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BACTERIAS DIAZOTROFICAS EM FABACEAS DA CAATINGA COM
POTENCIAL PARA INOCULACAO EM SORGO CULTIVADO SOB DEFICIT
HIDRICO

RESUMO GERAL:

Os rizobios fazem fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em simbiose com plantas
leguminosas. Mimosa tenuiflora, Mimosa caesalpiniifolia e Desmanthus pernambucanus séo
algumas das fabaceas nativas do Semiarido que fixam N e ainda possuem caracteristicas de
adaptabilidade e resisténcia a variabilidade das condi¢Ges edafoclimaticas dessa regido. Em
gramineas essas bactérias sdo relevantes no estado de vida livre, utilizando o suprimento de
carboidratos do ambiente para fixar nitrogénio (N). Estudos vém demonstrando que a
inoculacdo de rizObios podem promover o crescimento vegetal de gramineas. Gramineas
cultivadas no Semiarido, como o sorgo podem ndo apresentar uma boa producédo, por isso é
primordial encontrar formas para mitigar esse efeito da seca e baixa quantidade de N em forma
organica nos solos. Este estudo envolveu dois experimentos. No primeiro objetivou-se avaliar
0 crescimento e as caracteristicas morfogénicas do sorgo forrageiro inoculados com rizébios
nativos da Caatinga sob condi¢des hidricas contrastante.Para isso foi adotado o delineamento
inteiramente ao acaso com arranjo fatorial 6 x 3. A inoculacdo foi feita com 5 isolados
(MTBV77, MTP78, DPP1, MTBV12 e MCLR34) de rizobios de espécies forrageiras (Mimosa
tenuiflora, Desmanthus pernambucanus e Mimosa caesalpiniifolia) e solo da regido Semiarida,
e mais um controle submetido a trés condic6es hidricas, com 4 repeticdes. As caracteristicas de
crescimento, morfogénicas e estruturais do sorgo foram submetidas a analise da variancia e
regressdo pelo programa estatistico ASSISTAT e componentes principais pelo programa R.
Houve interacdo entre os fatores avaliados para a maioria das variaveis, exceto para o nimero
de folhas vivas e as caracteristicas de crescimento. As varidveis avaliadas do sorgo
apresentaram valores superiores quando submetido a inocula¢Ges com isolados em comparagéo
com o controle exceto para matéria seca da raiz e nitrogénio total. O efeito positivo dessas
caracteristicas aumentou linearmente de acordo com o avancar da condicdo hidrica normal. Os
isolados nativos das espécies forrageiras promovem o crescimento e alteram as caracteristicas
morfogénicas do sorgo em condicGes hidricas contrastantes, os isolados MTBV77, MTP78,
DPP1 e principalmente o0 MTBV12 demonstram potencial para producdo de inoculantes
biologicos promissores. No segundo experimento, objetivou-se avaliar a promocdo de
crescimento e as caracteristicas morfogénicas do sorgo inoculado com rizobios nativos
associados com doses de N. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com arranjo
fatorial duplo 6 x 4, sendo 5 isolados de rizdbios de espécies forrageiras nativas, mais um
tratamento controle submetidos a doses de N (0, 40, 70 e 100kg de N/hal). Foram avaliadas
caracteristicas morfogénicas, estruturais e promocdo de crescimento. Os valores das variaveis
do sorgo inoculado com os isolados de rizébios nativos, apresentam crescimento linear com as
doses de N. Dentre os inoculantes avaliados alguns apresentaram maior NT (MTBV12, DPP1
e MTP78), maiores MSPA (MTP78, MTBV12 e MTBV77) e MSR (MCLR34). Indicando a
promocdo de crescimento desses rizébios. A adubacdo nitrogenada ndo pode ser dispensada
totalmente, porém esses inoculantes podem permitir uma economia na utilizacdo dos
fertilizantes nitrogenados, reduzindo os custos de producdo e contribuindo para um manejo
sustentavel.

Palavras-chave: Rizdbios nativos. Plantas forrageiras. Nitrogénio. Disponibilidade hidrica.



DIAZOTHROPHIC BACTERIA IN FABACEANS OF CAATINGA WITH
POTENTIAL FOR INOCULATION IN SORGHUM CULTIVATED UNDER HYDRIC
DEFICIT

GENERAL ABSTRACT:

Rhizobia make biological nitrogen fixation (BNF) in symbiosis with leguminous plants.
Mimosa tenuiflora, Mimosa caesalpiniifolia and Desmanthus pernambucanus are some of the
native fabaeas of the Semi-arid region that fix N and still have characteristics of adaptability
and resistance to the variability of the edaphoclimatic conditions of that region. In grasses these
bacteria are relevant in the free life state, using the supply of carbohydrates from the
environment to fix nitrogen (N). Studies have shown that the inoculation of rhizobia can
promote the growth of grasses, due to the fact that these bacteria produce plant hormones,
control phytopathogenic agents, among others. Grasses grown in the semiarid, such as sorghum,
may not produce good production, so it is essential to find ways to mitigate this effect of drought
and low amount of N in organic form in the soil. This study involved two experiments. The first
aimed to evaluate the growth and morphogenic characteristics of forage sorghum inoculated
with rhizobia native to the Caatinga under contrasting water conditions. For this purpose, a
completely randomized design with a 6 x 3 factorial arrangement was adopted. The inoculation
was performed with 5 isolates (MTBV77, MTP78, DPP1, MTBV12 and MCLR34) from
rhizobia of forage species (Mimosa tenuiflora, Desmanthus pernambucanus and Mimosa
caesalpiniifolia) and soil of the Semi-arid region, and another control subjected to three water
conditions, with 4 repetitions. The growth, morphogenic and structural characteristics of
sorghum were subjected to analysis of variance and regression by the statistical program
ASSISTAT and main components by the program R. There was an interaction between the
factors evaluated for most of the variables, except for the number of live leaves and the leaves.
growth characteristics. The evaluated variables of sorghum showed higher values when
subjected to inoculations with isolates compared to the control except for root dry matter and
total nitrogen. The positive effect of these characteristics increased linearly according to the
progress of the normal water condition. The native isolates of the forage species promote
growth and alter the morphogenic characteristics of sorghum under contrasting water
conditions, the isolates MTBV77, MTP78, DPP1 and mainly MTBV12 demonstrate potential
for the production of promising biological inoculants. In the second experiment, the objective
was to evaluate the growth promotion and morphogenic characteristics of sorghum inoculated
with native rhizobia associated with doses of N. The experimental design was completely
randomized with a 6 x 4 double factorial arrangement, 5 of which were isolated from rhizobia
species. native forages, plus a control treatment subjected to doses of N (0, 40, 70 and 100kg
of N/ ha-1). Morphogenic and structural characteristics and growth promotion were evaluated.
The values of the sorghum variables inoculated with the native rhizobia isolates, show linear
growth with the doses of N. Among the inoculants evaluated, some presented higher NT
(MTBV12, DPP1 and MTP78), higher MSPA (MTP78, MTBV12 and MTBV77) and MSR
(MCLR34). Indicating the promotion of growth of these rhizobia. Nitrogen fertilization cannot
be dispensed with entirely, but these inoculants can allow savings in the use of nitrogen
fertilizers, reducing production costs and contributing to sustainable management.

Keywords: Native rhizobia. Forage plants. Nitrogen. Water availability.



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |
Tabela 1.1 Formas de RPCV’s e seus mecanismos de agdo no que se refere ao estimulo
d0 CresCiMENtO VEQETAL .........ocvciieee et e 19
CAPITULO II
Tabela 2.1. Nome, hospedeiro de origem e local de coleta dos isolados ....................... 38
Tabela 2.2. Caracteristicas fenotipicas dos iS0Iados............cceveereiinieiciie e 39
Tabela 2.3. Atributos quimicos do solo utilizado No ensaio.............ccccevverercreveenenn, 39

Tabela 2.4. Resumo da Anova para as variaveis estruturais e morfogénicas e de
promoc&o do crescimento de plantas de sorgo forrageiro em funcao da interagéo entre
os fatores isolados de rizdbios nativos x condigéo hidrica do Solo............cccceveieniennn. 41

Tabela 2.5. Taxa de aparecimento foliar, filocrono, nimero de folhas vivas e duragédo
de vida foliar de plantas de sorgo forrageiro em funcéo da interacéo entre a inoculagédo
com isolados de rizobios x condigdo hidrica do SOI0..........ccevvviieiiriiii e, 42

Tabela 2.6. Tabela 2.6. Taxa de alongamento foliar, taxa de alongamento de colmo,
comprimento final das folhas, comprimento final da planta e taxa de senescéncia foliar
de plantas de sorgo forrageiro em fungéo da interagéo entre a inoculagdo com isolados
de rizobios x condicdo hidrica do SOI0..........ccueiieieiiic e 43

Tabela 2.7. Massa seca da parte aérea, massa seca do sistema radicular e nitrogénio
total da parte aérea de plantas de sorgo forrageiro em funcdo da interacdo entre a

inoculacdo com isolados de rizobios x condicdo hidrica do solo............ccceeveieiierienen, 45
CAPITULO I

Tabela 3.1. Hospedeiro de origem e local de coleta dos isolados............cccc.vvevvieennene 56

Tabela 3.2. Atributos quimicos do solo utilizado no ensaio.............ccccceeeeveveecieieenneen, 57

Tabela 3.3. Resumo da Anova para as variaveis estruturais, morfolégicas e de
crescimento de plantas de sorgo forrageiro em funcdo da interacdo entre os fatores
isolados de rizobios nativos (1) X doses de N (N)......cceoeeieiieiiei e, 59

Tabela 3.4 - Taxa de aparecimento foliar, Filocrono, Nimero de folhas vivas e Duracédo
de vida das folhas de plantas de sorgo forrageiro em funcéao da interacéo entre os fatores
isolados de rizObios Nativos X d0SES de N.........coeurirririniiie e 60



LISTA DE FIGURAS
CAPITULO |

Figura 1.1. Esquema de resposta das plantas submetidas a condicOes de estresse
abiotico. Fonte: Fritsche-Neto et al., (2011)......ccccvvriiiiirine e e 22

Figura 1.2. Mecanismo de tolerancia a seca pelas RPCV’s. Fonte: Adaptado de
VUrukonda et al., (2016)......c.corveurriiieieiie st e 23

Figura 1.3. Diagrama da relacdo entre as principais caracteristicas morfogénicas e
estruturais das forrageiras e 0s componentes estruturais do pasto, na fase vegetativa.
Fonte: Chapman & Lemaire, 1993, adaptado por Sbrissia & Da Silva,

CAPITULO II

Figura 2.1. Figura 2.1. Analise de componentes principais baseado nas caracteristicas
estruturais, morfogénicas e de promocéo de crescimento do sorgo forrageiro inoculadas
com diferentes isolados de rizobios. Legenda: TApF - Taxa de aparecimento foliar; Fi
- Filocrono; NFV - Numero de folhas vivas por perfilho; DVF - Duracao de vida folha,
TAIF - Taxa de alongamento foliar, TAIC - Taxa de alongamento do colmo; CFF -
Comprimento final da folha; TSeF - Taxa de senescéncia foliar; CFP - Comprimento
final da planta; MSPA — Matéria seca da parte aérea; MSR — Matéria seca radicular e
NT — NItrOQENIO tOTAl.........eiveeie et erae e sr e e enee s 46

CAPITULO IlI1I

Figura 3.1. Taxa de alongamento do colmo (TAIC - cm planta dia) de plantas de sorgo
cv. BRS Ponta negra inoculadas com isolados de rizébios (MTBV12, DPP1, MTP78,
MCLR34, MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis
de adubagcio nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha?, respectivamente: 0; 0,176; 0308

Figura 3.2. Comprimento final das folhas (CFF - cm) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta
negra inoculadas com isolados de riz6bios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34,
MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a diferentes niveis
de adubagio nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha™, respectivamente: 0; 0,176; 0308

Figura 3.3. Taxa de senescéncia foliar (TSeF- cm planta dia™) de plantas de sorgo cv.
BRS Ponta negra inoculadas com isolados de rizobios (MTBV12, DPP1, MTP78,
MCLR34, MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis
de adubagcio nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha?, respectivamente: 0; 0,176; 0308



Figura 3.4. Comprimento final da planta (CFP - cm) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta
negra inoculadas com isolados de rizobios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34,
MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de
adubagcéo nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e

Figura 3.5. Massa seca parte aérea (MSPA - g) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta negra
inoculadas com isolados de rizobios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34, MTBV77 e
0 tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de adubacdo
nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha™, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de
N por vaso). Barras verticais representam o erro padrdo da média..........ccccevververvenne, 66

Figura 3.6. Massa seca do sistema radicular (MSR - g) de plantas de sorgo cv. BRS
Ponta negra inoculadas com isolados de riz6bios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34,
MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de
adubacdo nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha™, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e

Figura 3.7. Nitrogénio total da parte aérea (NT - mg) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta
negra inoculadas com isolados de rizobios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34,
MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de
adubacdo nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha™, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e



CONSIDERA(}OES INICIAIS
CAPITULO Lo,
Referencial Tedrico..................
1.1. Bioma Caatinga.................
1.2. Pastagens naturais e forrag

1.2.2.S0rghum DICOIOT. ..o

SUMARIO

eiras cultivadas no Semiarido.........ccccceevveeeunenn..

1.2.2. Fab&ceas da Caatinga..........coereeerieirerieineeise e

1.3.Rizobactérias promotoras d

e crescimento vegetal (RPCV)......cccccovvvvvinnnene.

1.4.Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio (FBN).........cccccoiriririniiineneeee e,

1.5.Producao de Fitormonios por RCPV’s.......ccccoiiiiiiiiniii e

1.6.0 papel dos microrganismo

1.7.Caracteristicas estruturais, morfogénicas e promoc¢do de crescimento de

s na tolerancia vegetal ao estresse hidrico.........

PlANTAS TOITAGEITAS. .....eiviieieiiect et

Bibliografia..........ccccocevvvivenennn.

