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RESUMO

OLIVEIRA, Danilo Messias. Potencial de insumos biolégicos no desenvolvimento de
forrageiras. 2020. Dissertacdo (Mestrado em Producao Vegetal) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre-ES. Orientador: Diego Lang Burak. Coorientadora:
Dra. Leticia Oliveira da Rocha.

A limitacdo da capacidade produtiva das pastagens devido a excessiva pressdo de
pastejo aliada a escolha incorreta da forrageira ¢ a baixa disponibilidade de nutrientes
no solo favorece a degradacao destas areas. Diante do cenario conservacionista do solo,
o uso de plantas forrageiras eficientes na producdo de biomassa, microrganismos
promotores de crescimento vegetal e fungos micorrizicos arbusculares, juntamente com
substancias himicas tém sido apontados como pontos chave para recuperagdo das
pastagens degradadas. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar
biotecnologias integrando o uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV), fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e substancias htimicas (SH), como
estratégia para maximizagdo da produtividade das forrageiras em dois manejos (SCA -
sem calagem e adubacao e, CCA - com calagem e adubag¢ao). Os quatro capitulos foram
desenvolvidos em casa de vegetagdo. No capitulo 1, o esquema fatorial 2x2x5 com 4
repeticdes, composto por genotipos de Urochloa: U. brizantha cv. Marandu e U.
decumbens cv. Basilisk inoculados com produto comercial AzoTotal® e FMA, isolados
ou conjuntamente e, no tratamento com bioestimulante, foi aplicado via spray SH (dose
40 mg L' C) extraido de vermicomposto combinado com estirpes de Herbaspirillum
seropedicae - HIV206 e Herbaspirillum rubrisubalbicans - HCC101 e controle. No
manejo CCA a maior MSPA foi obtida com aplicacdo de SH+Herb. spp. A aplicagdo de
SH-+Herb. spp. na presenca de calagem e adubagdo revelou maiores acimulos de N, P,
K e Ca. A utilizacdo de biotecnologias influenciou positivamente os parametros
fisiologicos. No capitulo 2, em bloco casualisado, foi avaliado o efeito de trés
biotecnologias e um controle em capim-maranduinoculado isolado ou conjuntamente
com AzoTotal® e SH+Herb. spp (dose 40 mg L™! C) combinado com estirpes — (HIV206
e HCC101) e controle. O capim-marandu em condi¢des controladas submetido aos
tratamentos T3 e T4 apresentou melhor desempenho nos parametros avaliados. Houve
melhorias nos parametros fisiologicos ao aplicar os biofertilizantes e bioestimulantes.
No capitulo 3, em bloco casualisado, foi avaliado o efeito dose-resposta em Arachis
pintoi cv. Amarillo MG 100 inoculado com Bradyrhizobium spp., onde os tratamentos
consistiram em cinco concentragdes de substancias humicas (SH): 0, 20, 40, 60, 80 mg
L' de C, aplicadas aos 20 e 40 DAE, sendo avaliado o potencial de producdo de
biomassa e concentragdo de nutrientes. A adi¢gdo de SH possibilitou incremento de
producdo do amendoim forrageiro, acimulo de nutrientes e aumento do rendimento
quantico do fotossistema II. A concentragdo de 40 mg L' de C possibilitou obter
maxima absorc¢do de nutrientes. No capitulo 4, o esquema fatorial 2x5 com 4 repetigdes,
composto por: dois manejos (SCA - sem calagem e adubacdo e, CCA - com calagem e
da recomendagdo de 40% PK), para as biotecnologias avaliadas testou-se:
Bradyrhizobium spp.; FMA; SH (dose 40 mg L' C aos 20 e 40 DAE) juntamente com
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Bradyrhizobium spp. e, coinoculacio (Bradyrhizobium spp. e FMA). As biotecnologias
influenciaram positivamente na massa seca da parte aérea e nas trocas gasosas. As
biotecnologias Bradyrhizobium spp. e SH+Brad. spp. proporcionaram maior massa seca
de raiz. As plantas inoculadas com R. clarum e coinoculacdo apresentaram maiores

acumulos de nutrientes. A atividade microbiana foi mais intensa no solo sob manejo
SCA.

Palavras-chave: forrageiras, fixagdo bioldgica de nitrogénio, bactérias promotoras de

crescimento vegetal, substancias himicas, micorriza arbuscular.



XV

GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, Danilo Messias. Potential of biological inputs in forage development.
2020. Dissertation (Master in Plant Production) - Federal University of Espirito Santo,
Alegre-ES. Advisor: Diego Lang Burak. Co-advisor: Dr. Leticia Oliveira da Rocha.

The limitation of the productive capacity of the pastures due to the excessive pressure of
grazing combined with the incorrect choice of forage and the low availability of
nutrients in the soil favors the degradation of these areas. In view of the soil
conservation scenario, the use of efficient forage plants in the production of biomass,
microorganisms that promote plant growth and arbuscular mycorrhizal fungi, together
with humic substances have been identified as key points for the recovery of degraded
pastures. In this sense, the present study aimed to evaluate biotechnologies integrating
the use of plant growth promoting bacteria (BPCV), arbuscular mycorrhizal fungi
(FMA) and humic substances (SH), as a strategy to maximize the productivity of
forages in two managements (SCA - without liming and fertilization and, CCA - with
liming and fertilization). The four chapters were developed in a greenhouse. In chapter
1, the 2x2x5 factorial scheme with 4 repetitions, composed of Urochloa genotypes: U.
brizantha cv. Marandu and U. decumbens cv. Basilisk inoculated with commercial
product AzoTotal® and FMA, isolated or together and, in the treatment with
biostimulant, was applied via SH spray (dose 40 mg L' C) extracted from
vermicompost combined with strains of Herbaspirillum seropedicae - HIV206 and
Herbaspirillum rubrisubalbicans - HCC101 and control. In CCA management, the
highest MSPA was obtained with the application of SH+Herb. spp. The application of
SH+Herb. spp. in the presence of liming and fertilization, showed greater
accumulations of N, P, K and Ca. The use of biotechnologies positively influenced the
physiological parameters. In chapter 2, in a randomized block, the effect of three
biotechnologies and a control in inoculated marandu grass was evaluated isolated or
together with AzoTotal® and SH+Herb. spp (dose 40 mg L' C) combined with strains -
(HIV206 and HCCI101) and control. Marandu grass under controlled conditions
submitted to treatments T3 and T4 showed better performance in the evaluated
parameters. There were improvements in physiological parameters when applying
biofertilizers and biostimulants. In chapter 3, in a randomized block, the dose-response
effect on Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100 inoculated with Bradyrhizobium spp.,
where the treatments consisted of five concentrations of humic substances (SH): 0, 20,
40, 60, 80 mg L' of C, applied at 20 and 40 DAE, being evaluated the potential biomass
production and nutrient concentration. The addition of SH enabled increased production
of forage peanuts, accumulation of nutrients and increased quantum yield of
photosystem II. The concentration of 40 mg L' of C made it possible to obtain
maximum absorption of nutrients. In chapter 4, the 2x5 factorial scheme with 4
repetitions, consisting of: two managements (SCA - without liming and fertilization
and, CCA - with liming and the 40% PK recommendation), for the evaluated
biotechnologies, we tested: Bradyrhizobium spp.; FMA; SH (dose 40 mg L' C at 20
and 40 DAE) together with Bradyrhizobium spp. and, co-inoculation (Bradyrhizobium
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spp. and FMA). Biotechnologies had a positive influence on the dry mass of the aerial
part and on gas exchange. The biotechnologies Bradyrhizobium spp. and SH+Brad. spp.
provided greater dry root mass. Plants inoculated with R. clarum and co-inoculation
showed higher accumulations of nutrients. The microbial activity was more intense in
the soil under SCA management.

Keyword: forage, biological nitrogen fixation, plant growth promoting bacteria, humic

substancess, arbuscular mycorrhiza.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a pastagem em sistemas extensivos ¢ a principal fonte do alimento do
gado (ALVIM et al., 2002), sendo considerada a forma mais econdmica e pratica de
produzir e oferecer alimentos para os bovinos, garantindo baixo custo de producdo
(DIAS-FILHO, 2014). Por outro lado, a falta de manejo de pastagens em decorréncia do
baixo investimento no uso de tecnologias e insumos, associado a escolha incorreta da
forrageira, vem ocasionando a degradacdao destas areas (BRAZ et al., 2004; DIAS-
FIALHO, 2017), comprometendo a qualidade dos solos e da agua, elevando o custo de
producdo e aumentando a pressdo do desmatamento para abertura de novas areas de
cultivo. Desta forma, alternativas de cultivo associando biotecnologias podem ser
adotadas, vislumbrando sistemas produtivos de menor impacto ao meio ambiente e
eficientemente produtivos.

Atualmente em todo territorio brasileiro estima-se que cerca de 120 milhdes de ha
cultivados com pastagem apresentem algum grau de degradagdo (HUNGRIA et al.,
2016). Somente no Estado do Espirito Santo cerca de 18,10 % da area total (238.943,66
ha) cultivados com pastagem encontram-se em degradagdo (BARRETO; SARTORI,
2012). Uma das principais causas da degradagdo ¢ a falta de cuidados com a fertilidade
do solo, tornando-se um grande obstidculo para a sustentabilidade deste sistema de
producio (MARTHA JUNIOR; VILELA, 2002).

