABA) e adaxial
(ADA) em cana-de-agucar sob diferentes tratamentos hidricos: sem déficit
hidrico e com déficit hidrico; inoculados ou ndo inoculados com Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis; em dois tipos de solo, argiloso e arenoso.

Aos 118, 126, 133, 140 e 147 DAP.

Fontes de variacdo ABA ADA
est mm2 est mm2
F
118 DAP
Bactéria (A) 96,53** 168,07**
Regime hidrico (B) 0,06NS 0,10NS
Tipo de solo (C) 0,39NS 0,17NS
Int. AxB 9,83** 1,30NS
Int. AxC 0,56NS 0,08NS
Int. BxC 0,41NS 1,24NS
Int. AxBxC 0,00NS 0,08NS
Ccv 8,47 9,87
126 DAP
Bactéria (A) 249,27** 105,63**
Regime hidrico (B) 15,11* 1,52NS
Tipo de solo (C) 0,97NS 0,03NS
Int. AxB 7,44** 0,86NS
Int. AxC 0,61NS 0,22NS
Int. BXxC 0,47NS 0,34NS
Int. AxBxC 0,02NS 0,30NS
Ccv 6,22 11,54
140 DAP
Bactéria (A) 350,93** 148,93**
Regime hidrico (B) 20,05** 0,58NS
Tipo de solo (C) 37,84** 3,31INS
Int. AxB 19,49** 0,46NS
Int. AxC 2,36NS 0,00NS
Int. BxC 0,64NS 0,13NS
Int. AxBxC 0,00NS 0,17NS
Ccv 4,56 8,87
147 DAP
Bactéria (A) 351,39** 353,57**
Regime hidrico (B) 1,50NS 0,32NS
Tipo de solo (C) 15,95** 0,42NS
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Int. AxB 6,45* 1,56NS
Int. AXC 11,69** 0,51NS
Int. BxC 0,27NS 0,32NS
Int. AxBxC 1,76NS 0,12NS
Cv 7,39 5,92

FV: fontes de variacdo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente

APENDICE 4 - Anélise de variancia do potencial hidrico foliar e do teor relativo de
agua na folha de cana-de-acucar sob diferentes tratamentos hidricos: sem
déficit hidrico e com déficit hidrico; inoculados ou ndo inoculados com
Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis; em dois tipos de solo, argiloso e
arenoso. Aos 118, 126, 133, 140 e 147 DAP.

Fontes de variacdo Potencial hidrico Teor relativo de agua
E
118 DAP
Bactéria (A) 0,09NS 2,05NS
Regime hidrico (B) 0,35NS 0,0INS
Tipo de solo (C) 0,28NS 0,28NS
Int. AXB 0,15NS 0,19NS
Int. AxC 0,01NS 0,22NS
Int. BxC 0,26NS 0,00NS
Int. AXBxC 3,14NS 0,00NS
CvV -29,33 1,90
126 DAP
Bactéria (A) 15,58** 0,13NS
Regime hidrico (B) 11,53* 9,83**
Tipo de solo (C) 320,12** 206,94**
Int. AxB 4,13* 0,12NS
Int. AXC 23,91 2,17NS
Int. BXC 8,85** 9,22%*
Int. AxBxC 0,05NS 0,06NS
CVv -18,40 4,00
133 DAP
Bactéria (A) 13,37** 2,76NS
Regime hidrico (B) 5,86* 15,35**
Tipo de solo (C) 280,67** 149,99**
Int. AxB 0,67NS 0,20NS
Int. AxC 7,86** 0,06NS
Int. BXC 7,13* 13,03**
Int. AXBxC 0,32NS 0,12NS
Ccv -17,39 5,02
140 DAP
Bactéria (A) 78,59** 0,62NS
Regime hidrico (B) 6,17* 15,86**
Tipo de solo (C) 54,06** 27,58**
Int. AxB 8,67** 0,71NS
Int. AXC 54,53** 0,20NS
Int. BXxC 7,87% 8,25**
Int. AxBxC 13,18** 2,27NS
CVv -28,97 3,16
147 DAP
Bactéria (A) 0,69NS 4,44*