(07N =1 1 61 @ T 1 PSSR

PROMOGCAO DE CRESCIMENTO E CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS
E MORFOGENICAS DE SORGO FORRAGEIRO INOCULADOS COM
SOB ESTRESSE HIDRICO........ccccccovvveeunaneen,

RIZOBACTERIAS NATIVAS

RESUMO......coviiveiiie e

ADSETACT. .ottt e e r e ————————

2.1. Introducdo..........ccovevennee.
2.2. Material e Métodos............
2.2.1. Local de pesquisa........

2.2.2. Desenho experimental............cccvoviiecieiiiie e

2.2.3. Obtencéo dos isolados
2.2.4. Instalacdo do experime
2.2.4.1. Caracterizacdo e pr
2.2.4.2. Variedade de sorgo

e MZODIO. ..o,
0100 ET USRS RRPRRN

eparo do SOI0........cccceeveciicie e

2.2.4.3. Inoculacao dos iSOlados...........ccccvveiiviiiieciecie e

2.2.4.4. Condic6es hidricas

2.2.5. Determinacdes e testes

do solo durante 0 cultivo.........ccevvveeeveeeeieene,

24
27
34

34
35
36
37
38
38
38
38
39
39
40
40
40
40



2.2.6. ANALISE HOS AAUOS. .. ettt e e

2.3. Resultados e Discussao

2.5, CONCIUSAO . ..ot ettt ettt e e e e e eeeeeeeeerererearetaraaaraaaaas

Bibliografia

CAPTTULO T oot e e e et e e et e e e e e e s e e e aanens

PROMOCAO DE CRESCIMENTO E CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS
E MORFOGENICAS DE SORGO FORRAGEIRO INOCULADOS COM
RIZOBACTERIAS NATIVAS SOB NIVEIS DE ADUBACAO

NITROGENADA

Resumo......
Abstract......

3L INEFOAUGED. ...ttt bbb eneas
3.2. MAterial € IMBTOTOS. .....coo oo ettt ettt e et et erenerennnee

3.2.1. Loc

3.2.2. Desenho experimental

Al A8 PESQUISA. ...ttt e

3.2.3. Obtencéo dos isolados de rizObio...........cccccevieviiiiecie e,

3.2.4. Instalacao do eXPEriMENTO........cccvvverieeiesiieieeseeieerie e et e e e

3.24.1.
3.24.2.
3.24.3.
3.24.4.

Caracterizacdo e preparo do SOl0..........ccevvereeieiieve e
Variedade d0 SOIQ0......cuieereeieiieriesieie e stee e ene e
Inoculagdo dos iSOIAd0S...........ccvevecieieiie e

A o] [To%: or- o I (=30 N S

3.2.5. DeterminacOes € TESLES. ......ccvevececie sttt

3.3. RESUIAAOS € QISCUSSAD......ce ettt e e e e e e e e e e e e e enens

e CONCIUSAO. ..o ettt e e et e e e e e ee e eeaeeneaans

Bibliografia

52
53
54
55
56
56
56
56
57
57
57
58
58
58
59
68
69



14

CONSIDERACOES INICIAIS

As caracteristicas climaticas da regido Semiarida do Brasil, principalmente a
irregularidade da precipitagdo pluvial e alta temperatura, influenciam negativamente a
disponibilidade de forragem para a pecuéria local, uma atividade economicamente relevante
para essa regido (COUTINHO et al., 2015). Nesse sentido, aumentar a qualidade de forragem
nessa regido é imperativo para o fortalecimento dessa atividade.

O cultivo de forrageiras adaptadas ao clima semiarido como o sorgo forrageiro tem sido
uma das alternativas para elevar a quantidade de forragem no Semiérido do pais. Essa forrageira
tém um grande potencial produtivo, tendo em vista suas caracteristicas multifacetadas
permitindo seu cultivo a diferentes regifes do pais. Todavia as variedades apresentam respostas
contrastantes ao estresse hidrico.

Diferentemente das forrageiras exoticas cultivadas, as plantas nativas da Caatinga séo
naturalmente adaptadas as condic6es edafoclimaticas locais. Algumas dessas plantas associam-
se a microrganismos que lhes confere protecdo contra a dessecacao, promogéo de crescimento,
dentre outros beneficios (KAVAMURA, 2012).

Microrganismos simbiontes como as bacterias diazotréficas, por exemplo, sdo capazes
de reduzir o nitrogénio atmosférico (N2) para amodnia (NHz), suprindo, a0 menos em parte a
demanda de N pela planta (MOREIRA et al., 2010; BOUFFAUD et al., 2016), um nutriente
essencial para a promocéo do crescimento vegetal. O uso de microrganismos na agricultura, se
mostra como uma opcdo para 0 manejo sustentavel, pois o suprimento de N diminui a
dependéncia e 0s impactos negativos causados pelos fertilizantes quimicos.

As bactérias diazotréficas popularmente conhecidas como rizobios, sdo as mais
importantes para a agricultura moderna. Elas estdo, geralmente, associadas a plantas
leguminosas, mas também podem colonizar endofiticamente caules e folhas de plantas nédo
leguminosas (BISWAS et al 2000; SINGH et al. 2006; OZORIO FILHO et al., 2014), podendo
estimular o crescimento da planta, melhorar o aproveitamento dos nutrientes do solo (OZORIO
et al 2016), produzir fitbrmonios, principalmente o AIA (&cido indolacetico), controlar agentes
fitopatogénicos e por meio da resisténcia sistémica adquirida e induzida (TIEN et al., 1979;
VESSEY, 2003; CHANDLER et al., 2008; CORDEIRO, 2017).

Nesse sentido, objetivou-se com este trabalho avaliar o crescimento e as caracteristicas
morfogénicas de plantas de sorgo forrageiro inoculadas com riz6bios oriundos da rizosfera de
leguminosas nativas da Caatinga sob condi¢des hidricas contrastante (Capitulo 1), bem como

avaliagdo da promocdo de crescimento e caracteristicas morfogénicas do sorgo inoculado com
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rizébios isolados de fabaceas da Caatinga e fertilizados com diferentes doses de N (Capitulo

).



CAPITULO |
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1.1. Bioma Caatinga

O bioma Caatinga é considerado o ecossistema de maior influéncia na regido Nordeste
do Brasil. Ocupa uma érea de 1.037.517,80 km2 que corresponde a, aproximadamente, 13% do
territério brasileiro e 70% da Regido Nordeste, incluindo além de estados nordestinos (Paraiba,
Rio Grande do Norte, Piaui, Pernambuco, Ceard, Sergipe, Alagoas e Bahia), também o norte
do Estado de Minas Gerais (ALVES, 2007; SILVA et al., 2017).

O clima predominante conforme a classificacdo de Koppen, é do tipo BSw'h' tropical
seco com a evaporacao excedendo a precipitacdo, marcado também pela ocorréncia de chuvas
sazonais com precipitacdo pluvial escassa e mal distribuida (ANDRADE et al., 2010). A
temperatura média anual varia de 24 a 28 °C, precipitacdo pluvial média de 250 a 1000 mm e
evapotranspiracdo potencial de 2.700 mm/ano, caracterizando um déficit hidrico elevado
(CASSUCE, 2012). Os solos séo, em geral, pouco intemperizados, em funcdo da escassez de
chuvas. Em média, sd@o quimicamente adequados, mas possuem restricdes fisicas, por serem,
em sua maioria, rasos e pedregosos (ARAUJO FILHO, 2013).

A vegetacdo da Caatinga € constituida por uma mistura de espécies herbaceas,
arbustivas e arbdreas que, de acordo com Cassuce (2012), possui grande potencial de producgéo

de forragem, sendo na maioria das vezes, a principal fonte para alimentacdo animal na regido.

1.2. Pastagens naturais e forrageiras cultivadas no Semiarido

A agricultura tradicional na regido Semiarida estd sujeita as mudancas climaticas,
apresentando problemas de rendimentos e de mercado (ALVES et al., 2009). Assim, a pecuéria
tornou-se a principal atividade agropecuaria na Caatinga, tendo como base de sustentacdo a
vegetacdo nativa (MOREIRA et al., 2007). Os recursos forrageiros da Caatinga incluem uma
grande diversidade de plantas (SANTOS et al., 2010; NUNES et al., 2015; SILVA, 2017), mas
a sazonalidade climatica limita o potencial produtivo e nutricional da vegetacao e isso interfere
na producdo animal (SILVA, 2017).

Como nem sempre as condicdes fisiologicas naturais do ambiente sdo respeitadas, as
atividades antropicas costumam impactar negativamente os ecossistemas de pastagem natural
da Caatinga. Desta forma € preciso priorizar a utilizacdo de um manejo sustentavel, além de
torna-se relevante enriquecer a pastagem com forrageiras adaptadas a ambientes que possuem
necessidade hidricas contrastantes utilizadas para producdo de alimentos para animais, tais
como 0 sorgo, que apresenta alto potencial de rendimento em condicBes edafoclimaticas
limitadas (I1JIMA et al., 2016; SILVA, 2017).
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1.2.1. Sorghum bicolor

O sorgo é uma planta do tipo C4, ereta, constituida a partir de um tronco principal com
desenvolvimento dependente do gendtipo e das condi¢Bes de cultivo, como temperatura e fontes
de nutrientes (CIAMPITTI e PRASAD, 2016; SILVA, 2017). De acordo com sua aptidao, as
cultivares de sorgo podem ser classificadas em granifera, forrageira e de duplo propdsito, cuja
diferenciacdo se da através de caracteristicas como mudanca no ciclo, capacidade de producéo
de MS, gréos e também pelo seu porte. O sorgo forrageiro, caracteriza-se pelo porte alto, alta
produtividade de matéria verde, menor proporcdo de paniculas, em torno de 10% de graos
(MATEUS et al.,, 2011; PARENTE et al., 2014).

Dentre as variedades do sorgo, a BRS Ponta Negra apresenta autopoliniza¢éo, sendo de
ciclo médio, com maior precocidade para consumo animal, cerca de 90 dias, enquanto outras
cultivares atingem o ponto ideal aos 100 dias. Tal caracteristica credencia o Ponta Negra como
cultivar viavel para regides com restri¢oes hidricas (SANTOS et al., 2007).

Apesar do alto potencial produtivo, e da grande disponibilidade de cultivares adaptadas
as diferentes regides, muitas vezes, a baixa disponibilidade de nutrientes organicos no solo
limita a produtividade do sorgo (PARENTE et al., 2014).

1.2.2. Fabaceas da Caatinga

A Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) € a principal forma de entrada de nitrogénio
(N) nos ecossistemas naturais (FREITAS et al., 2015) e em sistemas agricolas de subsisténcia.
Em regibes aridas e Semiaridas, leguminosas fixadoras, frequentemente, obtém mais que a
metade de seu N por meio da FBN, porém a quantidade fixada varia muito, dependendo da
especificidade da simbiose e das caracteristicas ambientais (STAHL et al., 2002; RADDAD et
al., 2005; ANDREWS et al., 2011; FREITAS et al., 2015).

A Caatinga € rica em plantas leguminosas, possuindo cerca de 605 espécies (BFG,
2015). Dentre elas, associam-se a rizobios: Mimosa tenuiflora, Mimosa caesalpiniifolia e
Desmanthus pernambucanus (FREITAS et al., 2014; LIMA et al., 2015; DIAS et al., 2019).
Essas plantas sdo adaptadas as condi¢cdes de alta temperatura e distribuicéo irregular de chuvas,
e sdo capazes de crescer e, potencialmente, fixarem nitrogénio, com vantagens sobre outras
espécies que ndo se adaptam ao clima da regido, tornando-se relevantes os estudos dos rizobios
associados a aquelas espécies (MEDEIROS et al., 2009; DIAS, 2018).
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1.3. Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV)

O aprimoramento de tecnologias para producéo agricola no Semiéarido brasileiro precisa
ter como base estratégias que visem a reducdo dos efeitos da baixa disponibilidade hidrica nos
sistemas produtivos, sendo ao uso de inoculantes bacterianos promotores de crescimento
vegetal de plantas forrageiras uma alternativa promissora.

Sustentar a alta producdo é relevante para a agropecuaria moderna, porém é interessante
que essas atividades alterem o minimo possivel os ecossistemas naturais. O uso de rizobactérias
promotoras do crescimento vegetal (RPCV) é uma maneira de diminuir o impacto ambiental
negativo da utilizagdo de fertilizantes quimicos. As RPCV’s sdo bactérias do solo que
colonizam a rizosfera das plantas, crescendo dentro ou ao redor dos tecidos vegetais
estimulando o crescimento da planta por varios mecanismos (KLOEPPER e SCHROTH, 1978;
PEREZ-MONTANO et al., 2014).

Estirpes de RPCV’s tém sido indicadas como biofertilizantes por sua capacidade de
promover o crescimento vegetal (SOUSSI et al., 2015). Com base em seu mecanismo de acao,
as RPCV’s podem ser usadas em inoculos de trés formas gerais: biofertilizante, fitoestimulador

e biopesticida ou biocontrole (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Formas de RPCV’s ¢ seus mecanismos de agdo no que se refere ao estimulo do

crescimento vegetal

Formas RPCV Definicéo Mecanismos de acdo  Referéncias

Substdncia contendo  microrganismos Fixacdo biologica de Vessey (2003)
vivos que quando aplicado na semente, nitrogénio
Biofertilizantes  superficie do solo ou planta, coloniza a

rizosfera e promove o crescimento das Utilizagao de fosforo  Somers et al

plantas, através do aumento de nutrientes insoldvel (2004)
para a planta hospedeira
Microrganismos com capacidade de Producédo de Lugtenberg et
produzir fitorménios tais como: 4acido fitormonios al. (2002)
Fitoestimulador indolacetico, acido giberélico, citoquininas Somers et al
e etileno (2004)
Producéo de Vessey (2003)
Microrganismos que promovem o antibiéticos e
Biocontrole crescimento das plantas controlando siderdforos
agentes fitopatogénicos Resisténcia sistémica Chandler et al.

adquirira e induzida (2008)
Fonte: Bhattacharyya e Jha (2012)
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1.4. Fixacao Biologica de Nitrogénio (FBN)

O Nitrogénio é o nutriente mais requerido quando se trata do crescimento e producgéo
vegetal. O nitrogénio atmosférico (N2), entretanto, ndo pode ser aproveitado pelos vegetais,
sendo necessario a sua conversao em aménia. Essa conversdo se da mais eficientemente através
da fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) realizada por grupos especificos de bactérias que
possuem a enzima nitrogenase (BISWAS e GRESSHOFF, 2014; BRAGA, 2016).