Dentre os fatores que limitam o desenvolvimento das pastagens, favorecendo o
processo de degradagdo, tem-se a baixa disponibilidade do nitrogénio (BODDEY et al.,
2004), um elemento primordial para potencializar a produgdo de matéria seca, aumentar
o vigor de rebrota e promover o crescimento rapido de forrageiras (TEIXEIRA et al.,
2011). Associado ao nitrogénio, o fosforo, embora seja exportado em menor quantidade
pelas plantas, também ¢ considerado fator limitante na capacidade produtiva das
pastagens (BRAZ et al., 2004), comprometendo o desenvolvimento radicular e o
perfilhamento da cultura, consequentemente, a absor¢do dos demais nutrientes, devido
ao menor volume de solo explorado pelo sistema radicular (IEIRI et al., 2010; SANTOS
et al., 2002). Embora o potéassio possa ser absorvido por forrageiras no compartimento
ndo-trocavel, devido a exsudacdo de acido organico ou acidificagdo da rizosfera (VOLF
et al, 2018), a producdo das pastagens pode ser comprometida sob baixa
disponibilidade deste elemento, tendo em vista, o elevado poder de extracao de K em

produgdes elevadas de forragem (PRIMAVESI et al., 2006).
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O aporte do nitrogénio e fosforo nos solos ocorre principalmente por meio de
fertilizantes sintéticos (DAWSON; HILTON, 2011). No entanto, perdas econdomicas e
poluicao ambiental decorrem da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA et
al., 2016). De forma similar, o fosforo também apresenta problemas de disponibilidade
nos solos tropicais, devido a sua alta afinidade com 6xidos de Fe e Al presentes nestes
solos, tornando-o indisponivel para plantas (NOVALIS et al., 2007). Associados a estas
problemadticas, observa-se que produtores de baixo nivel tecnolégico nem sempre
realizam a corre¢cdo do pH, tampouco, a aplicacdo de fertilizantes adequadamente,
contribuindo para o aumento do processo de degradacao destas areas.

Nesse contexto, a utilizagdo de biotecnologias capazes de incorporar nutrientes no
sistema solo-planta e eficientes em promover crescimento vegetal, através de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV); fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e,
substancias humicas (SH) (BERRUTI et al., 2016; CANELLAS et al., 2015;
GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016), vém sendo amplamente estudados
quanto ao potencial de utilizagdo nos sistemas de producdo agricola, visando a
sustentabilidade do modelo atual (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010),
diminuindo a dependéncia de insumos quimicos com a substituicdo parcial ou total por
biofertilizantes e bioestimulante.

Através da inoculacdo de BPCV em cultivos agricolas ha o suprimento de
nitrogénio e fosforo, devido a capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e
solubilizagdo de fosfato inorgénico, tornando-os disponiveis as plantas (OLIVEIRA et
al., 2014). Além do mais, o potencial promotor de crescimento vegetal, decorrente da
producio de fitormdnios, ¢ outro beneficio bem documentado (CASSAN; DIAZ-
ZORITA, 2016; GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016). De modo paralelo,
as micorrizas arbusculares tém influéncia positiva no crescimento das plantas, por meio
da capacidade de fornecer nutrientes, além de outros beneficios as mesmas (BERRUTI
et al., 2016).

De forma complementar aos efeitos dos microrganismos promotores de
crescimento vegetal, tém-se as substancias humicas, reconhecidas pelos efeitos
bioestimulantes, possibilitando melhorias no aumento da absor¢do de nutrientes (DU
JARDIN et al., 2015). Outrossim, contribui para o estimulo da H"-ATPases presente na
membrana plasmatica, favorecendo a extrusio de H', e consequentemente, no
relaxamento da parede celular, permitindo o crescimento vegetal (CANELLAS et al.,

2002).
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Diante do exposto, o desenvolvimento de sistemas de producdo sustentaveis, dos
quais a ciclagem de nutrientes pela fixagdo biologica de nitrogénio e uso de substancias
htimicas devido ao potencial bioestimulante no crescimento vegetativo ¢ associagoes
com micorrizas arbusculares, avancam como promissores para o desenvolvimento de
tecnologias sustentdveis. Como hipdtese do presente trabalho, acredita-se que a
utilizagdo de estirpes de bactérias diazotroficas e FMAs em forrageiras, associadas a

aplicacdo de SH, atende a necessidade parcial de N e P, permitindo um maior

desenvolvimento das plantas, consequentemente, um melhor potencial produtivo.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar em ambiente controlado biotecnologias integrando o uso de bactérias
promotoras de crescimento vegetal, fungos micorrizicos arbusculares e substincias
humicas fisiologicamente ativas, como estratégia para maximizagao da produtividade de

forrageiras.

Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial das biotecnologias sobre os parametros fitotécnicos e
fisiologicos dos gendtipos de Urochloa brizantha cv. Marandu e Urochloa decumbens
cv. Basilisk associados a dois niveis de manejo;

e Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de substancias humicas extraidas
de vermicomposto sobre os parametros fitotécnicos e fisioldgicos em Arachis pintoi cv.
Amarillo MG 100;

e Avaliar o potencial das biotecnologias sobre os parametros fitotécnicos e
fisiologicos de Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100 associado a dois niveis de manejo;

e Determinar a estratégia de melhor potencializagio dos efeitos das

biotecnologias na melhoria da produtividade de forrageiras.
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CAPITULO 1: AVALIACAO DO EFEITO DE BIOFERTILIZANTE E
BIOESTIMULANTE NO CRESCIMENTO DE DOIS GENOTIPOS DE Urochloa
spp CULTIVADOS EM SOLO DE PASTAGEM DEGRADADA

RESUMO

A pastagem em sistemas extensivos ¢ a principal fonte de alimento do gado, sendo
considerada a forma mais econdmica e pratica de produzir forrageira, garantindo baixo
custo de producdo. No entanto, o baixo investimento tecnolégico e de insumos,
ocasionam a degradacdo destas areas, assim, a introducdo de biotecnologias € um
caminho promissor para sustentabilidade do setor pecudrio. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito de diferentes biotecnologias nos atributos fitotécnicos, nutricionais e
fisiologicos em genotipos de Urochloa spp e seus efeitos sobre a atividade
microbiologica do solo. O experimento foi realizado em casa de vegetagdo, em
delineamento experimental de blocos casualizados, em um fatorial 2x2x5, em 4
repeti¢des. Os fatores consistiram de dois manejos, agrupados de acordo com a adig¢do
de calcario e adubagdo (SCA — sem calagem ¢ adubacdo; CCA — com calagem e
adubacdo); dois gendtipos de Urochloa spp: U. brizantha cv. Marandu e U. decumbens
cv. Basilisk, associados a quatro biotecnologias mais a testemunha: 1) AzoTotal®; 2)
Fungo micorrizico arbuscular (FMA); 3) Substancias hiimicas combinadas com estirpes
Herbaspirillum spp: H. rubrisubalbicans - HCC 101 e H. seropedicae — HIV 206; 4)
Coinoculacdo - AzoTotal® e FMA e 5) Testemunha sem inoculacdo. Aos 60 dias apos
emergéncia, foram avaliados os parametros: trocas gasosas, rendimento quantico do
fotossistema II (Fv/Fm), teor de clorofila total (ICF), massa seca da parte aérea (MSPA)
e raiz (MSR), altura total das plantas, diametro do colmo, taxa de colonizagdao de FMA,
atividade microbiana no solo e acumulos de N, P, K, Ca e Mg no tecido da parte aérea.
As plantas cultivadas no manejo CCA demonstraram superioridade nos parametros
fitotécnicos. No manejo CCA a maior MSPA foi obtida com aplicagdo de SH+Herb.
spp. A aplicagdo de SH+Herb. spp. na presenca de calagem e adubagao revelou maiores
acumulos de N, P, K e Ca. A utiliza¢ao de biotecnologias influenciou positivamente os
parametros fisiologicos. A atividade microbiana foi mais intensa na auséncia de

calagem e adubagdo.

Palavras-chave: braquidria, bactérias promotoras de crescimento vegetal, fungo

micorrizico, substancias hiimicas.
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ABSTRACT

Pasture in extensive systems is the main source of livestock feed, being considered the
most economical and practical way of producing forage, ensuring low production cost.
However, the low technological and input investment, cause the degradation of these
areas, thus, the introduction of biotechnologies is a promising path for the sustainability
of the livestock sector. The aim of this work was to evaluate the effect of different
biotechnologies on phytotechnical, nutritional and physiological attributes in Urochloa
spp genotypes and their effects on soil microbiological activity. The experiment was
carried out in a greenhouse, in a randomized block design, in a 2x2x5 factorial, in 4
repetitions. The factors consisted of two managements, grouped according to the
addition of limestone and fertilization (SCA - without liming and fertilization; CCA -
with liming and fertilization); two genotypes of Urochloa spp: U. brizantha cv.
Marandu and U. decumbens cv. Basilisk, associated with four biotechnologies plus the
witness: 1) AzoTotal®; 2) Arbuscular mycorrhizal fungus (AMF); 3) Humic substances
combined with strains Herbaspirillum spp: H. rubrisubalbicans - HCC 101 and H.
seropedicae - HIV 206; 4) Co-inoculation - AzoTotal® and FMA and 5) Control without
inoculation. At 60 days after emergence, the parameters were evaluated: gas exchange,
quantum yield of photosystem II (Fv/Fwm), total chlorophyll content (ICF), dry mass of
the aerial part (MSPA) and root (MSR), total height of the plants, stem diameter, AMF
colonization rate, microbial activity in the soil and accumulations of N, P, K, Ca and
Mg in the area tissue. Plants grown in CCA management showed superior
phytotechnical parameters. In CCA management, the highest MSPA was obtained with
the application of SH+Herb. spp. The application of SH+Herb. spp. in the presence of
liming and fertilization, showed greater accumulations of N, P, K and Ca. The use of
biotechnologies positively influenced the physiological parameters. The microbial

activity was more intense in the absence of liming and fertilization.

Keywords: brachiaria, plant growth promoting bacteria, mycorrhizal fungus, humic

substances.
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1.0 - INTRODUCAO

O setor pecudrio brasileiro, para alcancar os niveis atuais no mercado
internacional de maior produtor e exportador de carne bovina (DIAS-FILHO, 2014),
teve sua historia marcada a partir da década de 60, com incentivo do governo brasileiro
em sistemas extensivos de produgdo. Nesta época, dentro do pacote tecnologico
apresentado estava a introdugdo de espécies forrageiras, a exemplo do género Urochloa
(syn. Brachiaria) (BRAZ et al., 2004; MARTHA JUNIOR; VILELA, 2002), por
demonstrar elevado potencial produtivo.