Regime hidrico (B) 0,01INS 2,71INS
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Tipo de solo (C) 3,33NS 0,97NS

Int. AxB 0,00NS 0,21NS

Int. AxC 1,20NS 0,51NS

Int. BxC 0,58NS 1,53NS

Int. AXBxC 0,05NS 2,83NS
Cv -31,25 2,06

FV: fontes de variacdo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente

APENDICE 5 - Andlise de variancia de parametros bioquimicos, enzima ascorbato
peroxidase (APX); catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e
osmoprotetor prolina em cana-de-acucar sob diferentes tratamentos
hidricos: sem déficit hidrico e com déficit hidrico; inoculados ou néo
inoculados com Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis; em dois tipos de
solo, argiloso e arenoso. Aos 118, 126, 133, 140 e 147 DAP

Fontes de variagédo APX CAT SOD Prolina
unidades unidades Unit.mg?! pmol de
APX min-t CAT mint prot Prolina g*
mg* mg* MS
proteina proteina
E
118 DAP
Bactéria (A) 742,30** 876,03** 1744,46** 334,87**
Regime hidrico (B) 0,00NS 0,01NS 0,46NS 0,05NS
Tipo de solo (C) 2,76NS 1,22NS 1,83NS 0,01NS
Int. AxB 0,00NS 1,49NS 0,51NS 1,62NS
Int. AXC 1,58NS 0,14NS 1,83NS 0,47NS
Int. BXC 0,13NS 0,88NS 0,17NS 0,66NS
Int. AxBxC 0,79NS 1,78NS 0,18NS 0,72NS
CcvVv 13,17 8,34 16,23 12,82
126 DAP
Bactéria (A) 1804,89** 338,64** 844,75 455,94**
Regime hidrico (B) 0,53NS 5,50* 0,23NS 7,85%*
Tipo de solo (C) 53,80** 35,97** 5,26* 66,44**
Int. AxB 7,83** 0,00NS 0,22NS 1,30NS
Int. AXC 26,18** 11,89** 4,87* 7,46%*
Int. BXC 1,79NS 5,35* 0,55NS 4,78*
Int. AxBxC 3,11INS 3,63NS 0,51INS 1,56NS
CcVv 9,34 13,45 23,32 10,84
133 DAP
Bactéria (A) 992,62** 172,73** 582,35** 420,71**
Regime hidrico (B) 1,25NS 2,15NS 7,15* 66,15**
Tipo de solo (C) 26,39** 68,78** 27,09** 419,43**
Int. AxB 0,07NS 7,15* 7,08* 26,67**
Int. AXC 18,06** 25,05** 26,37** 127,75*
Int. BXC 0,00NS 1,86NS 11,79** 80,57**
Int. AxBxC 2,09NS 2,21INS 11,65** 42,43**
CvVv 12,32 18,11 28,10 8,46
140 DAP
Bactéria (A) 1714,06** 386,89** 1571,44** 728,14**
Regime hidrico (B) 0,45NS 7,55%* 0,05NS 12,45*
Tipo de solo (C) 17,79** 29,53** 12,87** 48,38**
Int. AxB 0,01INS 1,31NS 0,05NS 3,66NS
Int. AXC 8,41** 32,20** 12,34** 10,48**
Int. BXC 0,47NS 7,77%* 6,14* 0,11NS
Int. AxBxC 0,11INS 0,21NS 5,97* 3,60NS
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Ccv 9,08 12,01 17,13 9,86
147 DAP

Bactéria (A) 709,07** 417,66%* 622,37** 652,60**
Regime hidrico (B) 2,09NS 3,13NS 1,08NS 1,46NS
Tipo de solo (C) 1,29NS 2,53NS 0,03NS 0,32NS
Int. AxB 2,55NS 0,08NS 1,04NS 0,84NS
Int. AxC 0,36NS 0,55NS 0,04NS 0,77NS
Int. BxC 0,66NS 2,53NS 0,02NS 0,14NS
Int. AxBxC 0,15NS 0,14NS 0,02NS 2,04NS

CV 13,47 12,46 27,26 11,25

FV: fontes de variagédo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente.

