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Resumo - A cultura da cana-de-aglcar é considerada moderadamente sensivel a estresses ambientais, o que resulta na diminui¢do do
crescimento e consequentemente da produtividade. Adicionalmente, existe uma necessidade da aplicacéo de altas doses de fertilizante
nitrogenado. Uma alternativa em potencial e agroecologicamente correta é o uso de bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio, como
a Gluconacetobacter diazotrophicus. Porém, em condi¢Ges de estresse abibtico, os beneficios provenientes dessa associacdo planta-
endoéfito podem ser alterados devido a fisiologia de resposta ao estresse. Neste trabalho, objetivou-se estudar o efeito da inoculagdo de
G. diazotrophicus por meio da avaliacdo dos parametros de trocas gasosas em plantas de cana-de-aclcar submetidas aos estresses
salino e hidrico. Foram avaliadas as taxas de condutancia estomatica, transpiragdo e fotossintese liquida, por meio de um analisador
portatil de gases por infravermelho (IRGA). Os resultados obtidos demonstraram que a presenca da bactéria pode alterar as taxas de
condutancia estomatica e transpiracdo, interferindo na fisiologia de resposta a salinidade e seca.
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Gas exchanges in sugar cane plants inoculated with gluconacetobacter
diazotrophicus and submitted to saline and hydroid stresses

Abstract - The sugarcane crop isconsidered moderately sensitive to environmental stresses, which results in reduced growth and lower
productivity. In addition, there is a need for the application of high doses of nitrogen fertilizer. A potential and agroecologically correct
alternative is the use of nitrogen-fixing endophytic bacteria, such as Gluconacetobacter diazotrophicus. However, under conditions of
abiotic stress the benefits from this plant-endophyte association can be altered due to the physiology of stress response. The objective of
this work was to study the effect of inoculation of G. diazotrophicus by means of the evaluation of the parameters of gas exchange, in
sugarcane plants submitted to salt and water stresses. The rates of stomatal conductance, transpiration and liquid photosynthesis were
evaluated by means of a portable infrared gas analyzer (IRGA). The results showed that the presence of the bacteria may alter the rates
of stomatal conductance and transpiration, interfering in the physiology of response to salinity and drought.

Keywords: Endophytic bactéria. Stomatal conductance. Transpiration. Salinity. Drought.

INTRODUCAO fitorménios (COHEN et al.,, 2009; COHEN et al.,
2008; BOTTINI et al., 2004).
Plantas podem interagir com diferentes O comportamento endofitico é determinado por

microrganismos formando associagdes benéficas ou microbiomas encontrados e isolados de dentro de

patogénicas. Ha décadas, essa coevolucdo entre
plantas e bactérias tém sido estudadas e
importantes efeitos positivos, oriundos de bactérias
endofiticas, ja foram observados e descritos, como
a promocdo do crescimento vegetal, a fixacao
biolégica do nitrogénio (SCHULTZ et al.,, 2016;
MUANGTHONG et al., 2015), a solubilizacdo de
nutrientes (INTORNE et al., 2012) e a produgéo de

tecidos vegetais, sendo incapazes de prejudicar
visivelmente a planta (MARASCO et al., 2012;
RASHID et al., 2012; HARDOIM et al., 2008). Entre
as bactérias com potencial agrobiotecnologico esta
a Gluconacetobacter diazotrophicus, caracterizada
inicialmente como endofitica fixadora de nitrogénio.
Muitos estudos ja descreveram essa interagdo e,
particularmente, pesquisas  envolvendo  G.
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diazotrophicus e plantas de cana-de-aclUcar vém
sendo desenvolvidas buscando entender como tais

bactérias podem impactar positivamente o
crescimento e a salude vegetal (BALDANI et al.,
2014).