Destacadas por possuirem boa adaptabilidade, tolerancia a solos de baixa
fertilidade e 4cidos e bom valor forrageiro (GOMES, 2017), além de apresentar baixo
custo de producdo (DIAS-FILHO, 2014), as pastagens em sua maioria sao constituidas
por Poaceae do género Urochloa (SANTANA et al., 2016). Paralelo a esta expressiva
area de cultivo, vieram os problemas com a degradagdo, principalmente em sistemas de
baixo nivel tecnoldgico, devido ao manejo inadequado destas pastagens e da rara
utilizagdo de insumos (BRAZ et al., 2004).

A degradagao das pastagens ¢ um processo de declinio de produtividade que
avanca com o tempo (DIAS-FILHO, 2017), diminuindo o vigor da forrageira,
aumentando a incidéncia de plantas invasoras, pragas e doengas, comprometendo o
desempenho animal e culminando na degradagdo do solo e recursos naturais (ZIMMER
et al., 2012), em funcao da escolha incorreta da espécie forrageira, manejo inadequado,
excessiva taxa de lotacdo e a baixa fertilidade dos solos, em associagdo com 0 uso
limitado de corretivos e fertilizantes (MARTHA JUNIOR; VILELA, 2002).

A possibilidade de sustentabilidade econdmica de um sistema em que as
pastagens estdo degradadas ¢ pequena e dependente principalmente de fatores
econdmicos, a exemplo da aquisicdo de insumos, tornando-se um problema para
recuperacdo das pastagens (OLIVEIRA; CORSI, 2005). O fornecimento adequado de
nutrientes, em especial nitrogénio e fosforo, ¢ comprovadamente um dos fatores de
destaque para explicar a manutencao adequada das pastagens (TEIXEIRA et al., 2018).
No entanto, para sistemas de cultivo de baixo nivel tecnologico, a aplicacdo de
fertilizantes e corretivos ndo ¢ realizada. Alternativas vidveis do ponto de vista
ambiental ¢ econdmico, as biotecnologias sdo capazes de estimular o crescimento
vegetal e incorporar nutrientes no sistema solo-planta, especialmente em condi¢des de

baixa fertilidade (HUNGRIA et al., 2013), tornando a préatica sustentavel.
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Os efeitos promissores das bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
em poaceas vém sendo documentados héa varios anos, confirmando o potencial destes
microrganismos. A exemplo da associacdo entre a forrageira e estirpes de Azospirillum
brasiliense avaliadas como componente favoravel ao meio ambiente na recuperagdo de
pastagens degradadas, possibilitando ganho médio de producdo de biomassa de 20%,
quando aplicadas menores doses N-fertilizante combinado com A. brasiliense,
proporcionando a equivalente adubagiio adicional de 40 kg ha' de N-fertilizante
(HUNGRIA et al., 2016; LEITE et al., 2019).

O potencial do uso de insumos biologicos na agricultura ¢ demonstrado em
diversos estudos. Destacam-se as substincias humicas, que s3o obtidas das
transformagdes quimicas e biologicas da matéria vegetal e animal e do metabolismo
microbiano (DU JARDIN et al., 2015). As SH sdo capazes de reduzir as taxas de
aplicacdo de fertilizantes, melhorar a eficiéncia do uso de nutrientes e aumentar a
tolerdncia ao estresse hidrico, além de funcionar como portadoras para introduzir
microrganismos benéficos em sistemas de cultivo (CANELLAS et al. 2015).

O efeito positivo da aplicacao de SH no desenvolvimento das plantas foi relatado
por Pinheiro et al., (2018) avaliando o efeito da aplicacdo de diferentes concentragdes
de 4acidos humicos e tempo de aplicagdo sob o Urochloa decumbens. Os autores
observaram que a concentracio de 40 mg L' C, aplicados aos 15 dias apds a
emergéncia, promoveu aumento na produgdo de forragem.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) s3o simbiontes obrigatorios,
formando relagdo interdependente com a maioria das espécies de plantas terrestres
(BERRUTT et al., 2016). A correlagdo entre planta hospedeira e FMA ¢ baseada na
disponibilidade de carboidrato pelas plantas, em contrapartida as micorrizas
arbusculares proporcionam melhorias no crescimento dos vegetais, por meio do
aumento substancial da absor¢do de nutrientes pelas plantas, a exemplo do fosforo,
zinco ¢ cobre (ORTAS; KAYA; CAKMAK, 2001; TAMAYO et al.,, 2014), que
apresentam baixa difusao no solo.

Além do suprimento considerdvel de nutrientes, as interacdes de FMA promovem
aumento no volume de solo explorado, permitindo maior tolerancia a estresses bidticos
e abidticos (POZO; AZCON-AGUILAR, 2007; PORCEL et al., 2011). Possibilita
também maior estabilidade dos agregados do solo (LEIFHEIT et al., 2013). Ademais, os
FMA contribuem para o armazenamento do carbono e nitrogénio no solo, o que

favorece o processo de recuperacdo de areas degradadas (FOKOM et al., 2012). A
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abundancia de FMA possibilita o crescimento de bactérias diazotroficas no solo
(LIANG et al., 2016). Entretanto, os beneficios finais desta interacdo podem variar entre
plantas hospedeiras e espécies de FMA (CHEN et al., 2017).

Existem varios estudos demonstrando o sinergismo entre bactérias e FMA
(ARTURSSON et al., 2006; RAMASAMY et al., 2011), que favorece a absor¢ao de P
pelas plantas, e proporciona melhores condi¢des de associagdo e atuacdo das bactérias
diazotroficas, no qual demandam alto gasto energético, que ¢ fornecido pelo vegetal
como ATP, para conversdo do N2 a NHs. Além do aporte nutricional proporcionado
pelos FMA as plantas, respostas positivas na microbiota do solo mediadas pela presenga
de FMA também foram relatadas, devido a melhora na estabilidade dos agregados,
permitindo maior ocupacdo por bactérias entre os espacos porosos, aumentando a
sobrevivéncia de rizobactérias (ANDRADE et al., 1998), a exemplo das bactérias do
género Azospirillum, capazes de contribuir com inimeros beneficios para as plantas
(GUIMARAES et al., 2018).

Sendo assim, torna-se importante conhecer os efeitos da interagdo dos
microrganismos ¢ da substancia humica em geno6tipos de Urochloa spp sobre diferentes
niveis de fertilidade do solo, avaliando além dos parametros fitotécnicos, nutricionais, e
fisiologicos sobre as forrageiras, mas também, efeitos sobre a atividade microbioldgica
do solo. Como hipédtese do presente trabalho, acredita-se que a utiliza¢do de estirpes de
BPCV, FMA e aplicacdo de SH em forrageiras, atende a necessidade parcial de N e P,
permitindo um maior desenvolvimento das plantas, consequentemente, um melhor

potencial produtivo.

2.0 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Caracterizacao fisica e quimica do solo

O solo utilizado foi representativo de uma area de pastagem degradada na regido
de Jeronimo Monteiro-ES, sendo retirado do terco médio do relevo, na profundidade de
0-20 cm, classificado regionalmente como Argissolo vermelho-amarelo distrofico
(CUNHA et al. 2016). Posteriormente, o solo foi seco ao ar e peneirado em peneira com
malha de 2,0 mm para obtencdo da terra fina seca ao ar (TFSA) e caracterizagao fisica e

quimica (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracterizagdo fisica e quimica do solo utilizado no experimento em casa de
vegetacao

pH em pH em P K Ca Mg Al H H+Al SB T t
H.0 KCl
--mg dm™-- cmolc dm™
4,10 3,88 1,46 26,5 023 0,08 0,80 4,7 550 0,38 5,88 1,18
\% m MO P-rem S B Fe Cu Mn Zn Areia  Silte Argila
—————— %------ gkg! mgL"! R T )2 %

6,46 67,8 74 2628 248 0,55 48,73 0,15 1,74 0,66 5436 296 42,68
pH em agua: potenciometria em solugdo solo-agua 1:2,5; fosforo e potassio disponivel: extraido por
Mehlich-1; célcio, magnésio e aluminio extraivel: extraidos com solugdo de KCI 1 mol L!; SB = Ca +
Mg + K; CTC =SB + (H + Al); V% = SB x 100/CTC; MO: teor de C do solo x 1,724.

2.2 — Experimentacio em casa de vegetacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, no periodo de margo a maio
de 2019, localizada na area experimental do Centro de Ciéncias Agrarias de Alegre,
pertencente a Universidade Federal do Espirito Santo (latitude 20° 45' Sul, longitude
41° 29' Oeste, com elevacdo de 112 metros). De acordo com o Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural a precipitagdo pluviométrica ¢ de
1.200mm/ano e o clima da regido ¢ quente timido. Segundo a Classificagdo de K&ppen,
o clima da regido ¢ do tipo Aw, clima tropical, caracterizado pelo inverno seco e verao
chuvoso. Diariamente foram registrados os valores de temperatura maxima e minima no

interior da casa de vegetacao (Tabela 2).

Tabela 2: Registro diario de temperatura no interior da casa de vegetacdo no decorrer
do experimento.
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O delineamento experimental foi de blocos casualizados com fatorial 2x2x5, com

4 repeti¢des. Os fatores consistiram em 2 manejos, agrupados de acordo com calagem e
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adubacdao (SCA — sem calagem e adubacdo; CCA — com calagem e adubacido), 2
genotipos de Urochloa spp: U. brizantha cv. Marandu e U. decumbens cv. Basilisk,
selecionados previamente, com base na eficiéncia de produgao de biomassa e
contribui¢do do sistema de fixacdo bioldgica de nitrogénio (GOMES, 2017). Para
biotecnologias os tratamentos consistiram: 1) Inoculagdo via semente com produto
comercial liquido AzoTotal®, a base de Azospirillum brasilense, estirpes AbV5 e AbV6;
2) Inoculacdo via solo com fungo micorrizico arbuscular (FMA) Dentiscutata
heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.) Sieverd., F.A. Souza & Oehl (2008) (CNPAB
002) (COSTA et al., 2012); 3) Aplicacao foliar com substancias humicas (SH) (dose 40
mg L' C) extraidas de vermicomposto combinadas com estirpes (Herbaspirillum
rubrisubalbicans - HCC 101 e Herbaspirilum seropedicae — HIV 206), sendo realizada
a pulverizagio aos 20 e 40 dias apos emergéncia; 4) Coinoculagio - AzoTotal® e FMA
em que no momento foi realizada de forma similar aos tratamentos 1 e 2; e 5)
Testemunha sem inoculagao.