APENDICE 6 - Andlise de variancia de parametros biométricos: nimero de perfilhos
(N° de perf); altura dos perfilhos (Alt. dos perfilhos); diametro dos
perfilhos; numero de folhas (N° de folhas); area foliar em cana-de-acucar
sob diferentes tratamentos hidricos: sem déficit hidrico e com déficit
hidrico; inoculados ou ndo inoculados com Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis; em dois tipos de solo, argiloso e arenoso. Aos 118, 126,
133, 140 e 147 DAP

FV N° de Alt. dos Diametro N° de Area
perf. perfilhos dos folhas foliar
perfilhos
F
118 DAP
Bactéria (A) 1,85NS  412,14* 13,85** 100,81** 182,19**
Regime hidrico (B) 0,02NS  0,14NS 1,34NS 1,90NS 2,91NS
Tipo de solo (C) 0,57NS  0,1INS 0,25NS 0,97NS  0,83NS
Int. AxB 0,57NS  0,84NS 0,75NS 0,04NS  0,14NS
Int. AXC 1,12NS  0,57NS 1,13NS 0,97NS  0,00NS
Int. BxC 0,21INS  0,79NS 0,54NS 1,90NS 0,36NS
Int. AXBxC 0,02NS  0,67NS 0,04NS 0,35NS  0,13NS
CVv 25,33 11,41 14,72 11,03 20,86
126 DAP
Bactéria (A) 5,32* 540,94** 13,73** 6,96*  111,74*
Regime hidrico (B) 0,01NS  1,00NS 2,54NS 0,43NS 4,27*
Tipo de solo (C) 1,19NS 0,86NS 8,98** 1,74NS 6,24*
Int. AxB 0,37NS 6,29* 0,24NS 0,43NS  1,36NS
Int. AXC 0,13NS  3,24NS 0,03NS 1,74NS  1,05NS
Int. BxC 0,37NS  0,62NS 0,53NS 1,74NS 4,47*
Int. AXBxC 0,01NS  1,39NS 0,00NS 3,91INS  3,75NS
Ccv 29,86 9,59 14,00 11,06 19,42
133 DAP
Bactéria (A) 2,30NS  520,33* 7,56** 4,67* 54,30%*
Regime hidrico (B) 0,48NS  0,45NS 3,62NS 6,22* 8,47**
Tipo de solo (C) 0,48NS 4,98* 31,40** 71,85**  129,85**
Int. AxB 1,54NS  3,74NS 0,75NS 0,69NS  0,62NS
Int. AXC 8,38** 0,29NS 0,00NS 2,24NS  30,55**
Int. BXC 0,48NS  0,09NS 0,94NS 3,34NS  1,54NS
Int. AXBXC 154NS  0,42NS 0,00NS 2,24NS  0,52NS
Ccv 26,87 9,084 9,72 12,40 21,25

140 DAP
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Bactéria (A) 22,94**  569,25** 1,92NS 30,15**  169,72**

Regime hidrico (B) 0,00NS  2,39NS 2,06NS 7,54%* 5,15*
Tipo de solo (C) 1,27NS  12,10* 18,29** 49,85*  36,61**
Int. AxB 0,71NS 4,60* 0,17NS 2,46NS  0,66NS
Int. AxC 9,60** 1,98NS 0,08NS 3,85NS  0,20NS
Int. BXC 0,32NS  0,72NS 0,07NS 2,46NS  0,02NS
Int. AxBxC 1,98NS  1,59NS 0,09NS 7,54*  0,96NS