Os microrganismos que interagem simbioticamente com hospedeiros especificos,
formando estruturas especializadas para fixar o nitrogénio, recebem o nome de microrganismos
diazotréficos simbioticos. Estdo agrupados em dois grupos principais de bactérias, os rizébios
Alfa-proteobactérias que se associam, essencialmente, com plantas da familia Fabaceae
(popularmente denominadas de leguminosas) e as Frankia Actinobactérias que se associam a
uma gama mais ampla de plantas (FRANCHE et al., 2009; DIAS, 2018).

A FBN € muito associada a bactérias do género Rhizobium que fazem simbiose com
plantas leguminosas, todavia o termo “rizobio” é usado para uma gama de outros géneros que
fixam N atmosférico. A FBN néo ocorre, exclusivamente em plantas leguminosas, pois existem
plantas de outras familias que formam associa¢fes assimbidticas, com bactérias de vida livre,
tais como: Azospirillum, Azobacter, Gluconoacetobacter, entre outras. A fixacdo biologica de
nitrogénio € um tanto complexa, sendo necessarios varios genes nif (nifH, nifD, nifY, nifB,
nifQ, nifE, nifN, nifX, nifS, nifV, nifW, nifZ) na genética dos microrganismos para a sintese
da nitrogenase (FRANCHE et al., 2009).

Quando se estuda o processo de FBN em plantas ndo leguminosas é importante
considerar a influéncia exercida pelo genotipo da planta no processo de interacdo com 0s
potenciais fixadores de N2, além dos fatores abidticos do meio e da competitividade com os
demais microrganismos locais e o desempenho dos diferentes genotipos do hospedeiro
(BERGAMASCHI et al., 2007; DOBEREINER, 1997; REIS JUNIOR et al., 2000; OLIVEIRA,
2012; SILVA, 2017).

Embora a associacdo entre rizobios e plantas leguminosas seja mais comum, existem
evidéncias de poderem colonizar, também, caules e folhas de plantas ndo leguminosas (YANNI
e DAZZ0, 2010; OSORIO FILHO et al., 2014; HAHN et al., 2014; OSORIO FILHO et al.,
2016). Os rizébios que vivem no interior da planta hospedeira, sdo capazes de solubilizar fosfato
de célcio, 6xidos de zinco, sintetizar fitormdnios e sider6foros, realizar controle biolégico (acdo
antagbnica a determinados fungos e bactérias patogénicas) e induzir resisténcia sistémica ao
hospedeiro (HALLMANN et al, 1997, BABALOLA, 2010; HAYAT et al, 2010,
SOKOLOVA et al., 2011; CORDEIRO, 2017).
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1.5. Producio de Fitormoénios por RCPV’s

A producdo de fitormdnios por RCPV’s pode estimular o crescimento do sistema
radicular e, consequentemente melhorar a capacidade do uso de nutrientes e dgua das plantas
hospedeiras, tornando-se indispensavel e um grande avango para uma agricultura sustentavel.

Dentre os horménios vegetais as auxinas sao 0s responsaveis pelo estimulo do
crescimento vegetal, sendo o &cido indol-3-acético (AlA) a principal delas. Cerca de 80% dos
microrganismos isolados da rizosfera de culturas agricolas possuem a capacidade de sintetizar
e liberar auxinas como metabdlitos secundarios (AHEMAD e KIBRET, 2014). Varias vias de
biossintese do AIA também sdo utilizadas por bactérias, podendo uma Unica estirpe bacteriana
apresentar mais de uma via. O nivel de expressdo de AIA depende da via de biossintese,
localizagdo dos genes envolvidos, as sequéncias reguladoras de DNA cromossdmico ou
plasmidico e a presenca de enzimas que podem converter AIA livre ativo numa forma
conjugada inativa (PATTEN e GLICK, 1996; SILVA, 2017).

As bactérias benéficas, predominantemente, sintetizam AIA através da via do &cido
indol-3- piravico, uma via alternativa dependente em L-triptofano (SPAEPEN et al., 2007). Ao
avaliar rizébios isolados de leguminosas forrageiras nativas do Semiarido brasileiro, Dias
(2018) observou que, em sua presenca foram produzidas diferentes quantidades de Compostos
Inddlicos (Cls), sendo maior nas amostras onde houve acréscimo de L-triptofano. Estudando a
producéo de Cls, e o efeito da inoculacdo de rizébios em gramineas forrageiras, Machado et al.
(2013), relataram que os rizobios foram capazes de produzir Cls num ambiente com pequena e
grande concentracdo de L-triptofano e, consequentemente, os rizobios avaliados promoveram

0 crescimento de vegetal.

1.6. O papel dos microrganismos na tolerancia vegetal ao estresse hidrico

O estresse é uma forca ou condicdo adversa que inibe o funcionamento de um sistema
biologico (JONES e JONES, 1989; KAVAMURA, 2012). Ha estresses causados por fatores
bidticos como patdgenos, insetos, roedores e abidticos, como frio, calor, salinidade, seca,
excesso de agua, radiacdo, poluentes, vento e perda de nutrientes do solo (MAHAJAN e
TUTEJA, 2005; KAVAMURA, 2012).

Os estresses abidticos podem acarretar em efeitos nas plantas a partir de alteracdes da
expressdo génica e do metabolismo celular (FRITSCHE NETO et al., 2011). A severidade,
duracdo e o tempo de exposicdo com que um fator é imposto, influenciam a resposta das plantas
ao estresse hidrico, mas também podem influenciar os tecidos afetados, a fase de

desenvolvimento e o gendtipo vegetal (Figura 1.1).
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Caracteristica Caracteristica Resposta Resultado
de estresse da planta
Crgo
tecido em
(uestdo — Sobrevivéncia
- Tolerdncia e crescimento
Duragio
Estresse
Ambiental Estadio de
Temp. Exposicio desenvolvimento Suscetibilidade
Morte
Gendtipo
Comb. Estresses

Figura 1.1. Esquema de resposta das plantas submetidas a condicdes de estresse abi6tico
Fonte: Fritsche-Neto et al. (2011).

A resposta ao estresse pode gerar uma serie de consequéncias que irdo afetar o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Dependendo do nivel de tolerancia e
susceptibilidade ao estresse, a planta pode apenas sobreviver, mesmo com seu desenvolvimento
prejudicado, ou morrer.

A protecdo de plantas contra os fatores de estresse ambiental pode ser adquirida de duas
formas: inoculando-se microrganismos capazes de promover crescimento em condicGes de
estresse, ou entdo, pela insercdo de genes de resisténcia ao estresse em plantas via engenharia
genética (KAVAMURA, 2012).

O isolamento de uma linhagem de Bacillus sp em cactaceas nativas da Caatinga que foi
capaz de mitigar os efeitos da seca impostos a plantas de milho, com significativa melhora no
crescimento (KAVAMURA et al., 2013). Os mesmos autores apontam que as bactérias isoladas
de ambientes secos sdo mais tolerantes ao estresse por seca, sendo capazes de aumentar o teor
de &gua na planta sob estresse hidrico, promovendo também seu crescimento devido a
mecanismos de acdo encontrados nos isolados.

O papel dos microrganismos no crescimento da planta, o0 manejo de nutrientes e a
atividade de biocontrole € muito bem estabelecida. Esses microrganismos benéficos colonizam
a rizosfera e conferem tolerancia a seca através da producdo de exopolissacarideos (EPS),
fitormdnios, 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase, compostos volateis, induzindo o
acumulo de osmolitos, antioxidantes, aumento ou diminuicdo na regulacdo de genes
responsivos ao estresse e alteracdo na morfologia radicular na aquisicdo da tolerancia a seca
(VURUKONDA et al., 2016) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Mecanismos de tolerancia a seca pelas RPCV’s. Fonte: Adaptado de Vurukonda et
al., (2016).

A producdo de 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase, pelas RPCV’s em
condicdes de estresse hidrico, funciona da seguinte forma: essa enzima, catalisa a degradacao
do &cido laminociclopropano-1- carboxilico (ACC), o precursor do horménio vegetal etileno,
em a-cetobutirato e amdnia, diminuindo os niveis de etileno produzidos pelas plantas
submetidas a estresse e, consequentemente, os danos a planta (ALI et al., 2014).

Ao isolarem bactérias da rizosfera de milho em meio de cultivo contendo ACC, como
Unica fonte de nitrogénio, Shaharoona et al. (2006), observaram uma correlacéo positiva entre
a producdo de ACC deaminase e o alongamento radicular quando realizaram testes de
promoc¢do de crescimento em milho sob condi¢Bes axénicas. Com isso, concluiram que a
selecdo de bactérias com base na presenca da enzima ACC deaminase é uma ferramenta
eficiente na escolha de RPCPs, podendo ser utilizada como biofertilizante para auxiliar no
crescimento vegetal.

Apesar de constituido majoritariamente por carboidratos, os Exoplossicarideos (EPS)
sdo formados por diferentes biomoléculas, como proteinas, acidos nucleicos, fosfolipideos e
varios compostos organicos de distintos grupos funcionais, além de constituintes inorganicos
(SINGH et al., 2011; GOMES et al., 2016). Os EPS formados em torno das raizes, aderindo as
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superficies externas que contém umidade suficiente, funcionando como uma rede de material
fibrilar que conecta permanentemente a bactéria a superficie radicular (NASEEM et al., 2018),
por isso em caso de estresse hidrico a producdo desses EPS é utilizada como recursos contra a
dessecacdo da célula bacteriana.

1.7. Caracteristicas estruturais, morfogénicas e promocdo de crescimento de plantas
forrageiras

A caracterizagdo de variaveis relacionadas ao crescimento é fundamental para se
entender o desenvolvimento de uma planta, em determinadas circunstancias, pois, apesar de as
caracteristicas morfogénicas (alongamento de colmo e folhas, aparecimento de folhas e duracéo
de vida da folha) serem determinadas geneticamente, e elas séo altamente influenciadas por
variaveis ambientais, como temperatura e disponibilidade hidrica e de nutrientes (FISCHER e
SILVA 2001; COUTINHO et al., 2015), como podemos observar no diagrama contido na
Figura 1.3.

A combinacdo dessas variaveis morfogénicas determina as seguintes caracteristicas
estruturais: relagdo lamina/colmo, tamanho da folha, densidade populacional de perfilho e
numero de folhas vivas por perfilho. As folhas véo receber influéncia da qualidade da luz e do
indice de aérea foliar (IAF), refletindo-se no manejo. Além disso, as caracteristicas estruturais
e morfogénicas também estdo relacionadas com as avaliacbes de promogédo de crescimento
vegetal. A caracterizacdo de plantas forrageiras, atraves de avaliagdes morfogénicas é relevante
para elaboracdo de estratégias e tomada de decisGes para melhor explorar o seu potencial
produtivo (MARTINI et al., 2019).
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Figura 1.3. Diagrama da relacdo entre as principais caracteristicas morfogénicas e estruturais
das forrageiras e 0s componentes estruturais do pasto, na fase vegetativa Fonte: Chapman e
Lemaire, 1993, adaptado por Sbrissia e Da Silva, 2008.

A promocéo de crescimento pelas RPCV’s se da por varias caracteristicas destas e sua
interacdo com as plantas, tais como, fixacao biologica de N, producao de fitbrmonios, maior
competicdo por nutrientes, producéo de sider6foros como antagonismo contra fitopatdégenos e,
aumento da disponibilidade de minerais como fosforo, dentre outros, sendo avaliada nas
pesquisas por meio de caracteristicas de producdo de matéria seca (MS) e da quantificacdo do
nitrogénio da parte aérea e do sistema radicular da planta.

Em algumas pesquisas foi avaliada a promogdo de crescimento vegetal associada as
RPCV’s, com abordagem de conteudos relevantes. Como exemplo, Kavamura et al. (2013)
investigaram rizobacteérias de cactos do Semiarido brasileiro e, encontraram bactérias cultivadas
em meio com reduzida disponibilidade hidrica, com a possibilidade de serem consideradas
xerotolerantes. Em hibridos de milho enquanto Hahn et al. (2013) avaliaram inoculacdo de
rizobios isolados de nddulos de leguminosas como promotores de crescimento. Osério Filho et
al. (2016), ao estudarem a inducéo de crescimento de arroz, inoculado com rizébios associados
a niveis de adubacdo nitrogenada, observaram aumento da producdo de matéria seca, com a
elevacdo das doses aplicadas de N, e constataram que 0s que 0s rizobios testados estimularam o
crescimento das plantas, com a possibilidade de diminuir as doses de N aplicadas na cultura.

Desta forma, a exploracdo de sistemas pastoris de forma sustentavel, com menor uso de
insumos minerais sem prejuizos aos rendimentos, pode ser obtida com o uso de rizébios

fixadores de nitrogénio, cuja acdo pode ser complementada por mecanismos diretos de
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promogdo de crescimento de gramineas cultivadas (MACHADO et al., 2017). Esses autores
verificaram que assim como na interacdo entre rizbios e leguminosas, a interagdo entre
rizébios e plantas de sorgo depende da afinidade entre as bactérias e a planta.