No manejo CCA (com calagem e adubagdo) as unidades experimentais receberam
calagem determinada pelo método da saturagdo por bases, para elevar o valor V a 50%,
utilizando-se o produto comercial GEOX HD (PRNT = 134%) e, incubado por 21 dias
em sacos plasticos. Durante a reacdo do GEOX no solo, a umidade foi mantida a 60%
do volume total de poros (VTP).

Transcorrido o periodo de incubacdo do solo, foi realizada a adubagao de
implantacdo com macro e micronutrientes. As doses de nitrogénio, fosforo, potassio e
enxofre utilizadas foram de 40, 120, 60 € 40 mg dm™, respectivamente, em que N, P e K
correspondem a 40% do recomendado por Novais et al. (1991). Para adubagdo com
micronutrientes, foram aplicadas as doses de 0,81 mg dm™ B; 1,33 mg dm™ Cu; 1,55
mg dm? Fe; 3,66 mg dm™ Mn; 0,15 mg dm> Mo e 4,00 mg dm™ Zn (NOVAIS et al.,
1991), sendo utilizados para fornecimento de macro e micronutrientes os seguintes
reagentes pa: CHsN20; NHs4H2POs; KH2POs; CaHPO4; KCIl; (NH4)6M07024.4H20;
H3BO3; CuS04.5H20; MnSO4.H20; Na2SOs; (NH4)2Fe(SO4)2-:6H20; ZnSO4-7H20. A
adubacgdo nitrogenada foi parcelada em duas vezes, sendo aplicada aos 20 e 40 dias apos
emergéncia (DAE). A umidade do solo foi mantida em 60% do volume total de poros

(VTP).

2.3 — Obtencao e inoculacdao de BPCV e FMA
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Inicialmente, as sementes foram desinfestadas superficialmente com élcool etilico
a 70% v/v por 1 min e hipoclorito de sddio a 2% por 20 min. Em seguida foram lavadas
10 vezes com agua deionizada, para retirada de residuos dos tratamentos anteriores
(HUNGRIA et al., 2010). Para inoculagio do AzoTotal® a base de estirpes de
Azospirillum brasiliense — AbV5 e AbV6, foram utilizados 15 mL kg! de semente,
conforme recomendagio do fabricante, objetivando a populagio minima de 2 x 10°
células por mL de inoculante. A inoculacao das sementes foi realizada misturando o
inoculante com as sementes e deixando-as secar na sombra por 15 minutos.
Posteriormente, foi realizado plantio em bandeja de 128 células, sendo semeadas 3
sementes de cada genotipo por célula. Apos 10 dias de emergéncia foram transplantadas
10 mudas para cada vaso definitivo com capacidade de 5 dm?, sendo realizado o desbate
aos 15 DAE, selecionando 8 plantas por vaso, que apresentavam melhor
homogeneidade, vigor e tamanho.

Para os tratamentos onde foram realizadas a inoculacdo com FMA isoladamente
ou coinoculado, as micorrizas arbusculares foram inoculadas no momento do
transplante das mudas, sendo colocados a 5 cm abaixo do nivel de transplantio, cerca de
4,35 g de indculo/vaso (solot+esporostraizes) de Dentiscutata heterogama (T.H.
Nicolson &amp; Gerd.) Sieverd., F.A. Souza &amp; Oehl (2008), conforme
recomendado pela Embrapa Agrobiologia. Nos tratamentos sem inoculo, foram
colocados 4,35 g de solo-inoculo autoclavado, visando a padronizagdo entre os

tratamentos, conforme metodologia de Miranda et al. (2008).

2.4 - Extracio e aplicacio de substincias humicas conjuntamente com

Herbaspirillum spp

As substancias himicas foram isoladas de vermicomposto, sendo utilizados 200 g
de vermicomposto (Tabela 3) e 1,8 L de agua deionizada (relagdo vermicomposto:
solvente de 1:9). O material foi agitado por um periodo de 6 horas, € apds 12 horas de
repouso o extrato soluvel foi retirado por decantacdo e armazenado. Posteriormente, foi
determinado o teor de carbono (C) das substancias himicas, com base na metodologia
adaptada de Mendonga; Matos (2005).

As estirpes de HIV206 e HCC101 foram obtidas na cole¢ao do Laboratorio de
Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense, Darcy

Ribeiro. Para atingir a densidade 6tica da suspensdo de células bacterianas (10%) por
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mL, conforme descrito por Ddbereiner et al., (1995), foi necessario o crescimento das
bactérias em meio liquido DYGS por 24 h a 30° C sob agitagdo a 180 rpm. De acordo
com a metodologia de Canellas et al., (2012), o inoculante a base de Herbaspirillum spp
foi preparado diluindo 200 mL de bactérias em 800 mL (4gua + substancias humicas) a
pH 7,0, ajustado com hidréxido de so6dio, de modo a obter concentracdo final de 40 mg
L' de C das SH. Para pulverizacio foliar aos 20 e 40 dias apds emergéncia das plantas
foi aplicada a concentragio de 40 mg L' de C das SH conforme descrito por Pinheiro et
al. (2018), juntamente com 10% células mL™! das estirpes HIV206 ¢ HCC101.

A primeira aplicagdo da combinacdo SH + Herbaspirillum spp foi realizada aos
20 DAE, em que a temperatura mdxima e minima diaria encontravam-se a 40° C e 24°
C, respectivamente. A aplicacdo foi realizada entre as 18 ¢ 19 h, pulverizando 12 mL
vaso! com auxilio de um pulverizador manual de pressio com bico regulavel,
correspondendo a 1,5 mL planta!. Transcorrido 40 DAE, foi realizada a segunda
aplica¢dao da combinac¢do SH + Herbaspirillum spp, acompanhando o mesmo horario da
1* aplicagdo. No decorrer do dia a temperatura maxima ¢ minima didria encontravam-se
a 31° C e 23° C, respectivamente. Utilizando o mesmo equipamento de aplicagdo, foi
aplicado 24 mL vaso!, correspondendo a 3,0 mL planta™!. Para ambas as aplicacdes,
objetivando a padronizacdo da umidade na superficie da folha, foram realizadas

aplicagdes com mesmo volume em agua nos demais tratamentos.

Tabela 3: Composicdo média do vermicomposto usado na extracdo de substancias
himicas.

pH C P K* Ca>* Mg¥ AI° H+Al SB  CTC

gkg! mgdm?® = oo cmole dm>-----—-----—-
6,29 604 987,50 2,57 71,71 8,25 0,0 1,80 18,52 20,32

pH em H,O; SB: soma de bases trocaveis; CTC: capacidade de troca de cations.

2.5 — Avaliacao dos atributos fisiologicos, fitotécnicos e nutricional

Aos 60 dias apos a emergéncia foram analisadas medidas de trocas gasosas,
rendimento quéntico do fotossistema II, teor de clorofila total (indice de Clorofila
Falker), produgdo de massa seca da parte aérea e raiz, altura total das plantas, diametro
do colmo, acimulo de nutrientes na parte aérea, taxa de colonizacdo de FMA e

atividade microbiana no solo.
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2.5.1 — Trocas gasosas

A medicao das trocas gasosas foi realizada na folha totalmente expandida, em
duas plantas de cada um dos quatro vasos, em cada tratamento, entre 7:30 e 11:30 horas,
por meio do analisador a gas infravermelho portatil (IRGA), modelo LI 6400 XT
Portable Photosynthesis Siystem (LI-COR, Lincoln, NE, USA), utilizando uma fonte
luminosa fixa em 1000 mmol m™ s! de intensidade de fluxo de fotons fotossintéticos.
Foram obtidas as seguintes varidveis: 4 — Taxa de assimilacdo liquida de CO2 (pmol
CO2 m? s"); E — Taxa de transpiragdo (mmol H20 m™ s™); gs — Condutincia estomatica
(mol H20 m? s); Ci — Concentragio interna de CO2 (umol CO2 mol™!). De posse
desses dados foi quantificada a eficiéncia no uso da d4gua (EUA) (A/E) (umol CO2 m? s
/mmol H20 m? s') (KONRAD, et al., 2005).

2.5.2 — Teor total de clorofila e rendimento quéantico do fotossistema I1 (PSII)

A estimativa do teor de clorofila, através do indice de clorofila falker (ICF), foi
realizada no terco mediano da folha totalmente expandida, em duas plantas de cada um
dos quatro vasos, em cada tratamento, por meio do medidor portatil de clorofila,
ClorofiLOG (Falker Automagdo Agricola, Brasil), entre 8:00 e 11:00 horas.

A determinacdo do rendimento quantico do fotossistema II — PSII - (Fv/Fwm) foi
quantificada com utilizacdo de fluorometro portatil de luz modulada (PSI FluorPen,
modelo FP 100, Drasov, Republica Checa), apds adaptagao das folhas ao escuro por 15
minutos. As medicdes foram realizadas no mesmo horario e mesmas folhas, nas quais

realizou-se a leitura do teor de clorofila.

2.5.3 — Massa seca, altura das plantas e diametro do colmo

A determinacdo da altura total das plantas foi realizada com régua graduada. Para
a determinag@o do diametro do colmo foi utilizado um paquimetro digital. Em ambas as
avaliagdes utilizaram-se quatro plantas de cada um dos quatro vasos, em cada
tratamento, ao final do experimento.