Ccv 23,64 8,49 12,11 9,86 17,34

147 DAP

Bactéria (A) 33,92*  605,22** 7,54** 37,05**  180,79**
Regime hidrico (B) 0,69NS 4,40* 6,47* 6,28* 1,96NS
Tipo de solo (C) 4,92* 22,79** 16,26** 12,82**  1,49NS
Int. AxB 1,23NS  0,07NS 0,93NS 2,05NS  0,09NS
Int. AxC 13,00  0,16NS 0,05NS 1,15NS  1,67NS
Int. BXC 0,08NS  1,55NS 0,22NS 1,15NS  0,00NS
Int. AxBxC 0,31INS  1,01NS 0,21NS 2,05NS  0,22NS

Ccv 23,13 7,25 10,59 10,99 20,95

FV: fontes de variacdo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente

APENDICE 7 - Andlise de variancia dos parametros biométricos: comprimento da
folha +1 (Comp. Folha +1); largura da folha +1 (Larg. Folha +1);
comprimento da folha +3 (Comp. Folha +3); largura da folha +3 (Larg.
Folha +3); comprimento dos perfilhos (Comp. dos perf.) em cana-de-
acucar sob diferentes tratamentos hidricos: sem déficit hidrico e com
déficit hidrico; inoculados ou ndo inoculados com Bacillus subtilis e
Bacillus licheniformis; em dois tipos de solo, argiloso e arenoso. Aos 118,

126, 133, 140 e 147 DAP

FV Comp. Larg. Comp. Larg. Comp.
Folha+1 Folha +1 Folha +3 Folha +3 dos
perf.
F
118 DAP

Bactéria (A) 465,29** 97,29** 329,90** 14,49**  105,12**
Regime hidrico (B)  0,30NS 1,20NS 2,71INS 0,99NS 0,22NS
Tipo de solo (C) 0,01NS 0,10NS 3,16NS 0,68NS 2,35NS
Int. AxB 0,65NS 2,60NS 0,00NS 0,03NS 0,01NS

Int. AxC 0,06NS 1,20NS 0,28NS 0,44NS 0,32NS

Int. BxC 0,12NS 0,50NS 0,00NS 0,03NS 1,77NS

Int. AXBxC 0,02NS 1,83NS 0,16NS 0,11INS 0,81NS

Ccv 8,20 11,42 9,19 11,37 12,90

126 DAP

Bactéria (A) 336,40**  109,11** 193,63** 13,06** 96,97**
Regime hidrico (B)  0,09NS 0,55NS 2,35NS 1,84NS 0,86NS
Tipo de solo (C) 0,00NS 0,04NS 7,76** 0,57NS 1,58NS
Int. AxB 1,19NS 3,82NS 0,10NS 0,36NS 0,12NS

Int. AxC 0,30NS 1,31NS 1,44NS 0,82NS 0,00NS

Int. BXC 0,05NS 1,02NS 1,76NS 0,20NS 2,06NS

Int. AxBxC 0,03NS 0,00NS 0,20NS 0,82 0,28NS

Ccv 9,05 10,19 10,19 12,14 12,76

133 DAP
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Bactéria (A) 242,39** 17,61* 181,81** 0,18NS  152,55**
Regime hidrico (B)  0,23NS 0,12NS 0,11INS 8,82** 3,21INS
Tipo de solo (C) 0,86NS 48,91** 5,38* 84,50%* 0,24NS
Int. AxB 0,01NS 2,30NS 0,02NS 0,18NS 2,22NS
Int. AXC 0,15NS 9,18* 0,53NS 33,62** 3,52NS
Int. BXxC 0,05NS 0,34NS 0,10NS 4,50* 0,03NS
Int. AxBxC 0,01INS 0,34NS 0,16NS 0,98NS 1,54NS

CcVv 9,94 12,92 9,87 14,53 10,61
165,08** 66,16**
Bactéria (A) 208,95** 100,21** 201,27** 39,82** 51,73**
Regime hidrico (B)  0,57NS 1,49NS 0,20NS 4,42* 0,23NS
Tipo de solo (C) 3,35NS 12,53** 0,21NS 23,56** 34,47**
Int. AxB 0,80NS 0,06NS 0,11NS 1,68NS 0,07NS