Essa coevolucao bactéria-planta tem

demonstrado a existéncia de uma adaptacdo
constante para reconhecer e burlar os mecanismos
de ataque e defesa em ambos organismos. Essa
interacdo inicia-se com um reconhecimento
molecular mutuo, levando a uma cascata de
sinalizacdo, que resultara em uma resposta de
resisténcia ou susceptibilidade. Durante essas
alteracdes moleculares, a epiderme vegetal é a
primeira barreira a ser ultrapassada. Um dos
mecanismos do vegetal em resposta ao
reconhecimento bacteriano é a abertura e
fechamento dos estdmatos (MELOTTO, 2017). Os
estbmatos séo responsaveis por usar
eficientemente o CO:z para a fotossintese e realizar
simultaneamente a evapotranspiracao
(SCHROEDER et al., 2001).

Plantas desenvolveram um mecanismo para
fechar estbmatos ao detectar padr6es moleculares
associados a microrganismos (MAMPSs). Esse
mecanismo € conhecido como defesa estomatica
(MELOTTO, 2017; GIMENEZ-IBANEZ et al., 2017).
Estudos anteriores relataram a sinalizacdo que
regula a defesa estomatica envolvendo mecanismos
enddgenos e exdgenos na resposta integrada das
células guarda (MURATA et al., 2015; LEE et al.,
2016; MELOTTO, 2017; LIN; CHEN, 2018). Esse
controle estomatico é regulado por diversos fatores
ambientais, incluindo luz, COz2, estresse bidticos e
abioticos. A principal funcdo do fechamento
estomatico é evitar a perda de agua através da
transpiracdo, induzindo a tolerdncia & seca em
condi¢cdes de estresse hidrico.

As plantas sd@o constantemente confrontadas
com estresses abidticos e bidticos que resultam na
diminuicdo ou perda da produtividade. Atualmente,
0 aumento do aguecimento global tem aumentado a
frequéncia de condicbes meteoroldgicas extremas
e, juntamente com a ma distribuicao pluviométrica,
ameacam a producdo agricola e a seguranga
alimentar mundial (Ql et al., 2018). A seca é um dos
estresses abidticos que mais afetam o crescimento
e desenvolvimento vegetal, levando a grandes
perdas na agricultura (LIM et al., 2015).

Para tentar solucionar tais condi¢cdes adversas,
nos Ultimos anos, diversas préaticas agricolas que
utiizam sistemas de irrigacdo inadequados,
insumos externos, fertilizantes e pesticidas
inorganicos tém resultado em uma degradacéo
ambiental continua do solo, da vegetagcdo e de

recursos  hidricos.  Atualmente, abordagens
sustentaveis e agroecologicamente corretas estdo
ganhando o foco de bidlogos, agrénomos e outros
profissionais ambientalistas, priorizando a gestao
integrada do ambiente. Uma opc¢do em potencial
para aumentar o crescimento e a produtividade das
plantas, e reduzir o impacto destrutivo do uso
inadequado de fertilizantes quimicos no meio
ambiente, pode ser a inoculacdo de bactérias
promotoras do crescimento vegetal (KRAUSE et al.,
2006).

No entanto, em condi¢cdes ambientais adversas,
os beneficios provenientes da associacdo planta-
endofito podem ser alterados devido a fisiologia de
resposta ao estresse, como salinidade e seca
(SANTOS et al., 2012). Assim, torna-se importante
avaliar as propriedades benéficas dos enddfitos, no
aumento da produtividade agricola e na adaptacdo
de plantas em resposta a estresses ambientais,
visando sua aplicacdo em praticas sustentaveis na
agricultura (MEI; FLINN, 2010).

Em culturas como a cana-de-agucar, é
necessaria a aplicacao de altas doses de fertilizante
nitrogenado por hectare (BOODEY et al., 2003), que
pode ser perdido por lixiviagdo e volatizacéo,
podendo também ocasionar danos ao ambiente
devido a eutrofizagdo de rios e lengois freaticos
(SANTOS et al., 2012). Tudo isso leva ao aumento
do custo de producdo. Uma solucdo agroecolégica
e viavel seria a inoculacdo dessas plantas de cana-
de-acucar com bactérias endofiticas, fixadoras de
nitrogénio e promotoras de crescimento vegetal. A
bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus é uma
opcao que jA vem sendo objeto de pesquisa e
também utilizada por alguns produtores.