A parte aérea e a raiz foram coletadas, armazenadas em sacos de papel e
colocadas em estufa a 65° C durante 72 horas (até atingir peso constante) para

determinagao da massa seca.
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2.5.4 — Analise nutricional

Apo6s a secagem em estufa da parte aérea e raiz, as amostras foram submetidas a
trituragdo em moinho de facas para posterior determinagdo dos teores de nitrogénio (N),
fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg).

A anélise quimica do N foi realizada por digestdo sulfurica seguida de destilagao
Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Para analise quimica foliar de P, K, Ca e Mg
foi realizada digestdo nitrica. A leitura do P foi realizada por espectrofotometro a 725
nm; K por fotometro de chama e as leituras de Ca e Mg por espectroscopia de absor¢ao

atomica, de acordo com Johnson e Ulrich, (1959) e Malavolta et al. (1997).

2.5 — Avaliacio de parametro microbiolégico

2.5.1 — Taxa de coloniza¢io micorrizica

A taxa de colonizagdo micorrizica foi determinada pela avaliacao da presenca ou
auséncia de colonizagdo em 10 segmentos de raizes, por repeticio, com
aproximadamente 1 cm de comprimento, montados em laminas para microscopia.

As amostras de raizes obtidas foram coletadas, lavadas com agua corrente e as
raizes finas foram cortadas e armazenadas em dalcool etilico 50% para a avaliagdo
sequencial da porcentagem de coloniza¢do micorrizica. A coloragdo das raizes em azul
de tripano foi efetuada de acordo com a metodologia descrita por Grace e Stribley
(1991), adaptada com KOH (5%) a 70° C por 5 minutos em banho-maria para
clarificagdo. Depois, o material foi lavado em agua corrente e deixado em HCI por 5
min, em seguida transferido para o corante azul de tripano em banho-maria a 70° C por
10 min. Apo6s a coloragdo com azul de tripano, 10 segmentos de raizes foram
depositados, com o auxilio de uma pinga, sobre laminas, onde foram adicionadas
algumas gotas de glicerol 4cido sobre as raizes, sendo posteriormente cobertas por uma
laminula. Para determinar a porcentagem de coloniza¢do micorrizica, os segmentos de
raizes foram levados ao microscopio Optico para a observagao da presenga de estruturas

de FMA.

2.5.2 — FDA - Hidrdlise de diacetato de fluoresceina
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A atividade microbiana foi identificada a partir da atividade do diacetato de
fluoresceina (FDA) no solo. O FDA foi dissolvido em acetona, para a obtencdo da
solugdio estoque 1,0 g L', Para demonstragdo da atividade microbiana foram pesados
0,5 g de solo de cada amostra, ao qual foi acrescentado 6 mL de tampao fosfato 50 mM
pH 7,6 autoclavado e 120 uL da solugdo de FDA. A amostra foi incubada por 1 hora,
em shaker rotativo 180 rpm a 32° C ao abrigo da luz, em tubo Falcon de 15 mL. O
controle negativo foi obtido a partir de 0,5 g de solo autoclavado e deixado nas mesmas
condicdes descritas acima. Apos este periodo, o material foi centrifugado a 5000 rpm
por 20 min, uma aliquota de 200 pL do sobrenadante foi retirada da amostra e
distribuida em placas de 96 pogos em triplicata. Posteriormente, foi realizada a leitura
no espectrofotometro Hidex Chameleon Multilabel Detection Platform com absorbancia

de 492 nm pelo programa MikroWin 2000.

2.6 — Analises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade de
variancia, em seguida foram feitas andlises de varidncia e o teste Tukey em 5% de
probabilidade para separagdo das médias pelo programa R (ExpDes) (R Development
Core Team, 2016). Para confeccdo dos graficos utilizou-se o software SigmaPlot®

versdao 10 (SYSTAT SOFTWARE Inc, 2006).

3.0 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 — Atributos fitotécnicos

Na Tabela 4, sdo apresentados os valores de F obtidos na analise de variancia dos
parametros fitotécnicos em funcdo do manejo e biotecnologias empregadas em dois
gendtipos de Urochloa spp. Houve interagdo entre as diferentes combinagdes de fatores:
manejo (M), genotipo (G) e biotecnologia (B). Para as variaveis - altura de planta (AP),
diametro do colmo (DC) e massa seca de raiz (MSR). Houve interagao fortemente
significativa entre MxG (p < 0,01), indicando que os genotipos respondem de forma
diferenciada ao manejo.

A interacdo GxB foi significativa (p < 0,05) no parametro AP. O efeito simples da

biotecnologia foi observado na variavel DC (p < 0,01), diferentemente da MSR em que
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ndo houve efeito significativo (p > 0,05). Efeito significativo da interagdo MxB (p <
0,05) foi observado na massa seca da parte aérea (MSPA), mostrando que o
comportamento das biotecnologias depende do manejo. Analisando de forma simples o

fator genotipo, ndo houve significancia (p > 0,05) para MSPA.

Tabela 4: Valores de F, niveis de significancia, coeficientes de variagdo e médias dos
parametros fitotécnicos: altura de planta (AP), diametro do colmo (DC), massa seca da

parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) em fun¢do do manejo, gendtipo e

biotecnologias.

Fonte Variagao AP DC MSPA MSR
Bloco 2,81 2,52m 4,59™ 5,437
Man. (M) 6431,3" 1934,0"" 10122, 3631,0”
Gen. (G) 216,0 1152,9" 2,37" 114,0"
Biot. (B) 5,05 4,12" 3,34 2,14™
M*G 27,17 447,5™ 0,88™ 104,317
M*B 0,71 0,667 2,53" 2,05™
G*B 2,76" 1,98™ 0,30 1,67
M*G*B 1,51™ 1,89 0,24" 1,53
Média 66,28 1,99 20,25 7,97
CV (%) 12,87 84,12 13,07 17,73

Man.: Manejo; Gen.: Gendtipo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p <
0,05; ** p <0,01; ns: ndo significativo.

Independente do gendtipo e da biotecnologia empregada, as plantas cultivadas no
manejo com calagem e adubacdo (CCA) demonstraram superioridade significativa (p <
0,01) nas médias dos parametros fitotécnicos. Esses resultados ja eram esperados, haja
vista que a calagem e adubacdo sdo fundamentais para recuperacdo de pastagens
degradadas em solos acidos e de baixa fertilidade.

No desdobramento da interagdo MxG, independente do manejo empregado, a
altura das plantas cv. Marandu demonstrou ser superior a cv. Basilisk (Tabela 5). De
forma semelhante, na interacdo GxB observou-se 0 mesmo comportamento do genotipo
U. brizantha cv. Marandu. Analisando a influéncia das biotecnologias dentro de cada
nivel dos genoétipos, de modo geral, constatou-se efeito positivo das biotecnologias com
incremento médio de 5,22% (cv. Marandu) e 10,48% (cv. Basilisk) em relagdo ao
controle (sem inoculagdo), embora para cv. Marandu nao seja observado diferenga entre
as médias, ao passo que na cv. Basilisk os melhores resultados tenham ocorrido nas

plantas inoculadas conjuntamente com AzoTotal® e FMA.
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Tabela 5: Média dos valores de altura de planta (cm) em genotipo de Urochloa
brizantha cv. Marandu e Urochloa decumbens cv. Basilisk, com e sem calagem e

adubacdo, cultivadas com diferentes biotecnologias.

Genotipos
Manejos* cv. Marandu cv. Basilisk
SCA 33,82 Ab 25,11 Bb
CCA 112,23 Aa 93,95 Ba
Biotecnologias™**
AzoTotal® 74,82 Aa 59,49 Babc
FMA 72,53 Aa 61,19 Bab

SH-+Herb. spp 74,69 Aa 57,65 Bbc
Co-inoculagao 73,04 Aa 64,39 Ba
Testemunha 70,09 Aa 54,92 Be

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula entre genotipos € minuscula entre manejos,
nao diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05.

**Médias seguidas da mesma letra maiuscula entre genotipos e mintscula entre
biotecnologias, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05.

A altura das plantas foi similar ao observado no estudo de Martuscello et al.
(2009), em que obtiveram na cv. Marandu (86,70 cm) em relagdo a cv. Basilisk (65,06
cm). Nota-se que a menor AP da cv. Basilisk provavelmente esta relacionada ao habito
de crescimento das cultivares. Plantas decumbentes geralmente apresentam menores
alturas comparadas as plantas cespitosas, quando conduzidas sob o mesmo manejo
(MARTUSCELLO et al.,, 2009). O comportamento das biotecnologias sobre as
cultivares demonstra que a expressdo da potencialidade do inéculo estd fortemente
relacionada com a interagdo planta-microrganismo.

A produtividade de massa seca apresenta forte relacdo com altura das plantas,
sendo uma forma simples de estimar a disponibilidade de forragem (COSTA et al.,
2004). Neste sentido, o uso de microrganismos promotores de crescimento vegetal e
substancias humicas, além das melhorias no aporte nutricional, auxilia no estimulo ao
crescimento vegetal (JUNIOR et al., 2008).

Apesar de ndo ser observada diferenca significativa entre os genotipos, a maior
producdo de MSPA foi obtida na cv. Marandu. O valor médio da MSPA, obtido no cv.
Marandu (20,549 g vaso™') e cv. Basilisk (19,949 g vaso™) foi proximo ao obtido por
Silva et al. (2016), que relataram maiores respostas da cv. Basilisk (21,49 g vaso™)
enquanto a cv. Marandu (17,75 g vaso™!), porém, o comportamento das cultivares difere

entre os trabalhos.
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Na omissdo de calagem e adubacdo, ndo houve diferenca significativa entre as
médias das biotecnologias, embora a utilizagdo das biotecnologias tenha possibilitado
incremento médio de 48,11% comparado a testemunha (0,494 g vaso™).

De modo geral, no manejo CCA as biotecnologias demonstraram as médias
superiores ao controle. A maior producdo de MSPA foi obtida com a biotecnologia -
SH+Herb. spp (42,077 g vaso™), seguida da coinoculagio (39,979 g vaso') e FMA
(39,964 g vaso') (Figura la). A expressio da potencialidade dos indculos estd
diretamente relacionada a melhoria dos atributos quimicos do solo, refletindo
positivamente no desenvolvimento vegetal, neste caso, acimulo de massa seca de parte
aérea.