Int. AXC 1,00NS 9,31** 0,42NS 0,03NS 34,58**

Int. BXxC 0,01NS 0,01NS 0,02NS 0,03NS 0,07NS

Int. AxBxC 0,01INS 0,13NS 0,12NS 0,42NS 0,04NS

CcVv 9,93 11,48 8,67 11,15 12,00

147 DAP
Bactéria (A) 165,08** 66,16** 315,96** 50,07** 85,58**

Regime hidrico (B)  1,66NS 0,26NS 0,08NS 0,50NS 4,76*
Tipo de solo (C) 11,14* 1,84NS 3,17NS 2,35NS 42,80**

Int. AXB 1,88NS 0,35NS 0,04NS 0,50NS 1,7INS
Int. AXC 4,76* 1,21NS 4,10* 1,68NS 38,77**
Int. BxC 0,26NS 0,18NS 0,00NS 0,01INS 0,02NS
Int. AxBxC 0,70NS 0,03NS 0,06NS 0,0INS 0,25NS
Ccv 9,76 15,05 8,53 13,23 10,65

FV: fontes de variacdo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente.

APENDICE 8 - Analise de variancia da massa de matéria seca da raiz (MSR), massa
de matéria seca da parte aérea (MSPA) e razdo MSPA/MSR em cana-de-agucar sob
diferentes tratamentos hidricos: sem déficit hidrico e com déficit hidrico; inoculados ou
ndo inoculados com Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis; em dois tipos de solo,
argiloso e arenoso. aos 147 DAP

Fontes de variacdo MSR MSPA Razéao
MSPA/MSR
E

Bactéria (A) 714,85** 83,11** 135,39**
Regime hidrico (B) 23,12** 20,93** 3,60NS
Tipo de solo (C) 50,99** 103,20** 0,31NS

Int. AxB 0,06NS 0,40NS 4,61*

Int. AXC 2,04NS 6,49* 3,82NS

Int. BxC 0,09NS 0,11INS 0,29NS

Int. AxBxC 2,87NS 1,03NS 1,25NS

Ccv 13,61 12,69 24,95

CV: coeficiente de variacdo; F: F calculado; * e ** significativo a p<0,05, <0,01, respectivamente; Int.:
Interacdo.
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APENDICE 9 - Aspecto visual do experimento com cana-de-acicar no inicio do
ciclo, cerca de 30 dias apos o plantio, Botucatu-SP, 2019.
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APENDICE 10 - Vista parcial do experimento em casa de vegetacdo, Botucatu-SP,
20109.
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APENDICE 11 - Avaliacdo biométrica com fita métrica (A); avaliacdo biométrica da
variavel diametro do perfilho, com auxilio do paquimetro digital (B); Avaliacdo
fisioldgica utilizando o equipamento IRGA (C); Coleta da folha +1 para analises
bioguimicas, utilizando embalagens de papel aluminio e acondicionando a folha em
nitrogénio liquido, Botucatu-SP, 2019.
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APENDICE 12 - Avaliac&o do potencial hidrico foliar (A); pesagem dos discos foliares
em balanca analitica para obtencdo do teor relativo de agua (B); analises da
densidade estomatica em microscoépio (C); aspecto visual da camera do microscopio
para quantificacdo da densidade estomética (D), Botucatu-SP, 2019.
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APENDICE 13 - 100 mg de folha +1 em cadinho de porcelana para preparo de
solugdes para posteriores analises bioquimicas (A); folna sendo macerada para
preparo do extrato que serd feita leitura de enzimas (B); preparo do extrato; diferenca
visual entre um extrato de uma folha hidratada e uma folha sob pico de estresse
hidrico (D); curva padrdo de prolina (E); preparo de extratos de prolina (F); curva

padrdo da proteina (G); atividade em laborat6rio, confeccao de extratos para analises
bioquimicas (H).