Para compreender os beneficios que as RPCV’s proporcionam a culturas, mais esforgos
no desenvolvimento de inoculantes devem ser feitos, para se avaliar novas estirpes e tipos de
formulagdes de inoculantes. Ao se persistir no beneficio ambiental das RPCV’s e na melhor
eficiéncia dos inoculantes bioldgicos, as doses de fertilizantes quimicos podem ser reduzidas
desde que se garanta a produtividade desejada de forragem. Além disso, a utilizacdo de
inoculacdo bioldgica é uma pratica promissora e com potencial para o desenvolvimento do
manejo sustentavel, nos casos de ecossistemas semiaridos, é importante priorizar um bom
planejamento das atividades préaticas da producdo, pensando sempre em atender as necessidades

do presente sem afetar os beneficios das geragdes futuras.
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PROMOGCAO DE CRESCIMENTO E CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E
MORFOGENICAS DE SORGO FORRAGEIRO INOCULADOS COM
RIZOBACTERIAS NATIVOS SOB ESTRESSE HIDRICO

RESUMO:

A criacdo de ruminantes é uma das atividades econdmicas mais importantes para a regiao
semiarida do Nordeste do Brasil, mas a baixa produtividade das forrageiras cultivadas em
sistema de sequeiro tém limitado a produtividade dos rebanhos. Nesse contexto, a adogéo de
tecnologias sustentaveis como o uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas pode
representar uma alternativa para melhorar a producéo de forragem cultivada em sistema de
sequeiro nessa regido. Neste sentido, avaliou-se o crescimento e as caracteristicas morfogénicas
em plantas de sorgo forrageiro (Sorghum bicolor L.) inoculadas com rizobactérias nativas e
cultivadas sob condices hidricas contrastantes. O experimento foi conduzido em vasos na casa
de vegetacdo num delineamento inteiramente ao acaso com arranjo fatorial duplo 6 x 3. A
inoculacgéo foi realizada com os 5 isolados (MTBV12, MTBV77, MTP78, MCLR34 e DPP1)
de rizébios de espécies forrageiras nativas Mimosa tenuiflora, Desmanthus pernambucanus e
Mimosa caesalpiniifolia (MT, DP e MC), mais um tratamento controle, associados a niveis de
condig&o hidrica normal, estresse hidrico moderado e estresse hidrico severo (80%, 40% e 20%
de agua disponivel no solo), com 4 repeticdes, com total de 96 unidades amostrais. Foram
avaliadas as caracteristicas morfogénicas, estruturais e de promocao de crescimento do sorgo
forrageiro. Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo programa estatistico
ASSISTAT e analise de componentes principais (PCA) com o auxilio do software estatistico
R. Os resultados indicam que as rizobactérias afetaram positivamente a producao de biomassa
forrageira do sorgo (massa seca da parte aérea), inclusive sob estresse hidrico. Elas também
beneficiaram as taxas de alongamento de folha e do colmo, bem como o comprimento final da
planta mesmo em estresse severo. As rizobactérias associadas a D. pernambucanus (DPP1) e
M. tenuiflora (MTBV77, MTP78 e MTBV12) tém potencial para atenuacdo dos efeitos do
estresse hidrico e promocao do crescimento de sorgo forrageiro para cultivo em sistema de
sequeiro na regido semiarida do Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Forragem cultivada. Graminea. Estresse hidrico. Bactérias diazotroficas.
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GROWTH PROMOTION AND STRUCTURAL AND MORPHOGENIC
CHARACTERISTICS OF FORAGE SORGHUM INOCULATED WITH NATIVE
RHIZOBACTERIA UNDER WATER STRESS

ABSTRACT:

The creation of ruminants is one of the most important economic activities for the semi-arid
region of Northeast Brazil, but the low productivity of forages cultivated in rainfed systems has
limited the productivity of herds. In this context, the adoption of sustainable technologies such
as the use of bacteria that promote plant growth may represent an alternative to improve the
production of forage grown in rainfed systems in this region. In this sense, it was evaluated the
growth and morphogenic characteristics of forage sorghum plants (Sorghum bicolor L.)
inoculated with native rhizobacteria and grown under contrasting water conditions. The
experiment was conducted in pots in the greenhouse in a completely randomized design with a
6 x 3 double factorial arrangement. The inoculation was performed with the 5 isolates
(MTBV12, MTBV77, MTP78, MCLR34 and DPP1) from rhizobia of native forage species
Mimosa tenuiflora, Desmanthus pernambucanus and Mimosa caesalpiniifolia (MT, DP and
MC), plus a control treatment, associated with normal water condition levels, moderate water
stress and severe water stress (80%, 40% and 20% of water available in the soil), with 4
repetitions, with a total of 96 sample units. The morphogenic, structural and growth promotion
characteristics of forage sorghum were evaluated. The results were subjected to analysis of
variance by the statistical program ASSISTAT and principal component analysis (PCA) with
the aid of the statistical software R. The results indicate that rhizobacteria positively affected
the production of sorghum forage biomass (dry mass of the aerial part), even under water stress.
They also benefited from leaf and stem elongation rates, as well as the final plant length even
under severe stress. The rhizobacteria associated with D. pernambucanus (DPP1) and M.
tenuiflora (MTBV77, MTP78 and MTBV12) have the potential to mitigate the effects of water
stress and promote the growth of forage sorghum for rainfed cultivation in the semiarid region
of Northeast Brazil .

Keywords: Cultivated forage. Grass. Water stress. Diazotrophic bacteria.



37

2.1. Introdugéo

A regido Nordeste do Brasil abriga o maior e o mais isolado ntcleo de Floresta Tropical
Sazonalmente Seca da América do Sul, denominada “Caatinga”, que ocupa aproximadamente
11% do territorio nacional (SILVA et al., 2017; LIMA et al., 2018).

Cerca de 605 espécies de leguminosas (Fabaceae) crescem naturalmente na “Caatinga”
(BFG 2015). As espécies desta familia de plantas podem estabelecer simbiose com bactérias
diazotroficas que as ajudam a prosperar nesse ambiente. As bactérias diazotrdficas,
coletivamente chamadas de rizGbios ou rizobactérias, colonizam as raizes das plantas
leguminosas formando nddulos onde transformam o nitrogénio (N) atmosférico (N2) em
(NH3), disponibilizando-o para as plantas em troca de carboidratos (DIAS et al., 2019).

Mimosa tenuiflora, Mimosa caesalpiniifolia e Desmanthus pernambucanus séo espécies
de leguminosas arboreas nativas da “Caatinga” que formam associagdes simbidticas com
rizobactérias (FREITAS et al., 2014; LIMA et al., 2015; DIAS et al., 2019). Essas rizobacteérias,
por sua vez, possuem potencial para uso na agricultura de sequeiro como forma de suprir total
ou parcialmente as necessidades de N de culturas alimenticias e forrageiras.

Embora a fixacdo biologica de N por rizobactérias ocorra especificamente com plantas
leguminosas (LINDSTROM e MOUSAVI, 2019), varios estudos tém demonstrado que elas
também podem promover o crescimento de plantas ndo leguminosas (YANNI e DAZZO, 2010;
OSORIO FILHO et al., 2014; HAHN et al., 2014; OSORIO FILHO et al., 2016). Isso por que,
0s rizébios no estado de vida livre fixam N usando o suprimento de carboidratos do ambiente
que se torna disponivel para plantas ndo leguminosas, caracterizando assim um sistema
associativo nao simbiético (DELWICHE e WIJLER, 1956; BARBER e LYNCH 1977,
MAHMUD et al., 2020). Além disso, também produzem exopolissacarideos que podem ajudar
na tolerancia das plantas a seca, assim como fitormonios promotores de crescimento (acido
indolacético - AlA), compostos volateis, alteracdo na morfologia radicular entre outros
(VURUKONDA et al., 2016).

Nesse contexto, plantas forrageiras ndo leguminosas como o sorgo (Sorghum bicolor
L.), podem ser beneficiadas por rizobactérias, sobretudo em regiGes semiaridas onde nem
sempre as condi¢des hidricas e a fertilidade do solo sdo satisfatdrias para suprir as necessidades
dessa cultura (ASSEFA et al., 2010; ANDRADE JUNIOR et al., 2020). De fato, o uso de
rizobactérias promotoras de crescimento em gramineas cultivadas tem sido considerada uma
alternativa promissora para exploracdo sustentavel de forragem, por diminuir a dependéncia de
fertilizantes sintéticos (MACHADO et al., 2018; DUARTE et al., 2020).
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Tendo em vista a necessidade de melhorar a produgdo de forragem cultivada no
Semiarido brasileiro, objetivou-se com este estudo avaliar o crescimento e as caracteristicas
morfogénicas de plantas de sorgo forrageiro (S. bicolor L.) inoculadas com rizobactérias

associadas a leguminosas arboreas nativas da “Caatinga” sob condigdes de estresse hidrico.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Local de Pesquisa

O experimento foi conduzido em ambiente protegido (estufa com teto semicircular
coberto com filme de polietileno e laterais revestidas com tela antiafidica) no Departamento de
Fitotecnia e Ciéncias Ambientais do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba (CCA/UFPB) localizado na cidade de Areia, estado da Paraiba, Brasil.

2.2.2. Desenho experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com arranjo
fatorial duplo (6x3). O primeiro fator correspondeu a inoculagdo com cinco isolados de rizdbio
e um tratamento controle (plantas ndo inoculadas), e o segundo fator por trés condicdes hidricas

do solo (80%, 40% e 20% de agua disponivel no solo).

2.2.3. Obtencéo dos isolados de rizobio

Os isolados utilizados foram obtidos da rizosfera das leguminosas arboreas Mimosa
tenuiflora, Mimosa caesalpiniifolia e Desmanthus pernambucanus. Por meio da técnica de
PCR, verificou-se que alguns dos isolados possuiam os genes nifH (DPP1, MCLR34 e MTP78)
e nifH+nodC (MTBV12 e MTBV77) confirmando sua identidade como rizobactérias (DIAS,
2018) (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Nome, hospedeiro de origem e local de coleta dos isolados

Isolado Hospedeiro de origem Local de coleta

MTBV12 Mimosa tenuiflora Boa Vista - Paraiba, Brasil
MTBV77 Mimosa tenuiflora Boa Vista - Paraiba, Brasil
MTP78 Mimosa tenuiflora Pocinhos - Paraiba, Brasil
MCLR34 Mimosa caesalpiniifolia Lagoa de Roca - Paraiba Brasil

DPP1 Desmanthus pernambucanus  Pocinhos - Paraiba, Brasil
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A caracterizacdo fenotipica bésica dos isolados (Tabela 2.2) revelou que todos os
isolados produziram AIA (279,1 a 309,1 ug mL-1 na presenca de L- triptofano) e
exopolissacarideos. Apenas MTBV12, DPP1 e MCLR34 foram capazes de solubilizar fosfato
de célcio, enquanto MCLR34, MTBV77 e DPP1 apresentaram sensibilidade & salinidade
(DIAS, 2018).

Tabela 2.2. Caracteristicas fenotipicas dos isolados

Producdo de AIA Producéo de Solubilizacdo de fosfato Tolerancia a

Isolado 1 . . . -

(ug mL™) exopolissacarideos de célcio salinidade
MTBV12 309,1 Pouca Sim Tolerante
MTBV77 308,5 Média Né&o Tolerante
MTP78 307,3 Otima Né&o Sensivel
MCLR34 279,1 Média Sim Tolerante
DPP1 289,3 Média Sim Sensivel

2.2.4. Instalagdo do experimento
2.2.4.1. Caracterizacéo e preparo do solo
O solo utilizado no ensaio foi coletado da camada de 0-20 cm, apresentava textura

franco-arenosa e 0s seguintes atributos quimicos (Tabela 2.3):

Tabela 2.3. Atributos quimicos do solo utilizado no ensaio.

Atributos quimicos Valor
Acidez do solo

pH (H20) 6,1

Al*3 0,10 cmols/dm?®
H*+ AL*® 2,76 cmol/dm®
Cations trocaveis

Ca*? 1,72 cmol/dm?®
Mg*? 0,98 cmol/dm?
K* 0,16 cmol/dm®
Na* 0,00039 mg/dm?
Macronutrientes aniénicos

P 35,87 mg/dm?®
Fertilidade

SB 2,86 cmol/dm?®
CTC 5,72 cmol/dm®

Propriedades
Matéria organica 17,44 g kg

O solo foi seco, peneirado (6,0 mm) e colocado em vasos plasticos com capacidade para
5,0 kg.
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2.2.4.2. Variedade de sorgo

Utilizou-se o cultivar de sorgo forrageiro BRS Ponta negra, langcada em 2007 pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), para cultivo nos biomas brasileiros
Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga. A mesma apresenta tolerancia a seca e alta producdo de
biomassa com baixo custo. Possui altura média de 2,00 - 2,20 m, floracdo entre 60-70 dias ap6s
a semeadura, panicula semiaberta e sementes taniferas de cor marrom clara (EMBRAPA,
2020).

2.2.4.3. Inoculacdo dos isolados

Os isolados foram cultivados em meio liquido Dyg’s (caldo de cultivo) por 48 h até o
final da fase exponencial do crescimento (em torno de 109 células por mL). A inoculagdo foi
realizada logo apds a semeadura aplicando-se 2,0 mL de caldo de cultivo por semente. A
condig&o hidrica do solo foi mantida em 100% ate o 10 ° dia apds a emergéncia (DAE), quando
se realizou um desbaste das plantulas excedentes, deixando-se apenas uma delas por vaso. Uma

reinoculagdo foi realizada aos 24 DAE, utilizando-se 2,0 mL de caldo de cultivo por plantula.

2.2.4.4. Condicdes hidricas do solo durante o cultivo

Do 11 ao 70 ° DAE os niveis de disponibilidade hidrica do solo foram ajustados para
80% (condicdo normal) 40% (estresse hidrico moderado) e 20% (estresse hidrico severo) de
agua disponivel no solo, baseando-se nos calculos de dgua disponivel no solo a partir de analises
de conteudo de agua do solo, nivel de umidade equivalente ao da capacidade de campo e ponto
de murcha permanente (SOUZA et al., 2002).

2.2.5. Determinacdes e testes

As avaliacdes foram realizadas semanalmente durante 53 dias, mensurando-se 0:
comprimento da planta, comprimento das laminas foliares (expandidas, em expansdo e em
senescéncia), comprimento do pseudocolmo/colmo (altura do solo até a ligula da Gltima folha
expandida) e namero de folhas. Com esses dados foram calculados: taxa de aparecimento foliar
(folhas planta dia™®), filocrono (dias folha planta), taxa de alongamento foliar (cm planta dia
1), taxa de alongamento de colmos (cm planta dia™), nimero de folhas vivas por planta (niimero
de folhas planta?), duragdo da vida foliar (dias) e a taxa de senescéncia foliar (cm planta dia™).