A acao benéfica do conjunto substancias hiimicas (SH) e bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) vem sendo observada em outras culturas - alface
(MEIRELLES; BALDOTTO; BALDOTTO, 2017); cana-de-a¢ticar (OLIVEIRA et al.,
2018) e; milho (MELO et al., 2018).

O aumento na MSPA no tratamento com SH+Herb. spp, ¢ atribuido ao efeito
bioestimulante vegetal semelhantes a hormonios ou das alcamidas ligadas a
bioatividade da SH e do estimulo da H'-ATPases da membrana plasmatica, no qual ha
maior permeabilidade da parede celular e estimulo da atividade microbiana
(ZANDONADI et al., 2019). Ademais, a inoculacdo da Herbaspirillum spp. capaz de
colonizar o tecido vascular em folhas, favorece a boa localizagdo para fixagao do N2 e
producdo de fitormonios (JAMES et al., 1997; CANELLAS, OLIVARES et al., 2014).

O efeito da interagdo manejo e genotipo para parametro MSR (Figura 1b), revelou
que a pratica de calagem e adubag¢do em ambas as cultivares elevou cerca de 46 vezes a
producdo de MSR, comparado ao tratamento SCA. Esses efeitos podem ser explicados
pela reducdo da espécie de aluminio de maior fitotoxicidade em razdo da pratica de
calagem, associada a adubacdo, favorecendo o crescimento radicular, a absor¢do de
agua e nutrientes (PRIMAVESI et al., 2004).

Na auséncia de calagem e adubagdo, nao se observou diferenca significativa entre
os gendtipos, embora cv. Marandu (0,393 g vaso™!) tenha apresentado superioridade na
produgdo de MSR 1,42 vezes em relagdo a cv. Basilisk. A maior MSR, no manejo CCA
foi observada na cv. Marandu (18,26 g vaso™'), diferindo estatisticamente do tratamento
cv. Basilisk (12,66 g vaso™!). Martuscello et al. (2009) observaram valor médio de MSR

- 15,44 e 11,43 g vaso™ nas cv. Marandu e Basilisk, respectivamente. De forma similar



38

Rao et al. (1996) relataram 16,2 g vaso™! cv. Marandu e 10,2 g vaso! cv. Basilisk na
média da MSR.

Hé uma correlagdo entre parte aérea e raiz, em que o aumento do crescimento
radicular estd interligado ao balango de agucar da planta. Normalmente, a maioria do
carboidrato acumulado pela parte aérea ¢ utilizado para crescimento e brotagdes, sendo
direcionado em menor quantidade para as raizes (BROUWER, 1962). Desta forma, a
maior taxa de perfilhamento da cv. Basilisk, cerca de 46,73% superior a cv. Marandu
(dados ndo apresentados) possibilita inferir que os perfilhos atuaram como maior dreno
de carboidrato, limitando seu suprimento nas raizes, demonstrando um possivel
equilibrio funcional entre perfilhamento e crescimento radicular, justificando a menor

producao de MSR pela cv. Basilisk.
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Figura 1: Massa seca de parte aérea (a), massa seca de raiz (b) de Urochloa spp aos 60
dias ap6s emergéncia. SCA: sem calagem e adubagdo; CCA: com calagem e adubagio;
AzoTotal®: Azospirillum brasilense; FMA: Dentiscutata heterogama; SH+Herb. spp:
substancias humicas — 40 mg L C juntamente com estirpes de Herbaspirillum spp);

Co-inoc.: coinoculagao.
* Médias + erro padrao seguidas da mesma letra maitscula entre manejos e mintscula

entre biotecnologias, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey para p < 0,05.
** Médias + erro padrao seguidas da mesma letra maitscula entre manejos e mintiscula

entre genotipos, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey para p < 0,05.

3.2 — Atributos nutricionais

As médias dos teores de macronutrientes N (nitrogénio), P (fosforo), K (potassio),

Ca (calcio) e Mg (magnésio) na parte aérea dos gendtipos de Urochloa spp, revelaram
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que os maiores teores de N e K foram observados no manejo SCA. De modo geral,
independente do manejo utilizado, as biotecnologias influenciaram de forma positiva no
teor de nutrientes na parte aérea da braquiaria.

Na auséncia de calagem e adubacdo as médias dos teores de nutrientes na parte
aérea da cv. Marandu foram: N (25,79 g kg'); P (0,33 g kg!); K (30,53 g kg!); Ca
(1,55 g kg'') e Mg (2,21 g kg, ao passo que na cv. Basilisk observaram valores: N
(21,65 g kg); P (0,23 g kg!); K (25,45 g kg!); Ca (1,68 g kg!) e Mg (2,32 g kg!). Os
maiores teores dos macronutrientes foram observados na cv. Marandu, exceto Ca e Mg.
Ao realizar a pratica de calagem e adubacdo, observaram teores médios de nutrientes na
cv. Marandu - N (6,45 g kg™!); P (0,94 g kg!); K (12,22 g kg!); Ca (2,92 g kg'!) e Mg
(3,32 g kg!). Para a cv. Basilisk foram observados os seguintes valores médios: N (7,77
gkg™); P (0,67 gkg"); K (13,43 gkg™'); Ca (2,83 gkg') e Mg (3,04 g kg™).

Os resultados obtidos dos teores foliares de N, P, K, Ca e Mg nos genoétipos de
Urochloa spp. foram comparados as faixas adequadas de nutrientes para cultura
relatadas por Werner et al., (1996) e Oliveira et al., (2007), sendo eles: N (12 a 20 g kg"
) P(0,8a30gkeg");K(12a25gkg");Ca(2a6gkg')eMg(1,5a4gkg"). Na
analise geral do estado nutricional das cultivares verificou-se que os teores de P e Ca,
tanto da cv. Marandu quanto da cv. Basilisk mostraram-se abaixo do nivel adequado no
manejo sem calagem e adubagdo, enquanto que no manejo CCA os teores de N
encontram-se abaixo do nivel considerado adequado para cultura, ademais, na cv.
Basilisk observou teor de P inferior a faixas adequadas.

As variagdes observadas neste trabalho decorrem da auséncia de calagem e
aduba¢ao no manejo SCA e, para os tratamentos no manejo CCA decorrem da redugdo
de 60% na dose de N, P e K, sendo que os demais nutrientes foram fornecidos na dose
recomendada. Provavelmente, a reducdo nos teores de N, P e K mesmo com aplicagdo
destes nutrientes, embora em menores doses, esta relacionada ao efeito dilui¢do com
aumento na producdo de forragem. Outra provavel hipotese para a reducao dos teores
destes nutrientes estd associada a diminui¢do na dose de P, conforme relatado por Costa
et al. (2004b), uma vez que o fosforo ¢ um dos nutrientes mais limitantes a producao de
forragem, com reflexos negativos nos teores e quantidades acumuladas de N e P.

Na Tabela 6, sdo apresentados os valores de F decorrentes da analise de variancia
do acimulo de nutrientes: N, P, K, Ca ¢ Mg na parte aérea de dois gendtipos de
Urochloa spp (cv. Marandu e cv. Basilisk), bem como as médias dos niveis de cada

fator, nivel de significancia e o coeficiente de variagao.
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Tabela 6: Valores de F, niveis de significancia, coeficientes de variacdo e médias do
acimulo de nutrientes na parte aérea de Urochloa spp: nitrogénio (N), fosforo (P),
potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg) em funcdo do manejo, genotipo e
biotecnologias.

Fonte Variacao N P K Ca Mg
Bloco 3,42° 2,28" 6,03" 3,90 1,52
Man. (M) 5426,02"  3496,34" 999449  10131,81"" 11048,38"
Gen. (G) 2,07" 120,13 1,64" 7,49" 19,20
Biot. (B) 9,76™ 14,42" 8,80"" 7,13% 7,66™
M*G 53,19" 114,22" 31,31" 2,27" 0,008
M*B 3,88 14,02™ 5,03" 5,63 1,13™
G*B 0,77™ 2,34 0,17™ 1,13™ 0,33"
M*G*B 0,56" 2,28" 0,75" 1,01™ 0,23"
Média 152,31 16,98 266,69 58,57 67,29
CV (%) 18,84 14,42 12,67 23,08 17,73

Man.: Manejo; Gen.: Gendtipo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p <
0,05; ** p <0,01; ns: ndo significativo.

Houve intera¢cdo do manejo x genotipo fortemente significativa (p < 0,01) para os
macronutrientes avaliados, exceto para o acimulo Ca ¢ Mg. Para a interagdo manejo x
biotecnologia, constatou-se efeito significativo (p < 0,01) no acimulo de N, K ¢ Ca,
para acumulo de P (p < 0,05). Quanto ao acimulo de Mg, ndo se observou significancia
nas diferentes interagdes.

Efeito simples dos fatores manejo, genotipo e biotecnologia foi observado no
acumulo de Mg (p < 0,01), bem como para o acimulo de Ca no fator gendtipo (p <
0,01). Os maiores acimulos de nutrientes foram verificados nas plantas submetidas ao
manejo CCA, demonstrando que, independente do gendtipo e da biotecnologia, houve
aumento da absor¢do do nutriente.

Analisando o efeito do manejo sobre os gendtipos, nota-se que os maiores
acimulos dos macronutrientes avaliados foram observados nas plantas cultivadas com
calagem e adubagdo. Na omissdo de calagem e adubagdo, a cv. Marandu foi superior no
acimulo de N, P e K cerca de 2,0 vezes, comparada a cv. Basilisk, demonstrando a
maior eficiéncia na aquisi¢do de nitrogénio, potassio e fosforo mesmo em condigdes
limitadas de nutrientes no solo.