Considerando a importancia da cultura de cana
na economia brasileira, a necessidade da
preservacdo do ambiente, e sabendo-se que a cana-
de-acUcar € uma espécie moderadamente sensivel
ao estresse hidrico (MAAS; HOFFMAN, 1977),
objetivou-se estudar o efeito da inoculacdo de G.
diazotrophicus na resposta de plantas de cana-de-
acUcar submetidas a estresse salino e hidrico. Entre
as metodologias utilizadas para diagnosticar a
integridade vegetal, em resposta a estresses
ambientais, estdo as analises fisiologicas de trocas
gasosas.

Com base no exposto, objetivou-se estudar
pardmetros de trocas gasosas (conduténcia
estomatica-gs, transpiracdo-E e fotossintese
liguida-A) em plantas de cana-de-acUcar inoculadas
com Gluconacetobacter diazotrophicus, durante a
exposicdo aos estresses salino e hidrico.
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MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Estadual
do Norte Fluminense, localizada no municipio de
Campos dos Goytacazes, estado do Rio de Janeiro,
situada a latitude 21°45'15" Sul, longitude 41°19'28"
Oeste e altitude de 13 m.

Foram utilizadas plantas de cana-de-agUcar cv
RB 758540, cultivadas a partir de minitoletes,
cedidos pela Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (Campus Leonel Miranda, Campos dos
Goytacazes, RJ). Os  minitoletes  foram
desinfestados por submersdo em agua a 52 °C
durante 2 horas. Apés a desinfestacdo, foram
levados a casa de vegetacao e plantados em vasos
plasticos de 700 mL, contendo um minitolete por
vaso e uma mistura de areia autoclavada e
vermiculita, numa proporgéo de 2:1. Apos 20 dias,
as plantas foram submetidas a seis diferentes
tratamentos e divididas em grupos: controle,
inoculada, inoculada + estresse salino, inoculada +
estresse hidrico, estresse salino e estresse hidrico.

Para realizar o in6culo, as raizes foram imersas
em cultura de G. diazotrophicus PAL-5, crescida em
meio DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986)
liqguido com densidade o6tica entre 1,3 a 1,5 Abs, em
600 nm, com 200 uL de glicerol a 50 %.

As plantas de cana-de-aguUcar foram inoculadas
com a bactéria, por meio da imersao de suas raizes
na cultura de G. diazotrophicus. As raizes das
plantas foram mantidas imersas na solugédo durante
3 horas. As plantas ndo inoculadas foram imersas
em meio DYGS isento de bactéria, por igual periodo
de tempo.

Apos a inoculagdo, cada plantula foi novamente
transferida para vasos individuais, contendo o
substrato e mantidas em casa-de-vegetacdo onde
permaneceram até o final dos experimentos. Os
tratamentos foram realizados em triplicata.

Duas semanas apés a inoculacdo, as plantas
foram submetidas ao estresse salino (1,0 % de
NaCl, ys de -0,5 MPa) e hidrico durante 30 dias.
Para o estresse salino, as plantas foram irrigadas
com 400 mL de solugcdo Yoshida (Yoshida et al.,
1985) salinizada (1,0 % NaCl). Para o estresse
hidrico, a irrigacdo foi cessada no primeiro dia de
estresse. Plantas do tratamento controle e inoculada
receberam 400 mL de solugdo Yoshida sem o
agente estressante.

Todas as plantas eram irrigadas em intervalos de
2 dias com 50 mL de agua destilada, quantidade
suficiente para evitar a desidratacdo e ndo permitir a
percolacdo, evitando a retirada do sal, presente no
substrato das plantas submetidas ao estresse
salino.

As andlises dos parametros de trocas gasosas
foram determinadas através da utilizagcéo do sistema
analisador portatii de gases por infravermelho
(IRGA), modelo Ciras Il (PP Systems). Foram
avaliadas as taxas de condutancia estomatica (Gs,
mol H20 m? s1), transpiragdo (E, mmol m2 s1) e
fotossintese liquida (A, pmol CO2 m=2 s1).