Aos 70 dias DAE foi determinada a massa seca das raizes e da parte aérea das plantas
por meio de secagem a 65 °C em estufa de circulagdo forcada de ar até atingirem peso constante.

O teor de N da massa seca foi determinado por meio do método da combustéo seca usando um
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analisador elementar TruSpec LecoSorb CN (Leco, EUA). O teor de N na parte aérea foi
calculado multiplicando-se a quantidade de N da massa seca (%) pelo peso da massa seca da

parte aérea (g) x 10 (fator de correcéo).

2.2.6. Analise dos dados

Os dados atenderam aos pressupostos para analise paramétrica, entdo foram submetidos
a analise da variancia (ANOVA) (Tabela 4), cujas analises foram realizadas utilizando-se o
software estatistico ASSISTAT versdo 7.7 beta (SILVA e AZEREDO, 2016). A abordagem
estatistica multivariada usando analise de componentes principais (PCA) foi realizada para fins
exploratorios e executada utilizando-se o software estatistico R versdo 3.4.1 (R CORE TEAM,
2019).

2.3. Resultados e Discussao
Houve interacdo entre os fatores (isolados de rizébio x condicdo hidrica) para a maioria
das caracteristicas avaliadas, exceto para NFV por planta, MSPA, MSR e NT (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Resumo da Anova para as variaveis estruturais e morfogénicas e de promocao do
crescimento de plantas de sorgo forrageiro em funcéo da interacéo entre os fatores isolados de

rizobios nativos x condicao hidrica do solo.

Fonte de variacéo

Caracteristica Residuo CV (%)

Inoculante (1) Condicdo hidrica (CH) Ix CH
............................................... Quadrado MEdio........ccccevivivicriiieisrseiene

TApF 0,0007** 0,0064** 0,0002** 0,00009 4,42
Filocrono 0,2879** 2,6275** 0,1291** 0,01223 3,90
NFV 0,9138** 0,3888™ 0,3055™ 0,22680 9,66

DVF 4,1330** 28,324** 2,7097** 0,44500 2,47

TAIF 0,0488** 0,7122** 0,0270** 0,00228 6,32
TAIC 0,0213** 0,5136** 0,0059** 0,00026 4,40

CFP 154,79** 2095,8** 59,821** 7,72708 4,12

TSeF 0,0308** 0,3982** 0,0110** 0,00052 4,04
MSPA 11,507** 121,14** 1,8563™ 2,36857 19,5
MSR 3,4210™ 15,236** 1,3599m 1,86611 311

NT 351,54 4845, 7** 55,349™ 162,330 22,3

Grau de liberdade 5 2 10 54
*Significativo pelo teste F a 5%; ** Significativo pelo teste F a 1%; | = Inoculantes; CH: Condicéo hidrica; CV:

coeficiente de variagdo; GL: Grau de liberdade; TApF: Taxa de aparecimento foliar; NFV: Numero de folhas vivas
por perfilho; DVF: Duragdo de vida folha; TAIF: Taxa de alongamento foliar; TAIC: Taxa de alongamento do
colmo; TSeF: Taxa de senescéncia foliar; e CFP: Comprimento final da planta; MSPA: Massa seca da parte aérea;
MSR: Massa seca radicular e NT: Nitrogénio total.
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As plantas cultivadas sob condicdo hidrica normal apresentaram maior taxa de
aparecimento foliar (TApF) quando inoculadas com MTBV12 e MTBV77 (Tabela 2.5). Esses
isolados juntamente com DPP1 e MTP78, também proporcionaram maior TApF em estresse
hidrico moderado, mas em estresse hidrico severo foi a inoculagdo com DPP1 que proporcionou
TApF mais elevada do que os demais isolados. Além disso, as plantas inoculadas com
MTBV12, DPP1 e MTP78 apresentaram TApF superior ao das plantas ndo inoculadas em
condi¢des de estresse hidrico moderado e severo.

Na condicéo hidrica normal, a inoculagdo com MTBV12 reduziu o filocrono (FI) das
plantas em comparacdo com os demais isolados. Esse isolado juntamente com DPP1l e
MTBV77 tambeém gerou plantas com menor FI em estresse hidrico moderado, mas em estresse
hidrico severo foram as plantas inoculadas com DPP1 quem apresentaram menor FI (Tabela
2.5).

O aumento na TApF das plantas de sorgo forrageiro promovida pela inoculagdo com
MTBV12, DPP1, MTP78 e MTBV77 esta relacionado com a reducdo do intervalo entre o
aparecimento de duas folhas consecutivas (Fi), pois essas caracteristicas sdo inversamente
proporcionais, Machado et al. (2018) relataram quando inocularam rizobactérias em capim
suddo (Shorghum sudanense L. cv BRS. Estribo) o que resultou em maior producdo de
forragem.

Tabela 2.5. Taxa de aparecimento foliar, filocrono, nimero de folhas vivas e duracdo de vida
foliar de plantas de sorgo forrageiro em funcao da interacédo entre a inoculacdo com isolados de

rizobios x condicéo hidrica do solo.

Condigdo hidrica Isolados de riz6bios Controle Média
MTBV12 DPP1 MTP78 MCLR34 MTBV77
............................. Taxa de aparecimento foliar (folhas dia-1 planta-1).........c.ccccceevnnee
Normal (80%) 0,25aA 0,22aB 0,23aB 0,22aB 0,24aA 0,22aB 0,22
Estresse moderado (40%) 0,20bA 0,21aA 0,20bA 0,19bB 0,21bA 0,19bB 0,20
Estresse severo (20%) 0,20bB 0,21aA 0,20bB 0,19bC 0,19cC 0,18bC 0,19
Média 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,19
............................................... Filocrono (dias folha™)........cccccevivereienrciinrcees e
Normal (80%) 4,16 bB 4,59A 4,52bA 4,71bA 4,45cA 4,57bA 4,50
Estresse moderado (40%) 4,96aB 4,72aB 5,12aA 5,18aA 4,86bB 5,18aA 5,00
Estresse severo (20%) 5,06aB 4,72aC 5,06aB 5,18aB 5,30aA 5,44aA 512
Média 472 4,67 4,90 5,02 4,87 5,06
......................................... Numero de folhas vivas (planta™).........cccee.eevereevieeiiieiennns
Normal (80%) 5,50 4,75 5,25 4,75 5,50 4,50 5,04
Estresse moderado (40%) 5,00 4,25 5,00 5,00 5,00 4,50 4,79
Estresse severo (20%) 5,50 5,00 475 5,00 475 475 4,95
Média 5,332 4,66B 5,00A 491A 5,08A 4,588
............................................ Duracéo de vida das folhas (dias) ......ccccoeevvvvienirneiineennn
Normal (80%) 26,22bA  26,09aA  24,72bB 25,98bA  26,42bA 25,66CA 25,85
Estresse moderado (40%) 26,64bB  26,71aB  26,24aB 28,24aA 27,31bB 26,98bB 27,02
Estresse severo (20%) 28,29aB  27,32aC  27,15aC 26,5bC 29,65aA 29,2aA 28,02
Média 27,05 26,7 26,04 26,91 27,79 27,28

Médias seguidas por letras mindsculas na coluna e maidsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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A inoculacdo com MTBV12, MTBV77, MTP78 e MCLR34 produziu plantas com
maior nimero de folhas vivas (NFV) em comparacdo com as ndo inoculadas e quelas inoculadas
com DPP1 (Tabela 2.5). A inoculagdo com MTBV12, DPP1, MCLR34 e MTBV77 em
condicdo hidrica normal proporcionou maior duracdo da vida foliar (DVF), mas em condic6es
de estresse hidrico moderado e severo os maiores valores de DVF foram verificados nas plantas
inoculadas com MTBV77 e MCLR34 (Tabela 2.5). O NFV apesar de ser uma caracteristica
definida geneticamente, sua expressdo pode ser alterada por deficiéncias nutricionais e hidricas
(HODGSON, 1990; SILVA et al., 2012). Por outro lado, os maiores valores de TAIF nas plantas
inoculadas indicam que houve maior renovacgédo dos tecidos foliares, por isso as folhas dessas
plantas permaneceram vivas (DVF) por menos tempo.

A taxa de alongamento foliar (TAIF) das plantas inoculadas com DPP1, MTP78,
MCLR34 e MTBV77 foi superior ao das plantas ndo inoculadas em todas as condi¢des hidricas,
mas aquelas inoculadas com MTBV12 apresentaram a mesma TAIF que as ndo inoculadas sob

estresse hidrico moderado (Tabela 2.6).

Tabela 2.6. Taxa de alongamento foliar, taxa de alongamento de colmo, comprimento final das
folhas, comprimento final da planta e taxa de senescéncia foliar de plantas de sorgo forrageiro

em funcéo da interacdo entre a inoculacdo com isolados de rizébios x condicao hidrica do solo.

Isolados de rizébio
Condigéo hidrica Controle  Média
MTBV12 DPP1 MTP78  MCLR34  MTBV77

Normal (80%) 1,09aA 0,89aB 0,89aB 0,85aB 1,08aA 0,79C 0,93
Estresse moderado (40%) 0,63bC 0,76bB 0,83bA 0,73bB 0,84bA 0,62bC 0,73
Estresse severo (20%) 0,60bA 0,63cA 0,61cA 0,63cA 0,57cA 0,50cB 0,59
Média 0,77 0,76 0,77 0,74 0,83 0,64

........................... Taxa de alongamento de colmo (cm planta dia™).........c...cceveeververnnen.
Normal (80%) 0,54aC 0,54aC 0,49aD 0,57aB 0,6aA 0,41aE 0,52
Estresse moderado (40%) 0,31bC 0,42bA 0,35bB 0,32bC 0,32bC 0,26bD 0,33
Estresse severo (20%) 0,22cC 0,26CA 0,27cA 0,24cB 0,23cB 0,18cD 0,23
Média 0,35 0,40 0,36 0,38 0,38 0,28

....................................... Comprimento final da planta (cm planta™?).........cccccoeveeeevinnnnnne.

Normal (80%) 84,82aA 77,80aB 73,15aC 83,97aA 79,40aA 67,85aD 77,83
Estresse moderado (40%)  63,77bB 69,40bA  66,72bA 62,35bB 69,97bA 58,82bC 65,17
Estresse severo (20%) 61,80bA 62,17cA  61,45cA 59,00bB 58,2cB 54,95bB 59,59
Média 70,13 69,79 67,1 68,44 69,19 60,54

............................... Taxa de senescéncia foliar (cm planta dia™®)..........ccceevveveereirirrnnnn,
Normal (80%) 0,68aA 0,72aA 0,69aA 0,65aB 0,69aA 0,69aA 0,69
Estresse moderado (40%) 0,51bC 0,64bA 0,66aA 0,53bC 0,60bB 0,46bD 0,56
Estresse severo (20%) 0,49bA 0,50cA 0,49bA 0,42cB 0,36cC 0,31cD 0,43
Média 0,56 0,62 0,61 0,53 0,55 0,49

Meédias seguidas por letras mindasculas na coluna e mailsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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A diminuicdo da TAIF promovida pela restrigdo hidrica verificada neste estudo decorre
provavelmente da: diminuicdo do alongamento dos tecidos vegetais devido ao estresse hidrico
como reportado por Ferraz et al., (2012) e Kirchner et al., (2017). Por outro lado, a elevada
TAIF nas plantas inoculadas, mesmo sob restri¢do hidrica, indica que as rizobactérias também
foram capazes de atenuar os efeitos do estresse hidrico sobre essa caracteristica. De fato, essas
rizobactérias produzem exopolissacarideos (Tabela 2.2) que apesar de serem produzidos por
esses microorganismos visando aumentar a tolerancia dos mesmos a seca, também pode ajudar
indiretamente a proteger as plantas do estresse hidrico (PUTRIE et al., 2013).

Neste trabalho, os baixos valores de TAIC nas plantas cultivadas em estresse hidrico
resultaram em diminuicdo da massa seca da parte aérea das plantas que, por sua vez, diminui o
rendimento de massa seca de forragem (Tabela 2.6). Porém os maiores valores de TAIC nas
plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas chamam atencéo para a funcdo das
rizobactérias como promotoras de crescimento e atenuadoras do estresse hidrico em sorgo
forrageiro.

As plantas inoculadas com MTBV12, MTBV77 e MCLR34 em condicdo hidrica normal
apresentaram comprimento final (CFP) superior ao das plantas ndo inoculadas e inoculadas com
DPP1 e MTP78. Em contraste, a inoculacdo com DPP1, MTP78 e MTBV77 proporcionou
maior CFP em estresse hidrico moderado e MTBV12, DPP1 e MTP78 em estresse hidrico
severo. Embora os efeitos da inoculagcdo com os isolados de rizobio sobre o CFP tenha sido
diferente nas trés condigdes hidricas, todos eles proporcionaram maior CFP em relacdo as
plantas ndo inoculadas (Tabela 2.6). O aumento do CFP de sorgo forrageiro induzido pelas
rizobactérias também foi verificado por Machado et al., (2016) em sorgo (Sorghum moench cv.
BRS810) e outras gramineas forrageiras como capim sudao (Shorghum sudanense L. cv BRS.
Estribo) e milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Brown cv. BRS1503) inoculadas com
rizobactérias.