As taxas de absor¢do de nutrientes podem ser reguladas por um controle no tipo
ou na atividade do transportador, logo o acimulo de nutrientes é afetado pela

disponibilidade dos elementos e o tipo de transporte, influenciando diretamente a taxa
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de absor¢cao (CARVALHO et al., 2007). Ademais, a cinética de absor¢ao de nutrientes

pode variar entre espécies ou até mesmo entre cultivares (PEREIRA et al., 2008).
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Figura 2: Actimulo de nitrogénio (a), foésforo (b) e potdssio (c) na parte aérea de
Urochloa spp aos 60 dias ap6s emergéncia, em funcdo da interacdo manejo x genotipo.
SCA: sem calagem ¢ aduba¢ao; CCA: com calagem e adubagdo. Médias + erro padrao
seguidas da mesma letra maitscula entre manejos e mintscula entre cultivares, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey para p < 0,05.

Nota-se que ao realizar a pratica de calagem e adubagdo, ocorreram
comportamentos distintos entre os gendtipos para acimulo de nutrientes (Figura 2).
Observaram que as médias mais expressivas no acimulo de N (311,70 mg vaso!) e K
(528,46 mg vaso') decorrem da cv. Basilisk, correspondendo a um acréscimo de
19,61% e 7,08%, respectivamente, em relacdo a cv. Marandu. De forma contraria
ocorreu no acumulo de fosforo, em que a cv. Marandu demonstrou maior

aproveitamento do P (38,41 mg vaso™').
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Os valores observados ratificam parcialmente os dados apresentados por Rao et
al., (1996), avaliando a influéncia do tipo de solo e doses de fertilizantes no acumulo de
nutrientes na parte aérea de diferentes cultivares de Urochloa spp., onde os autores
observaram maiores valores de acimulo de N e P na cv. Basilisk.

O comportamento da cv. Basilisk no maior acimulo de N e K foi relatado por
outros autores. Silva et al. (2016) relataram acimulo de N na cv. Basilisk 27% superior
a cv. Marandu sobre condi¢des de adubagao e calagem. Cabral et al. (2013), avaliando
gendtipos de Urochloa spp., observaram maior eficiéncia na absor¢do de N na cv.
Basilisk. Estudando as respostas de espécies forrageiras cultivadas isoladas e/ou em
consorcio com Hymenaea courbaril Gandini et al. (2011) verificaram maior acimulo de
K na cv. Basilisk, correspondendo a 25,78% superior ao observado na cv. Marandu.
Para Fernandes (2016), a elevagao nos teores de K se deve a alta correlagdo entre N e K,
onde ha existéncia de sinergismo entre o N aplicado e o K foliar.

Os maiores acimulos de P em U. brizantha cv. Marandu foram relatados por
Corréa; Haag (1993), ao avaliarem o nivel critico de P para estabelecimento de
gramineas forrageiras em Latossolo vermelho-amarelo alico. Os autores verificaram
aumento significativo no aciimulo de fésforo na massa seca da parte aérea ao elevarem
as doses de P, sendo o acimulo de fosforo mais acentuado em U. brizantha e Panicum
maximum € menos expressivo na U. decumbens, evidenciando a elevada exigéncia de P
da cv. Marandu em relagdo a cv. Basilsk. Silva (1996), em estudo com doses de P sobre
parametros fitotécnicos e nutricionais na cv. Basilisk e Marandu, relatou maior
incremento no acumulo de fésforo na cv. Marandu.

Nota-se que ndo houve interagdo significativa (p > 0,05) entre manejo ¢ genotipo
para acumulo de Ca e Mg. O efeito simples do genotipo revelou que o acimulo de Ca e
Mg foi maior na cv. Marandu, sendo superiores 7,85 e 18%, respectivamente. O menor
acumulo de Ca na cv. Basilisk pode ser explicado pelo maior acimulo de N, em virtude
do estimulo no crescimento da forrageira mesmo com a redug@o na dose de N. Costa et
al. (2008) relataram que aumentos na adubagdo nitrogenada interferiu de forma negativa
no teor de Ca, de forma que a absor¢do de Ca ndo acompanhou o crescimento da planta,
causando um efeito diluigdo. O maior acuimulo de K na cv. Basilisk, influenciou no
menor acumulo de Mg. Segundo Oliveira et al. (2001), o aumento do K disponivel no

solo intensifica o efeito competitivo sobre a absor¢do do Ca e do Mg.
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Figura 3: Actiimulo de nitrogénio (a), fosforo (b), potassio (¢) e célcio (d) na parte aérea
de Urochloa spp. aos 60 dias apés emergéncia, em funcdo da interagdo manejo x
biotecnologia. SCA: sem calagem ¢ adubagdo; CCA: com calagem e adubacio.
AzoToTal®: Azospirillum brasilense; FMA: Dentiscutata heterogama; SH+Herb. spp
(substancias htimicas - 40 mg L' C e Herbaspirillum sp); Co-inoc. (coinoculagdo).
Meédias + erro padrao seguidas da mesma letra maiuscula entre manejos e minuscula
entre biotecnologias, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05.

Na Figura 3 sdo apresentadas as interagcdes significativas entre manejo e
biotecnologia para os acimulos de N, P, K e Ca na parte aérea dos genétipos de
Urochloa spp. Na auséncia de calagem e adubacdo as biotecnologias nao diferiram
estatisticamente entre si, no entanto, a utilizagdo de biotecnologias favoreceu o
incremento de nutrientes na seguinte em média: N (47,31%), P (72,37%), K (49,45%) e
Ca (47,83%), comparada a testemunha (sem inoculagdo). Estes resultados demonstram
que mesmo em condigdes onde o fator abidtico (baixo pH e menor disponibilidade
nutrientes) e bidtico (competitividade entre indculo e microbiota nativa do solo)

atuaram sobre o comportamento dos microrganismos, houve incrementos no acumulo
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de nutrientes com adig@o das biotecnologias, possivelmente em decorréncia da maxima
potencialidade das biotecnologias, mesmo em condigdes adversas, ao desenvolvimento
das plantas e dos microrganismos inoculados.

De maneira geral, o acimulo de N, P, K e Ca na parte aérea de Urochloa spp.
cultivada sobre calagem e adubacdo foi influenciado positivamente pelas
biotecnologias. O tratamento com SH+Herb. spp. revelou maiores incrementos de N
(338,37 mg vaso™'), P (40,13 mg vaso™), K (575,33 mg vaso™!) e Ca (128,79 mg vaso™),
correspondendo a ganhos de 30, 42, 23 e 25%, respectivamente, comparado a
testemunha (sem inoculacdo) (Figura 3). Resultado semelhante foi observado por
Baldotto et al. (2010), em que a inoculagdo de Burkholderia spp. conjunta com acido
hiimico aumentou o acumulo de N (115%), P (112%) e K (69%) nas folhas do abacaxi.

No acumulo de K, as plantas inoculadas com FMA, e no acimulo de Ca a
coinoculagdo, apresentaram médias estatisticamente semelhantes ao tratamento
SH-+Herb. spp. Por outro lado, a inoculagdo das plantas com demais tratamentos revelou
médias estatisticamente semelhantes a testemunha, apesar de serem observados
incrementos médios de 7,12% N; 11,90% P, 4,48% K e 7,61% Ca em relacao ao
controle.

Os resultados indicam que a aplicagdo de SH conjuntamente com Herb. spp. em
Urochloa spp. cultivadas mediante a pratica de calagem e adubacdo, mesmo com
redugdo de 60% na dose de N, P e K, contribui significativamente no acimulo de N, P,
K e Ca na parte aérea da forrageira. Azevedo et al. (2019) relataram aumento do fluxo
de H' na zona de alongamento das raizes na presenga conjunta de acido humico e Herb.
spp, devido a ativacdo das H+ -ATPases em resposta as auxinas secretadas pelas
bactérias, resultando em maior numero de raizes laterais e maior capacidade de
absor¢do de nutrientes. Os autores evidenciaram mudangas fisiologicas que podem
ajudar as plantas a sustentar o impacto da reducdo do N. Ademais, Zanin et al. (2018)
propuseram que a SH extraida de 4gua promove e acelera a aquisi¢do de nitrato pelas
plantas em virtude da forte modulagdao de genes envolvidos no transporte e assimilagao

de nitratos.

3.3 — Atributos fisiologicos

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores de F obtidos na anélise de variancia dos

atributos fisioldgicos dos genotipos de Urochloa spp., bem como as médias e o nivel de
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significancia. Observou-se interacdo (p < 0,05) entre os fatores manejo e biotecnologia
sobre a varidvel teor de clorofila total (ICF) (Chl). O Efeito simples significativo dos
manejos (p < 0,01) foi observado em todos os parametros fisioldgicos avaliados. O fator
qualitativo genotipo exerceu efeito fortemente significativo (p < 0,01) para os
parametros transpiragdo (E), Fv/Fm (rendimento quantico potencial do fotossistema II),
Chl e significativo para eficiéncia no uso da agua (EUA) (p < 0,05). Quanto ao efeito
simples das biotecnologias, houve significancia para as varidveis taxa fotossintética (4),
condutancia estomatica (gs) e rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fwm).

As plantas de Urochloa spp. conduzidas sem calagem e adubag¢do diminuiram
acentuadamente as variaveis relacionadas a fotossintese, especialmente a taxa de
assimilagdo liquida de CO2, condutancia estomatica e transpirtacdo (Tabela 8).
Resultados semelhantes foram observados por Inagaki (2017) na cultura do milho. A
deficiéncia nutricional, a exemplo do nitrogénio, fosforo e magnésio no solo, pode

interferir no processo fotossintético resultando em distarbios fisioldgicos nas plantas

(INAGAKI, 2017).

Tabela 7: Valores de F, niveis de significancia e médias dos parametros fisioldgicos:
taxa fotossintética (A4), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), , concentragdo
interna de COz (Ci), eficiéncia no uso de dgua (EUA), rendimento quantico maximo do
PSII (Fv/Fwm) e indice de clorofila falker - teor de clorofila total (Chlt) em fun¢do do
manejo, genotipo e biotecnologias.