As leituras foram realizadas na regido mediana
da primeira folha completamente expandida (+1),
abaixo do cartucho foliar, em limbo foliar de
aproximadamente 2 cm?, aos 15, 20 e 30 dias de
tratamento, durante o periodo da manhé, entre 8 e
10 h, a temperatura ambiente. Foram utilizadas trés
plantas para cada tratamento, sendo realizadas
duas leituras para cada planta, totalizando seis
leituras.

Os dados obtidos foram submetidos as analises
de variancia e regressdo. A analise de variancia foi
realizada por meio de delineamento experimental
inteiramente casualizado, em faixas (split-block), ao
nivel de 5% para o teste F, e suas médias foram
comparadas pelo método de agrupamento Scott-
Knott (1974). O programa utilizado para a analise
dos dados foi o pacote estatistico R, de dominio
publico, obtido em http://www.r-project.org.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser verificado na Tabela 1, dos trés
parédmetros fisiolégicos analisados, a condutancia
estomatica apresentou respostas significativas para
as analises em funcdo do tempo e para a interagdo
tratamento x tempo. A variavel transpiracédo
apresentou variacéo significativa apenas em funcéo
do tempo. Para a fotossintese liquida ndo houve
resposta significativa.

Apesar da parcela subdividiva ser utilizada por
muitos autores, Pearce (1953) sugeriu uma
adequacao para essa analise estatistica. O autor
sugere que o tempo pode ser considerado como um
fator sistematico, podendo ser desejavel particionar
o Erro(b). A esse procedimento, ele deu o nome de
andlise de experimentos em faixas (split-block).
Nesse sentido, optou-se por realizar a analise
experimental em  split-block, levando em
consideragdo que a fundamental diferenca entre
delineamentos com observagbes repetidas e
delineamentos em parcelas subdivididas é que a
classificagdo da subparcela (tempo) nao foi
casualizada para formar os arranjos experimentais.

As plantas de cana-de-agucar inoculadas com G.
diazotrophicus e as plantas ndo inoculadas,
submetidas as condi¢des de salinidade e estresse
hidrico, apresentaram menores valores de
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condutancia estomatica (gs) aos 20 dias de
tratamento (Figura 1). Estes resultados indicam que
a presenca da bactéria influenciou a abertura

estomatica de plantas inoculadas submetidas aos
estresses salino e hidrico.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para valores do quadrado médio da condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E) e fotossintese liquida (A) de plantas de cana-de-acUcar submetidas aos diferentes
tratatamentos. As leituras foram realizadas apés 15, 20 e 30 dias de tratamento.

Quadrados Médios

FV GL
Condutancia (gs) Transpiragéo (E) Fotossintese (A)
Tratamento 5 0,06716" 15,142" 40,600™
Erro a 30 0,03207 5,345 18,850
Tempo 2 1,39243* 65,800* 30,328™
Erro b 10 0,07683 6,580 7,484
Trat. x Tempo 10 0,01290* 1,219 15,959"
Erro c 50 0,00618 1,219 8.137
* - significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, "™ - ndo significativo.
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Figura 1. Condutancia estomatica (gs) em plantas de cana-de-agUcar submetidas aos diferentes tratamentos. As abreviagées Inoc.+Sal
e Inoc.+Seca representam os tratamentos combinados Inoculada e Sal, Inoculada e Seca, respectivamente. As leituras foram realizadas
apoés 15, 20 e 30 dias de tratamento. As barras representam o valor médio (n=6) + desvio-padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticas significativas pelo método de agrupamento Scott-Knott (p<0,05).

Foirealizada a andlise de regresséo, aos 20 dias,
para a variavel condutancia estomatica, e observa-
se, ha Tabela 2, que os valores de condutancia
apresentaram reducdo nas plantas inoculadas
(0,02288 mol m=2 s1), submetidas a salinidade
(0,0223 mol m?2 s1) e seca (0,0224 mol m2s?). O
maiores valores de condutdncia, quando
comparados ao controle, foram verificados nos

tratamentos combinados (0,0244 mol m2 st e
0,00252 mol m2 s1). Os resultados indicam que o
efeito combinado inoculagdo+estresse, isso é , a
presenca da bactéria durante o estresse, nao
permitiu que as plantas realizassem o fechamento
estomatico que é previsto em resposta a salinidade
e déficit hidrico.