A menor taxa de senescéncia foliar (TSeF) em condicdo hidrica normal foi verificada
nas plantas inoculadas com MCLR34, mas em estresse hidrico moderado e severo todas as
plantas inoculadas apresentaram maior TSeF do que as plantas ndo inoculadas (Tabela 2.6).
Neste estudo, as rizobactérias aceleraram a TSeF das plantas de sorgo forrageiro,
semelhantemente ao efeito promovido pela adubacdo nitrogenada em plantas forrageiras, mas
isso geralmente reduz a qualidade da forragem produzida, pois as por¢oes verdes da planta sao
as mais nutritivas para a dieta animal (COSTA et al. 2013; COUTINHO et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2019). Todavia, esse inconveniente pode ser facilmente contornado pelo

aproveitamento da forragem antes que ocorra a senescéncia.
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Embora a restricdo hidrica tenha reduzido a massa seca da parte aérea (MSPA) das
plantas, a inoculagdo com os isolados aumentou a MSPA das plantas em comparagdo com as
plantas ndo inoculadas nas trés condi¢des hidricas (Tabela 2.7). Em sintese, sugere-se que as
alteracdes estruturais, morfogénicas e na MSPA das plantas de sorgo forrageiro inoculadas
possam ser atribuidas ao estimulo promovido pelo Al A produzido pelas rizobactérias utilizadas
(Tabela 2), pois essa € uma auxina que promove crescimento vegetal (SPAEPEN et al., 2007;
OSORIO FILHO et al, 2014). Isso foi claramente demonstrado ao Se comparar as
caracteristicas estruturais e morfogénicas e a MSPA das plantas de sorgo inoculadas com as
nao inoculadas, sendo este fato também comprovado por Kavamura et al. (2013) ao inocular
rizobactérias isoladas de cactaceas nativas do Semiarido brasileiro em plantas do milho (Zea
mays L.).

Tabela 2.7. Massa seca da parte aérea, massa seca do sistema radicular e nitrogénio total da
parte aérea de plantas de sorgo forrageiro em funcdo da interacdo entre a inoculacdo com

isolados de rizobios x condicdo hidrica do solo.

Condigéo hidrica Isolados de rizobio Controle Média

MTBV12 DPP1 MTP78  MCLR34 MTBV77
....................................... Matéria seca da parte aérea (g planta?).......cccccovvereveeseeeeerenenenns

Normal (80%) 10,44 10,56 10,64 11,50 11,39 7,60 10,36 a
Estresse moderado (40%) 7,51 8,38 7,44 6,11 8,05 571 7,20b
Estresse severo (20%) 5,96 7,07 6,10 5,87 6,46 4,66 6,02 ¢
Média 7,97 A 8,67 A 8,06 A 7,84 A 8,63 A 5,99 B

.......................................... Matéria seca radicular (g planta™)........cccccocvvvvvieeieeereveiie s
Normal (80%) 5,49 5,44 5,01 5,09 4,68 4,79 5,08 a
Estresse moderado (40%) 5,53 4,47 5,78 3,63 411 3,86 4,56 a
Estresse severo (20%) 4,01 4,73 3,17 2,93 3,72 2,56 3,52b
Média 5,01 4,88 4,65 3,88 4,17 3,73

................................................ Nitrogénio total (Mg planta™)..........ccccevvvereinreisiieisieiie e
Normal (80%) 47,94 41,75 42,78 36,77 40,78 35,73 40,96 b
Estresse moderado (40%) 64,22 65,08 66,69 56,34 66,79 55,21 62,39 a
Estresse severo (20%) 75,15 62,71 69,67 62,83 79,16 57,49 67,84 a
Média 62,44 56,52 59,71 51,98 62,24 49,47

Médias seguidas por letras minusculas na coluna e mailsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

A massa seca radicular (MSR) e o teor de nitrogénio total da parte aérea (NT) das plantas
inoculadas com os isolados de rizébio ndo diferiram das plantas ndo inoculadas. Em contraste,
a restricdo hidrica reduziu a MSR mas aumentou o teor de NT das plantas (Tabela 2.7).

A semelhanca no teor de NT das plantas inoculadas e ndo inoculadas sugere que as
rizobactérias ndo fixaram N. De fato, a fixacdo bioldgica de N dessas bacterias ocorre apenas
em associacdo simbidtica com plantas leguminosas (LINDSTROM e MOUSAVI, 2019).

Todavia, como podem fixar N usando o suprimento de carboidratos do ambiente no estado de
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vida livre (BARBER e LYNCH, 1977; DELWICHE e WIJLER, 1956; MAHMUD et al., 2020)
esperava-se que houvesse incremento de N no sistema. Em contraste, os beneficios dessa
associacao foram comprovados por Osério Filho et al., (2016) ao verificarem que a inoculacdo
do arroz com rizobactérias estimulou o seu crescimento e aumentou o suprimento de N do
sistema, possibilitando diminuir as doses desse nutriente aplicadas.

O maior teor de NT nas plantas de sorgo forrageiro em condi¢des de estresse hidrico
verificadas pode ser considerado uma resposta clara a esse tipo de estresse como demonstrado
por Haberle et al., (2008) e Jahanzad et al., (2013). Esse aumento de N nos tecidos pode ter sido
em decorréncia da sintese e acimulo de proteinas Late Embryogenesis Abundant (LEA) como
verificado por Coelho et al., (2010) e Verdoy et al., (2014).

A anélise exploratoria dos dados usando ACP revelou que os tratamentos formaram
quatro grupos de similaridade. Num deles se encontra o controle (sem inoculagao) claramente
afastado dos tratamentos que receberam inoculagdo com os isolados de rizobio. Observa-se
também que os valores mais elevados relacionados a maioria das caracteristicas morfogénicas
e de crescimento estdo voltados para a direita em CP1. Os isolados MTBV12 e MTBV77
tenderam a apresentar valores de TAIF, TApF, NFV, CFP, MSPA e NT superiores em relagédo
aos demais, enquanto os isolados MTP78 e DPP1 tenderam a apresentar maior MSR (Figura
2.1).
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Figura 2.1. Analise de componentes principais baseado nas caracteristicas estruturais,
morfogénicas e de promocdo de crescimento do sorgo forrageiro inoculadas com diferentes
isolados de rizébios. Legenda: TApF - Taxa de aparecimento foliar; Fi -Filocrono; NFV -
Numero de folhas vivas por perfilho; DVF - Duracdo de vida folha, TAIF - Taxa de
alongamento foliar, TAIC - Taxa de alongamento do colmo; CFF - Comprimento final da folha;
TSeF - Taxa de senescéncia foliar; CFP - Comprimento final da planta; MSPA — Matéria seca
da parte aérea; MSR — Matéria seca radicular e NT — Nitrogénio total.
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A associagdo dos isolados MTBV77, MTP78, DPP1 e principalmente o MTBV12, com
as caracteristicas mais relevantes para fins forrageiros sugere que essa rizobactérias possuem
potencial para melhorar a producgéo de sorgo forrageiro cultivado em sistema de sequeiro no
Semiarido brasileiro, pois além da promocao de crescimento e atenuagdo dos efeitos do estresse
hidrico, os mesmos tolerantes a salinidade (MTBV12 e MTBV77), sdo capazes de solubilizar
fosfato de célcio (MTBV12 e DPP1) e produzem exopolissacarideos (Tabela 2.2), o que lhes
conferem uma vantagem adaptativa em relacdo a rizObios ndo nativos comumente

comercializados no mercado.

2.4. Concluséao

As rizobactérias associadas a leguminosas arbdreas nativas do Semiarido brasileiro
alteram a morfogénese e promovem o crescimento das plantas de sorgo forrageiro inclusive em
condicdes de estresse hidrico, resultando em um incremento positivo na producéo de biomassa
forrageira. As rizobactérias associadas a Desmanthus pernambucanus (DPP1) e Mimosa
tenuiflora (MTBV77, MTP78 e MTBV12) tém potencial para atenuacéo dos efeitos do estresse
hidrico e para promogéo do crescimento na cultura do sorgo forrageiro explorada em sistema

de sequeiro, na regido semiarida do Nordeste do Brasil.
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PROMOCAO DE CRESCIMENTO E CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E
MORFOGENICAS DE SORGO FORRAGEIRO INOCULADOS COM
RIZOBACTERIAS NATIVAS SOB NIVEIS DE ADUBACAO NITROGENADA

RESUMO:

A prospeccdo de rizobios nativos adaptados e resistentes as condigdes edafocliméticas do
Semiarido pode beneficiar a producdo de forragem cultivada nessa regido. Desta forma,
avaliou-se a promocao de crescimento e as caracteristicas morfogénicas do sorgo em funcdo da
inoculagdo com rizdbios nativos de fabaceas da Caatinga associados com doses de N. O
experimento foi conduzido em vasos na casa de vegetacdo no delineamento inteiramente ao
acaso com arranjo fatorial duplo 6 x 4. A inoculagéo foi realizada com os 5 isolados (MTBV12,
MTBV77, MTP78, MCLR34 e DPP1) de rizébios de espécies forrageiras nativas Mimosa
tenuiflora, Desmanthus pernambucanus e Mimosa caesalpiniifolia (MT, DP e MC), mais um
tratamento controle sem inoculacdo, associados a niveis de adubacdo nitrogenada (0, 40, 70 e
100kg de N/ha), com 4 repeticdes, com total de 96 unidades amostrais. As caracteristicas
morfogénicas e estruturais avaliadas foram: taxa de aparecimento foliar (TApF), filocrono (FI),
taxa de alongamento foliar (TAIF), taxa de alongamento do colmo (TAIC), duracédo de vida da
folha (DVF), nimero de folhas vivas (NFV), taxa de senescéncia foliar (TseF), comprimento
final da folha (CFF), comprimento final da planta (CFP). Também foram avaliadas a massa
seca da parte aérea (MSPA), materia seca da raiz (MSR) e quantificacdo do nitrogénio total
(NT). Os resultados foram submetidos a analise de variancia e regressédo pelo programa R.
Houve interacéo entre os fatores de isolados de rizobios nativos e doses de N (I x N), para as
variaveis: MSPA, MSR, NT, TAIF, TSeF, TAIC, CFF e CFP. Ao contrario, essas outras
variaveis ndo apresentaram interacdao: TApF, filocrono, NFV e DVF do Sorgo cv. BRS Ponta
negra. Dentre os inoculantes avaliados alguns apresentaram maior NT (MTBV12, DPP1 e
MTP78), maiores MSPA (MTP78, MTBV12 e MTBV77) e MSR (MCLR34), indicando a
promocéao de crescimento desses rizdbios. A maioria dessas variaveis apresentaram crescimento
linear a medida que se aumentaram as doses de N. A adubacdo nitrogenada ndo pode ser
dispensada totalmente, porém os inoculantes podem permitir uma economia na utilizacdo dos
fertilizantes nitrogenados, reduzindo os custos de producdo e contribuindo para um manejo
sustentavel.

Palavras-chave: Caatinga. Bactérias nativas. Gramineas. Nitrogénio.



54

GROWTH PROMOTION AND STRUCTURAL AND MORPHOGENIC
CHARACTERISTICS OF FORAGE SORGHUM INOCULATED WITH NATIVE
RHIZOBACTERIA UNDER LEVELS OF NITROGEN FERTILIZATION

ABSTRACT:

The prospecting of native rhizobia adapted and resistant to the edaphoclimatic conditions of the
Semi-Arid region can benefit the production of forage grown in this region. In this way, the
growth promotion and the morphogenic characteristics of sorghum were evaluated as a function
of inoculation with native rhizobia of fabaceas from the Caatinga associated with doses of N.
The experiment was conducted in pots in the greenhouse in a completely randomized design
with an arrangement 6 x 4 double factorial. Inoculation was performed with the 5 isolates
(MTBV12, MTBV77, MTP78, MCLR34 and DPP1) from rhizobia of native forage species
Mimosa tenuiflora, Desmanthus pernambucanus and Mimosa caesalpiniifolia (MT, DP and
MC), plus one treatment control without inoculation, associated with nitrogen fertilization
levels (0, 40, 70 and 100kg of N / ha-1), with 4 replications, with a total of 96 sample units. The
morphogenic and structural characteristics evaluated were: leaf appearance rate (TApF),
phyllochron (FI), leaf elongation rate (TAIF), stem elongation rate (TAIC), leaf life span (DVF),
number of leaves (NFV), leaf senescence rate (TseF), final leaf length (CFF), final plant length
(CFP). Shoot dry mass (MSPA), root dry matter (MSR) and quantification of total nitrogen
(NT) were also evaluated. The results were subjected to analysis of variance and regression by
the program R. There was interaction between the factors of native rhizobia isolates and doses
of N (I x N), for the variables: MSPA, MSR, NT, TAIF, TSeF, TAIC, CFF and CFP. On the
contrary, these other variables showed no interaction: TApF, phyllochron, NFV and DVF of
Sorgo cv. BRS Ponta negra. Among the inoculants evaluated, some showed higher NT
(MTBV12, DPP1 and MTP78), higher MSPA (MTP78, MTBV12 and MTBV77) and MSR
(MCLR34), indicating the promotion of growth of these rhizobia. Most of these variables
showed linear growth as the doses of N. increased. Nitrogen fertilization cannot be totally
dispensed, however inoculants can allow savings in the use of nitrogen fertilizers, reducing
production costs and contributing to sustainable management. .

Keywords: Caatinga. Native bactéria. Grasses. Nitrogen.
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3.1. Introdugéo

A utilizacdo de inoculantes bacterianos capazes de promover o crescimento vegetal e
fixar nitrogénio (N) é uma opcdo promissora para uma agricultura mais sustentavel, pois
aumentam a produtividade e diminuem a dependéncia por fertilizantes industrializados. Os
rizébios nativos de regides Semidridas, além de possuirem caracteristicas de promocao de
crescimento, sdo resistentes a estresses abiodticos e bidticos, sendo a sua prospec¢do imperativa
para 0 desenvolvimento de novos inoculantes bioldgicos que podem ser a ‘“chave” para
melhorar a oferta de forragem para os ruminantes (DIAS, 2018).

O N é um macronutriente essencial para as plantas, estando diretamente associado a
producdo vegetal. Porém, quando aplicado ao solo esta sujeito a perdas e contaminagdes, as
quais variam com a atividade microbiana, o clima, as propriedades quimicas e fisicas do solo e
com o estadio fenoldgico da planta (OSORIO FILHO et al., 2016). A inoculacéo bioldgica visa
melhorar o aproveitamento dos nutrientes beneficiando o solo e, ainda, & economicamente
viavel para os produtores.

Quando se fala em suprimento de N as culturas, bactérias como rizobios sdo bastante
importantes, pois tém a capacidade de fixar o N atmosférico, em simbiose com plantas
leguminosas. Em gramineas ocorre de forma diferente, pois os rizobios ndo formam estruturas
nodulares nas raizes, mas podem estimular seu crescimento (YANNI & DAZZO, 2010;
OSORIO FILHO et al., 2014; HAHN et al., 2014; OSORIO FILHO et al., 2016) e protecio
com capacidade de solubilizar fosfato de célcio, 6xidos de zinco, sintetizar fitohormdnios e
sideroforos, realizar controle bioldgico (acdo antagdnica a determinados fungos e bactérias
patogénicas) e induzir resisténcia sistémica na planta hospedeira (HALLMANN et al., 1997,
BABALOLA, 2010; HAYAT et al., 2010, SOKOLOVA et al., 2011; CORDEIRO, 2017).

Partindo do pressuposto que 0s rizobios sdo benéficos para plantas ndo leguminosas,
justifica-se estudar seus efeitos em gramineas forrageiras cultivadas, a exemplo do sorgo
(Sorghum bicolor L.). Essa cultura apresenta boa producdo de matéria seca mesmo sob estresse
ambiental, e consideravel valor nutritivo, além da utilizacdo de seus grdos, na alimentacdo
humana e na bioenergia (CIAMPITTI e PRASAD, 2016; SILVA, 2017). A caracterizacdo dessa
espécie forrageira, através de avaliacdes morfogénicas, se faz necessaria para elaboracdo de
estratégias e tomada de decisdes visando melhor explorar o seu potencial produtivo (MARTINI,
et al., 2019).

Dessa forma estudos relacionados a promocéo de crescimento do sorgo pela inoculacao
das bactérias, sdo de extrema importancia por visarem a utilizacdo de um manejo sustentavel

dos recursos naturais e preservacdo da diversidade dos agroecossistemas da regido Semiarida.
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Por isso objetivou-se avaliar a promogdo de crescimento e caracteristicas morfogénicas do

sorgo inoculado com rizdbios isolados de fabaceas da Caatinga e fertilizados com doses de N.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Local de Pesquisa

O experimento foi conduzido em ambiente protegido (estufa com teto semicircular
coberto com filme de polietileno e laterais com tela antiafidica) nas dependéncias do
Laborat6rio de Analises de Sementes do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
da Paraiba (UFPB), Areia, estado da Paraiba, Brasil.

3.2.2. Desenho experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com arranjo
fatorial duplo 6 x 4. O primeiro fator correspondeu a inoculagéo com cinco isolados de rizobio
e um tratamento controle (sem inoculacéo), e, 0 segundo fator por quatro niveis de adubacao
nitrogenada (0; 0,176; 0,308 e 0,440g de N por vaso que equivaleram a: 0, 40, 70 e 100 kg de
N hal).

3.2.3. Obtencéo dos isolados de rizobio
Os isolados selecionados produziram alto teor de AIA (309,1 - 279,1 ug mL-1) in vitro

em um estudo realizado por Dias (2018) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Hospedeiro de origem e local de coleta dos isolados

Isolado Hospedeiro de origem Local de coleta

MTBV12 Mimosa tenuiflora Boa Vista - Paraiba, Brasil
MTBV77 Mimosa tenuiflora Boa Vista - Paraiba, Brasil
MTP78 Mimosa tenuiflora Pocinhos - Paraiba, Brasil
MCLR34 Mimosa caesalpiniifolia Lagoa de Roca - Paraiba Brasil

DPP1 Desmanthus pernambucanus Pocinhos - Paraiba, Brasil
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3.2.4. Instalagéo do experimento
3.2.4.1. Caracterizacéo e preparo do solo

O solo utilizado no ensaio foi coletado da camada de 0-20 cm no municipio de Areia,
estado da Paraiba, Brasil, com textura franco-arenosa e o0s atributos quimicos listados na Tabela
3.2:

Tabela 3.2. Atributos quimicos do solo utilizado no ensaio.

Atributos quimicos Valor
Acidez do solo

pH (H20) 6,1

Al*3 0,10 cmol/dm®
H*+ AL* 2,76 cmol/dm?®
Cations trocaveis

Ca*? 1,72 cmol/dm?®
Mg*? 0,98 cmolc/dm?
K* 0,16 cmol/dm®
Na* 0,00039 mg/dm?®
Macronutrientes aniénicos

P 35,87 mg/dm?®
Fertilidade

SB 2,86 cmol/dm?®
CTC 5,72 cmol/dm®

Propriedades
Matéria organica 17,44 g kg*

O solo foi seco, peneirado (6,0 mm) e colocado em vasos plasticos com capacidade para
5,0 kg. O conteudo de agua do solo foi mantido proximo da capacidade de campo durante todo

0 ensaio

3.2.4.2. Variedade de sorgo

Utilizou-se a cultivar de sorgo forrageiro BRS Ponta Negra, lancada pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) em 2007, para ser utilizada nos biomas
brasileiros Cerrado, Mata atlantica e Caatinga. Apresenta tolerancia a seca e alta producéao de
biomassa com baixo custo. Possui altura média de 2,00 - 2,20 m, floracéo entre 60-70 dias ap06s
a semeadura, panicula semiaberta e sementes taniferas de cor marrom claro (EMBRAPA,
2020).
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3.2.4.3. Inoculacéo dos isolados

Os isolados foram cultivados em meio liquido Dyg’s (caldo de cultivo) por 48 h até o
final da fase exponencial do crescimento (em torno de 109 células por mL). A inoculacdo foi
realizada logo apds a semeadura (quatro sementes por vaso) aplicando-se 2,0 mL de caldo de
cultivo por semente. A condi¢o hidrica do solo foi mantida em 100% de &gua disponivel no
solo, até o 10 ° dia ap6s a emergéncia (DAE), quando se realizou desbaste das plantulas
excedentes, deixando-se apenas uma por vaso. Uma reinoculacao foi realizada aos 24 DAE das
plantas (2,0 mL de caldo de cultivo por semente).

3.2.4.4. Aplicacdo de N

Os tratamentos com adubacéo nitrogenada de 0, 40, 70 e 100kg de N ha? receberam,
respectivamente, 0,0; 0,176; 0,308 e 0,440g de N/vaso na forma de ureia, sendo metade da dose
aplicada aos 4 DAE e restante aos 24 DAE.

3.2.5. Determinacdes e testes

As avaliacdes foram realizadas semanalmente durante 42 dias, sendo mensurados:
comprimento da planta, comprimento das laminas foliares expandidas, em expansdo e em
senescéncia (porcao verde do limbo), comprimento do pseudocolmo/colmo (altura do solo até
a ligula da dltima folha expandida), e nimero defolhas. Esses dados foram utilizados para se
estimar a taxa de aparecimento de folhas (TApF, folhas perfilho™* dia), o filocromo (dias folha
! perfilho), a taxa de alongamento de colmos (TAIC, cm perfilho™ dia), o comprimento final de
folha (CFF, cm perfilho™), o nimero de folhas vivas por perfilho (NFV, n° de folhas perfilho-
1), a duracio de vidas das folhas (DFV, dias) e a taxa de senescéncia de folhas (TSeF, cm
perfilho? dia).

Aos 60 dias de cultivo das plantas, foram determinadas a massa seca das raizes e da
parte aérea secas por meio do método da estufa (secagem a 65 °C em estufa de circulacdo
forcada de ar até atingirem peso constante). A massa seca foi moida em moinho tipo Wiley e o
teor de N determinado por meio do método da combustdo seca usando um analisador elementar
TruSpec LecoSorb CN (Leco, EUA). O nitrogénio acumulado na parte aérea foi calculado por
meio da multiplicacdo do teor de nitrogénio (em %) pela massa da parte aérea (em g) x 10 (fator
de correcdo).

Os dados atenderam aos pressupostos para analise paramétrica e foram submetidos a
analise da varidncia (ANOVA) (Tabela 3.3). Quando houve interacdo entre os tratamentos,

foram realizadas analises de regressdo para o fator dose de N para cada isolado. Quando nédo
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houve interacdo, as médias de cada isolado, nas quatro doses de N testadas, foram submetidas
ao teste de Tukey (p<0,05). As andlises foram realizadas pelo programa estatistico R (R CORE
TEAM, 2018).

3.3.  Resultados e Discusséo

Houve interacdo entre os fatores (isolados de rizGbios nativos e doses de N) para as
caracteristicas TAIC, CFF, TSeF, CFP, MSPA, MSR e NT enquanto TApF, Filocrono, NFV e
DVF apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos apenas para cada fator isolado
(Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Resumo da Anova para as variaveis estruturais, morfoldgicas e de crescimento de
plantas de sorgo forrageiro em fungéo da interacao entre os fatores isolados de rizébios nativos
() x doses de N (N).

Fontes de variacéo

Quadrados Médios Inoculantes Nitrogénio XN RESIDUO CV(%)
....................................... Quadrados Médios.............cccvcvrrenne.
TApF 0,00089** 0,03004** 0.00025" 0.00025 4,0
Filocrono 0,0646* 2,5850** 0,02690™ 0,0211 4,3
NFV 0,9167** 4,7778** 0,3278™ 0,1944 7,0
DVF 2,6813** 5,6981** 0,1012"™ 0,3945 2,6
TAIC 0,1932** 1,7053** 0,0706** 0,0361 4,4
CFF 30,950** 759,62** 7,8500%* 2,4800 3,2
TSeF 0,0064** 0,2917** 0,0042** 0,0015 5,6
CFP 799,70** 9622,6** 204,0** 8,1000 2,3
MSPA 58,620** 1499,5** 13,23** 1,6300 6,8
MSR 36,523** 109,45** 3,549** 0,6210 10,3
NT 187,29** 639,34** 8,30** 0,7600 1,6
Grau de liberdade 3 5 15 72
*Significativo pelo teste F a 5%; ** Significativo pelo teste F a 1%; ns= ndo significativo. | = inoculantes (DPP1,
MTBV77 , MTP78, MTBV12 e MCLR34 e o tratamento controle (Sem inoculante)); N = niveis de

adubacdo nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por vaso).
TApF: Taxa de aparecimento foliar, TAIC: Taxa de alongamento do colmo, CFF: Comprimento final da folha,
NFV: Namero de folhas vivas por perfilho, DVF: Duracéo de vida folha, TSeF: Taxa de senescéncia foliar e CFP:
Comprimento final da planta. MSPA: Matéria seca da parte aérea, MSR: Matéria seca do sistema radicular, NT:
Nitrogénio total da parte aérea, CV = coeficiente de varia¢do; GL = Grau de liberdade.

A taxa de aparecimento foliar (TApF) respondeu positivamente a elevacdo das doses de
N, sendo o melhor desempenho verificado na dose de N mais elevada (100kg de N ha*) (Tabela
3.4). A TApF ¢ influenciada por fatores ambientais, dentre eles 0s nutrientes e principalmente
o0 nitrogénio (POMPEU et al., 2009; RODRIGUES et al., 2018).

Os tratamentos com isolados de rizébios apresentaram valores de TApF superiores ao

tratamento controle sem inoculagio (Tabela 3.4). E importante ressaltar que uma maior TApF
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favorece a um aumento na emissdo de novas folhas e, consequentemente numa area foliar mais
abrangente, o que pode permitir cortes mais frequentes da planta. Ao avaliar rizébios isolados
de Fabaceas da Caatinga Dias et al., (2019) ressaltam serem resistentes em situacGes de estresse

ambiental, caracteristicas favoraveis para obtencao de inoculantes bioldégicos promissores.

Tabela 3.4 - Taxa de aparecimento foliar, Filocrono, Numero de folhas vivas e Duracdo de vida
das folhas de plantas de sorgo forrageiro em funcéo da interacdo entre os fatores isolados de
rizébios nativos x doses de N.

Adubacio Tratamentos
nitrogenada DPP1 MTBV77 MTP78 MTBV12 MCLR34 S/ Média
................ Taxa de aparecimento foliar (folhas dia? planta?)...............
100kg de N ha't 0,379 0,393 0,379 0,386 0,379 0,364 0,388a
70kg de N hat 0,371 0,357 0,364 0,343 0,357 0,343 0,365b
40kg de N hat 0,350 0,350 0,364 0,357 0,350 0,336 0,360b
Okg de N ha't 0,307 0,293 0,293 0,307 0,300 0,278 0,305¢
Média 0,352A 0,348 0,350A 0,348A 0,346AB 0,331B
.................................. Filocrono (dias folha™)........cccceecveveeeeeeerereirennn,
100kg de N ha't 2,64 2,55 2,64 2,60 2,64 2,75 2,64c
70kg de N hal 2,69 2,80 2,76 2,92 2,80 2,80 2,80b
40kg de N hat 2,86 2,86 2,75 2,80 2,86 2,99 2,85b
Okg de N ha'! 3,26 3,42 3,44 3,26 3,34 3,64 3,3%
Média 2,86B 2,91AB 2,90AB 2,89B 2,91AB 3,05A
............................... Namero de folhas vivas (planta™)........c.cceceeeieviiennnan,
100kg de N ha'! 6,25 6,25 5,75 6,00 6,25 5,25 5,96a
70kg de N hat 5,75 5,75 6,00 5,00 5,50 5,25 5,54b
40kg de N ha 5,75 5,25 5,75 5,50 5,50 5,00 5,46b
Okg de N ha't 5,00 5,00 4,50 5,25 5,00 5,00 4,88c
Média 5,69A 5,56A 5,50A 5,44AB 5,56A 5,00B
............................ Duragéo de vida das folhas (dias) .......c.ccoeveiverirenenn
100kg de N ha'! 21,0 20,5 20,5 20,5 20,7 19,4 20,4c
70kg de N hat 21,3 21,1 21,1 21,1 21,5 20,3 21,1b
40kg de N hat 21,3 21,3 21,2 21,3 21,6 20,7 21,2ab
Okg de N ha'? 21,9 21,9 21,5 21,8 21,8 20,9 21.6a
Média 21,4A 21,2A 21,1A 21,2A 21,4A 20,3B

Médias seguidas por letras minGsculas na coluna e maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. 0, 40, 70 e 100kg de N ha, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N/vaso.