Tabela 2. Andlise de regressao para a variavel condutancia estomatica.

Modelo de Regressao Linear

Yi=Bo+Brt+g

Tratamento Bo [ R? (%)
Controle -0,2515 0,0372 99,93
Inoc. + Sal -0,1326 0,0244 99,70
Inoc. + Seca - 0,0842 0,0252 96,41
Inoculada - 0,0225 0,0228 99,48
Sal - 0,0947 0,0223 99,93
Seca -0,0533 0,0224 99,27
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Porém, aos 30 dias (Figura 1), observou-se uma
normalidade em relagéo aos valores de condutancia
estomatica, sugerindo uma possivel forma de
adaptacdo das plantas ao estresse. Os valores de
transpiracdo (Figura 2) mostraram-se reduzidos em
plantas inoculadas sob estresse salino e em plantas
submetidas a salinidade e a seca, aos 15, 20 e 30
dias de tratamento. A reducdo da perda de agua
pela transpiracdo, durante os estresses salino e

hidrico, ja é descrito na literatura (SILVA et al., 2007;
MUNNS, 2002). Porém, a presenca da bactéria, em
plantas sob estresse hidrico, ndo influenciou as
taxas de transpiracdo, ao longo dos 30 dias de
tratamento, quando comparadas as plantas néao
inoculadas e submetidas a seca. Tal resultado indica
que a bactéria interfere na resposta da planta em
condic¢des de déficit hidrico, impedindo a redugéo da
transpiracao.

a a
a
15 a b a b
a b
b
o b a a b
7]
& 10~ a b
€ b b
©
S
E B+
L
0 -
Controle Inoc.+Sal Inoc.+Seca Inoculada Sal Seca
mm 15 dias == 20 dias — 30 dias

Figura 2. Transpiragdo (E) em plantas de cana-de-aglicar submetidas aos diferentes tratamentos. As abreviac¢es Inoc.+Sal e Inoc.+Seca
representam os tratamentos combinados Inoculada e Sal, Inoculada e Seca, respectivamente. As leituras foram realizadas apoés 15, 20
e 30 dias de tratamento. As barras representam o valor médio (n=6) + desvio-padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticas
significativas pelo método de agrupamento Scott-Knott (p<0,05).

Foi realizada a analise de regressado, em fungdo do tempo, para a variavel transpiracdo (Tabela 3) e
observou-se que ha uma diferenca de 0,2713 mmol m-2s nos valores de transpiragéao.

Tabela 3. Analise de regressao para a variavel transpiragao.
Modelo de Regresséo Linear

Bo B:
4,3781 0,2713

YI = BO + Blt t+E
R? (%)
88,72

Quanto a fotossintese liquida, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, ao longo do periodo
experimental (Figura 3).

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel verificar que a bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus
interferiu na fisiologia de resposta aos estresses salino e hidrico, em plantas de cana-de-acuUcar, alterando os
parametros de condutancia estomatica e transpiracao. Nesse sentido, seriam necessarios estudos posteriores
para um melhor entendimento dessa interacéo planta-bactéria.
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Figura 3. Fotossintese liquida (A) em plantas de cana-de-aglcar submetidas aos diferentes tratamentos. As abreviag6es Inoc.+Sal e
Inoc.+Seca representam os tratamentos combinados Inoculada e Sal, Inoculada e Seca, respectivamente. As leituras foram realizadas
apoés 15, 20 e 30 dias de tratamento. As barras representam o valor médio (n=6) + desvio-padréo. Letras distintas indicam diferengas
estatisticas significativas pelo método de agrupamento Scott-Knott (p<0,05).

CONCLUSAO

Plantas inoculadas com G. diazotrophicus,
guando submetidas aos estresses salino e hidrico,
ndo apresentaram alteragdo das taxas de
condutancia estomatica.

Com relagéo aos valores de transpiragdo, 0s
resultados indicaram que a bactéria interferiu na
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