O Filocrono (FI) foi inversamente proporcional a TApF, sendo observado menores
valores nos tratamentos com inoculantes (DPP1 e MTBV12; valores de: 2,86 e 2,89 dias folha™
! respectivamente) em comparagdo com o tratamento controle (S/1; 0,305 dias folha*) (Tabela
3.3). As doses maiores de N também favoreceram a uma diminuicdo nos valores de FI. Esses
resultados demonstram que a adubacdo nitrogenada e a inoculacdo com isolados de rizébios

reduzem o FI, pois aceleram a emisséo de novas folhas.
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Quando submetidas a doses crescentes de adubacgdo nitrogenada (0, 75, 150 e 225 mg
dm= de N), espécies de Brachiaria brizantha e B. decumbens avaliadas por Silva et al., (2009)
também reduziram os valores de Fl, sempre que se aumentaram a adubagdo nitrogenada. Este
fato tem relevancia, pois as folhas constituem a parte da planta com maior valor nutritivo para
0s animais, sendo que, em cortes sucessivos, a adubagdo nitrogenada com 100 kg de N/ha
(0,440g de N por vaso) e os inoculantes DPP1 e MTBV12 contribuird, sem davida, para o
menor tempo de recuperagdo das plantas. As plantas atingim o nimero maximo de folhas vivas
por perfilho mais precocemente ja que o intervalo entre o aparecimento de folhas sucessivas
serd menor (SILVA et al., 2012).

O Numero de folhas vivas (NFV) apresentou crescimento linear com a elevacdo das
doses de N e também respondeu positivamente a inoculacdo com os isolados de rizobium que
apresentaram valores superiores ao tratamento controle (Tabela 3.4), acompanhando os
resultados da TApF que também foi maior. O NFV é relativamente constante para cada espécie
e ocorre, em determinado momento para cada folha que senesce, surgimento de uma nova folha,
isto se da devido ao mecanismo decorrente do tempo limitado de vida da folha, que é
determinado por caracteristicas genéticas e influenciado por condi¢fes climaticas e de manejo
(HODGSON, 1990; SILVA et al., 2012).

A duracdo de vida das folhas (DVF) decresceu com a elevacdo das doses de N e
respondeu positivamente a inoculacdo com os isolados de rizobios que apresentaram valores
superiores ao tratamento controle (Tabela 3.4). Esses resultados da DVF séo relevantes, pois a
DVF apresenta um papel fundamental no manejo de pastagens, uma vez que é indicador da
intensidade e frequéncia de pastejos para que se tenham indices de areas foliares proximos aos
das maximas taxas de crescimento (RODRIGUES et al., 2018).

A taxa de alongamento do colmo (TAIC) do sorgo inoculado com os isolados de rizébios
apresentou crescimento linear (Figura 3.1) a medida que se aumentaram as doses de N. Ao
avaliar rizobios promotores de crescimento inoculados no sorgo (Sorghum bicolor), Machado
et al., (2017) verificaram que assim como na interacdo entre rizobios e leguminosas, a interacao
entre rizobios e plantas de sorgo depende da afinidade entre bactérias e planta, podendo

incrementar o rendimento da cultura.
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Figura 3.1. Taxa de alongamento do colmo (TAIC - cm planta dia™) de plantas de sorgo cv.
BRS Ponta negra inoculadas com isolados de rizébios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34,
MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de adubacgéo
nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por
vaso). Barras verticais representam o erro padréo da media.

Esses resultados do TAIC, evidenciam o0 aumento da producao e consequentemente um
ciclo mais rapido da planta, que vai ser viavel ou ndo, dependendo do manejo empregado para
a producdo de forragem destinada aos animais. O nitrogénio € um dos nutrientes mais
importantes para a producdo das gramineas forrageiras (FRANCA et al, 2007
CASTAGNARA et al., 2011). Por isso, ha um maior crescimento da planta se comparado a
uma outra que ndo recebe adubacdo nitrogenada. Neste trabalho a inoculacdo com rizobios
demonstrou acelerar ainda mais essa caracteristica na planta.

O comprimento final da folha (CFF) do sorgo inoculado com os isolados de rizobios
apresentou crescimento linear (Figura 3.2) a medida que se aumentaram as doses de N. Esses
resultados do CFF se devem provavelmente a condi¢fes favoraveis ao crescimento, mediadas
pelo nitrogénio ao estimular a emisséo de novas células, possibilitando aumento na TAIF, o que
pode constituir uma estratégia da planta para mudancas no tamanho da lamina foliar

(MAGALHAES et al., 2013).
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Figura 3.2. Comprimento final das folhas (CFF - cm) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta negra
inoculadas com isolados de rizbios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34, MTBV77 e 0
tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a diferentes niveis de adubag&o
nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por
vaso). Barras verticais representam o erro padréo da media.

E importante ressaltar que os incrementos promovidos pelos rizobios no CFF podem
sugerir diminuicdo do uso de adubos quimicos, resultado muito relevante, pois a folha é a parte
da planta com melhor valor nutritivo para a alimentacdo animal. A exploracdo de sistemas
pastoris de forma mais sustentavel, com menor uso de insumos minerais sem prejuizos aos
rendimentos, pode ser obtida com o uso de rizobios fixadores de nitrogénio, cuja acéo pode ser
complementada por mecanismos diretos de promocao de crescimento de gramineas cultivadas
(MACHADO et al., 2017)

O sorgo inoculado com os isolados de rizobios MTBV77, DPP1, MCLR34, MTP78,
MTBV12 e S/I com dose 100 kg de N ha?, apresentaram os maiores valores de taxa de
senescéncia foliar (TSeF) 0,80; 0,73; 0,70; 0,72; 0,70 e 0,69 cm perfilho dia, respectivamente
(Figura 3.3). Em hibridos de sorgo, submetidos a doses de adubacdo nitrogenada, Silva et al.,
(2012) constatarem ndo haver influéncia significativa da TSeF, com valores médios de 1,72 e
1,90 cm perfilho dia para os hibridos BRS 801 e 0734006, respectivamente, e 1,81 e 1,82 cm

perfilho dia para as doses de 50 e 100 kg de N ha, respectivamente.
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Figura 3.3. Taxa de senescéncia foliar (TSeF- cm planta dia™) de plantas de sorgo cv. BRS
Ponta negra inoculadas com isolados de rizobios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34,
MTBV77 e o tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de adubacgéo
nitrogenada (0, 40, 70 e 100kg de N ha™, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por
vaso). Barras verticais representam o erro padréo da media.

No presente trabalho, os valores de TSeF sdo bem menores que os observados por Silva
et al. (2012), porque no trabalho citado as avaliacbes foram realizadas até 90 dias de idade,
diferente deste experimento, realizado em casa de vegetacao e as plantas foram avaliadas apenas
até 60 dias de idade. A TSeF é uma caracteristica importante na composicéo final da forragem,
pois é desejavel que a massa de forragem de um pasto seja composta principalmente por tecidos
vivos que serdo convertidos em producao animal e, portanto, quanto menor a TSeF numa planta
forrageira, melhor sera seu valor nutritivo. (GALZERANO et al., 2013).

O comprimento final da planta (CFP) ou altura, assim como as caracteristicas TAIC,
CFF e TSeF apresentaram resposta linear positiva a inoculacdo com rizobios associados aos
diferentes niveis de adubacdo nitrogenada (Figura 3.4). Esses resultados favorecem o uso
associado do inoculante com rizébios e a adubacdo nitrogenada, havendo plantas maiores
quando hé a utilizacdo conjunta desses fertilizantes biologicos e quimicos. A altura da planta é
um parametro de grande importancia morfofisiologica, pois reflete de modo préatico o
crescimento e a diferenciacdo do vegetal, favorecendo todo o processo relacionado no sistema

solo-planta (PARENTE et al., 2014).
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Figura 3.4. Comprimento final da planta (CFP - cm) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta negra
inoculadas com isolados de rizbios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34, MTBV77 e 0
tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de adubacao nitrogenada (0, 40,
70 e 100kg de N hal, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por vaso). Barras verticais
representam o erro padrdo da média.

Ao utilizar a adubacao nitrogenada nas pastagens, deve-se atentar para os seus efeitos
nos parametros morfofisiologicos da espécie forrageira e para os cuidados com o manejo do
pastejo, a fim de priorizar a producao e evitar a senescéncia do material verde (SUPLICK et al.,
2002). Como foi visto neste trabalho, para algumas caracteristicas estruturais e morfologicas a
inoculacdo com rizobios associada a adubacao nitrogenada no sorgo, favoreceu o aumento de
sua producdo e também do material em processo de senescéncia e morto. Por isso, é importante
aliar a qualidade a quantidade da producdo da massa de forragem, ajustando o0 manejo da oferta
de forragem as necessidades do animal.

A inoculacdo com os isolados de rizdbios e os niveis de adubacdo nitrogenada
influenciaram significativamente a producdo de massa seca da parte aérea (MSPA) (Figura 3.5),
OSORIO FILHO et al. (2016) ao avaliarem o crescimento do arroz por agdo de rizobios,
associados a niveis de adubacao nitrogenada, observaram aumento na producdo de MSPA da
cultivar IRGA 424, de acordo com oem fun¢do do aumento da dose de nitrogénio aplicada e,
assim, os autores concluiram que os rizébios testados estimulam o crescimento das plantas de

arroz, possibilitando diminuir as doses de nitrogénio aplicadas na cultura.
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Figura 3.6. Massa seca parte aérea (MSPA - g) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta negra
inoculadas com isolados de rizobios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34, MTBV77 e 0
tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de adubacao nitrogenada (0, 40,
70 e 100kg de N hal, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por vaso). Barras verticais
representam o erro padrdao da média.

Os efeitos positivos das bactérias promotoras do crescimento de plantas devem-se a
associacdo de varios fatores, como a sintese de hormdnios vegetais que estimulam o
crescimento de raizes e a absor¢do de agua e nutrientes, o que conduz ao aumento da tolerancia
a estresses diversos, resultando em plantas mais vigorosas e produtivas (BASHAN, HOLGUIN
E DE-BASHAN, 2004; HUNGRIA et al.,2010; SILVA E PIRES, 2017). Como se pode
observar, a massa seca da raiz (MSR) inoculada com rizobios aumentou linearmente em

associacdo com os diferentes niveis de adubacdo nitrogenada (Figura 3.6).
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Figura 3.5. Matéria seca do sistema radicular (MSR - g) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta
negra inoculadas com isolados de rizobios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34, MTBV77eo0
tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de adubacao nitrogenada (0, 40,
70 e 100kg de N hal, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por vaso). Barras verticais
representam o erro padrdao da média.

A inoculacdo com os isolados de rizdbios e os niveis de adubacdo nitrogenada
influenciaram, significativamente, o nitrogénio total da parte aérea (NT) (Figura 3.7). E
importante ressaltar a provavel economia que os isolados de rizobios podem proporcionar, pois
0s resultados demonstraram que a inoculacdo com essas bactérias melhorou o aproveitamento
do N do solo, tendo maior quantidade absorvida e acumulada desse nutriente na parte aérea da
cultivar de sorgo estudado. Com o elevado preco dos fertilizantes nitrogenados, essa economia
significaria reducdo nos custos da lavoura e aumento na renda agricola, bem como, maior
absorcdo de N pelas plantas inoculadas, o que diminui as perdas com a utilizacdo de adubacao
nitrogenada (OSORIO FILHO et al., 2016).



68

DPP1 MCLR34 MTBV12
60 60 - 60
N Y= 42,822 +0,1163x Y= 38,724 + 0,1524¢ Y = 43410 + 012245
> R’= 0,95 R?=0,93
g 50 . 50 50
N
(3¢}
[¢5)
& 40 40 40
(9]
(D)
T
8 30 30 30
- 0 40 70 100 0 40 70 100 0 40 70 100
S MTBV77 MTP78 S/
g 607y = 41,575 + 0,1155x 607y =40.259 +0,1504x 60 Y= 38,281 + 0,1018x
o Ré= 0,01 : R= 099 R= 099
g / 50 50
Neb)
D :
o
‘E’ 40 40 40 //
zZ
30 30 30
0 40 70 100 0 40 70 100 0 40 70 100

Dose de Nitrogénio (Kg de N hal)
Figura 3.7. Nitrogénio total da parte aérea (NT - mg) de plantas de sorgo cv. BRS Ponta negra
inoculadas com isolados de rizébios (MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34, MTBV77 e o
tratamento controle sem inoculante = S/I) submetidas a niveis de adubacao nitrogenada (0, 40,
70 e 100kg de N hal, respectivamente: 0; 0,176; 0308 e 0,440g de N por vaso). Barras verticais
representam o erro padrao da média.

Os isolados de rizébios MTBV12, DPP1, MTP78, MCLR34 e MTBV77, sdo capazes
de sintetizar AIA em concentracdes consideraveis para promover o crescimento vegetal, além
de sobreviver em solos salinos e produzirem exopolissacarideos e solubilizarem fosfato de
calcio (dados ndo mostrados), por isso também podem atenuar nos efeitos do estresse hidrico,
0 que lhes conferem uma vantagem em relacdo a rizobios ndo nativos comumente
comercializados no mercado. A inoculacao bioldgica é uma tecnologia barata e ambientalmente
correta, resultando numa producdo de forragem sustentavel e economicamente viavel para

pequenos e grandes produtores.

3.4.  Concluséo

Os rizobios isolados de fabaceas da Caatinga influenciam o crescimento e as
caracteristicas morfogénicas do sorgo fertilizado com doses de N. Os inoculantes melhoram a
absorcdo de N e tem potencial para aumentar a producdo e crescimento do sorgo, com uma
economia de fertilizantes nitrogenados. A intensidade desse efeito aumenta de acordo com as

maiores doses de N aplicadas no sorgo.
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