Fonte A gs Ci E EUA Fv/Fum Chlt
Variacdo
Bloco 0,13 4,89 0,77 0,20™ 1,09  0,39™ 0,14

Man. (M) 46,77 40,03 19,41 16,117 10,19 25,19" 261,18
Gen.(G)  0,05™ 021" 0,07 7,907 6,33 871" 52,83
Biot. (B) 2,85° 294" 1,90 0,28  1,36™ 3,58 10,68

M*G 0,52  0,08™ 2,14™ 1,45™ 3,78% 0,19 2,84™
M*B 0,92"  0,46™ 0,19 2,01™ 2,26 1,72 2,62°
G*B 0,96™ 1,28™ 0,09 115"  2,30™ 1,07 0,43™
M*G*B 4,20 2,49™ 0,26" 0,42" 1,54" 1,24™ 1,56™
Média 14,02 0,13 271,75 4,00 3,55 0,799 22,42

Man.: Manejo; Gen.: Gendtipo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p <
0,05; ** p <0,01; ns: ndo significativo.

Os valores da taxa de assimilagdo de CO2 (4) s@o proximos aos descritos na
literatura para Urochloa spp., variando de 15 a 25 umol CO2 m? s'! (BULEGON et al.,
2017; MATTOS et al. 2005). A taxa A variou em resposta as biotecnologias. Na figura
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4a, sdo ilustrados os efeitos isolados das biotecnologias sobre 4, em que refletiram
positivamente no aumento na taxa de assimilagdo de CO2 em média 23,13%, comparado
ao controle (sem inoculagdo), em virtude da maior condutancia estomatica, no qual
favoreceu o aumento da difusdo de CO: para cdmara subestomatica, colaborando para o
aumento da 4.

O aumento na A pode ser atribuido a maior absor¢do de P do solo, elevando a
eficiéncia na utilizacdo de ATP e NADPH no ciclo de Calvin e ao maior acimulo de N,
o qual estd intimamente relacionado a taxa de pigmentos fotossintéticos (INAGAKI,
2017; DEBAEKE; ROUET; JUSTES, 2006), em que correlaciona-se com a taxa de
assimilagdo de CO2, uma vez que a maior captagdo de luz favorece a ganhos na etapa
bioquimica (ROCHA, 2018). De fato, os incrementos nos acimulos de N, P e teor de

clorofila nas plantas tratadas com biotecnologia apresentaram maior taxa de assimilagdo

de COa.

Tabela 8: Média dos parametros fisioldgicos: taxa fotossintética (4 - pmol CO2 m? s,
condutancia estomdtica (gs - mmol m? s), transpiracdo (E - pmol H20 m? s),
concentracdo interna de CO2 (Ci - umol mol s™), eficiéncia no uso de dgua (EUA -
pumol CO2 m? s7!/ pmol H20 m? s!), rendimento quantico maximo do PSII (Fv/Fwm) e
teor de clorofila total (Chlt) em fun¢do do manejo e gendtipo de Urochloa spp.

Manejos* A gs Ci E Fv/Fm EUA
SCA 11,56b 0,10b 309,41a 3,65b 0,79 b 3,27b
CCA 1649a 0,16a 234,09b 436a 0,80 a 3,84 a

Genotipos** E Fv/Fum EUA Chlt
cv. Marandu 3,75b 0,80 a 3,78 a 24,14 a
cv. Basilisk 425a 0,79 b 3,33b 20,69 b

*Médias seguidas da mesma letra mintisculas entre manejos, ndo diferem entre si, pelo
teste Tukey para p < 0,05.
**Médias seguidas da mesma letra minascula entre genotipos, ndo diferem entre si, pelo
teste Tukey para p <0,05.

Rosa et al. (2016) relataram melhorias nos pardmetros fisiologicos em videira
inoculada com micorriza arbuscular - Dentiscutata heterogama, em virtude da maior
absorc¢do de nutrientes, tanto pela acdo do sistema radicular quanto por via micorrizica.
Melhorias nas taxas fotossintéticas promovidas pela utilizacao de BPCV, descritas por

Bulegon et al. (2017), associadas a solubilizagdo de fosfato inorganico e FBN, além da
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maior produ¢do de pigmentos fotoprotetores, favorecendo o aumento da taxa
fotossintética (BASHAN et al., 2006).

Efeitos benéficos da aplicagdo de SH+Herb. spp. no aparelho fisiologico em
plantas de milho sdo relatados por Canellas et al. (2012), em que houve maior estimulo
na abertura estomatica, além do aumento na atividade da H'-ATPases, possibilitando

maior crescimento radicular e absor¢ao de nutrientes.
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Figura 4: A: taxa de assimilacdo de CO:2 (a); gs: condutancia estomatica; Fv/Fwm:
rendimento quantico do fotossistema II (c); ICF: Indice de clorofila falker - clorofila
total (d). SCA: sem calagem e adubacdo; CCA: com calagem e adubacdo. FMA: Fungo
micorrizico arbuscular; SH+Herb. spp.: substincias hiimicas — 40 mg L' C juntamente
com estirpes de Herbaspirillum spp.); Co-in.: coinoculagdo.

* Médias + erro padrao seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey
para p < 0,05.

** Médias + erro padrao seguidas da mesma letra maitiscula entre manejos e mintscula

entre biotecnologias, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05.
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A menor Ci nos tratamentos em que houve calagem e adubacdo (Tabela 8) pode
ser explicada pela maior taxa fotossintética, aumentando o consumo de Ci, levando ao
maior estimulo da abertura estomatica, elevando a gs (SOUZA; KUWAHARA, 2009).
Os mesmos autores relatam que o estimulo para abertura estomatica esta associado tanto
a pressao de turgor da célula guarda quanto a concentragdo interna de CO2. A redugdo
na assimilagdo de CO2 leva ao menor consumo de CO: intracelular, em virtude da
Rubisco ndo estar totalmente ativada, assim o CO2 ndo ¢ carboxilado e incorporado ao
Ciclo de Calvin, aumentando a Ci (BULEGON et al., 2017). Por outro lado, Jin et al.
(2011) atribuem este comportamento fisioldgico, diminui¢do da gs e aumento da Ci, a
uma maior resisténcia do mesofilo e/ou uma menor capacidade de fixagdo de CO2, em
vez de limitagdes estomaticas.

A leitura ICF possibilita determinar indiretamente o teor de clorofila nas folhas,
que esta diretamente relacionada ao acumulo de nitrogénio (DEBAEKE; ROUET;
JUSTES, 2006). Estudo realizado por Silva (2006) quando comparado as mesmas doses
de N (40 mg dm™) em braquiéria relatou teores de clorofila 60% superior ao tratamento
sem aplicacao de N.

Na interacdo do manejo e biotecnologia, observou que as biotecnologias na
presenga de calagem e adubag¢do demonstraram superioridade média de 40% no teor de
clorofila (ICF) comparados ao tratamento SCA (Figura 4d). Estes resultados estdo
coerentes com os valores do acimulo de N nas plantas que receberam adubagdo
nitrogenada e biotecnologias.

A utilizacdo de biotecnologias proporcionou incrementos de 17 a 25% no teor de
clorofila, mesmo sem calagem e adubagdo. Nota-se que os maiores teores de clorofila
foram observados com inoculacdio de AzoTotal®, seguida dos tratamentos com
coinoculagdo e SH+Herb. spp. Os maiores teores de clorofila obtidos estdo relacionados
ao uso das estirpes de A. brasilense, indicando provavelmente que hd uma maior
concentragdo de nitrogénio na folha em virtude da FBN.

As plantas podem exsudar compostos organicos fundamentais para induzir
respostas quimioatraentes sobre a microbiota do solo, favorecendo a taxa de inoculacdo
e, consequentemente, o potencial de FBN (SILVA, 2017). Efeitos benéficos da
aplicagdo de SH+Herb. spp. sobre o teor de clorofila também foram relatados por
Canellas et al. (2012) em plantas de milho.

Os teores de clorofila (ICF) nas folhas das plantas cultivadas no manejo CCA

variaram de 23,23 a 28,61. Silva (2006) avaliando genotipos de Urochloa spp. e doses
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de N, verificou valor médio do teor de clorofila (SPAD) na dose de 40 mg dm™ de N
(24,98), inferior ao obtido no presente estudo, provavelmente pelo fato do autor ndo ter
utilizado biofertilizantes com objetivo de complementagao da adubagao.

A aplicagdo de biotecnologias aumentou o teor de clorofila (ICF) nas folhas das
plantas cultivadas no manejo CCA em média 16% comparado a testemunha. As médias
mais expressivas para ICF decorrem da coinoculacdo (28,61), SH+Herb. spp. (26,53) e
AzoTotal® (26,49). Sharma e Banik (2014) avaliando plantas de milho com doses de
NPK associadas a biofertilizantes verificaram que plantas coinoculadas (FMA
+ Azospirillum spp.) exibiram notavelmente maior teor de clorofila em comparacdo com
a inoculagdo unica. Os autores atribuiram estes valores a sintese ¢ liberagdo de
fitormonios e nutrientes pela Azospirillum spp. ¢ FMA. De forma similar, sugere-se que
ocorreu nos tratamentos com SH+Herb. spp. e AzoTotal®.

O rendimento quintico maximo do fotossistema II (Fv/Fwm) possibilita julgar o
estado fisiologico da planta (BAKER; ROSENQVIST, 2004). A razdo Fv/Fm deve estar
entre 0,750 a 0,850, onde valores abaixo indicam danos fotoinibitorios no centro de
reacdao do PSII (GUIDI; LO PICCOLO; LANDI, 2019). Nota-se na figura 4c que os
valores médios do Fv/Fm encontram-se entre 0,790 a 0,802. Independente dos
tratamentos utilizados, os valores do Fv/Fm demonstram que os genotipos de Urochloa
spp. ndo apresentaram danos ao centro de reacdes do PSII. A aplicagdo de biotecnologia
demonstrou melhorias significativas no Fv/Fwm.

Avaliando gendtipos de milho, Jin et al. (2015) constataram que em condigdes de
deficiéncia de N a razdo Fv/Fwm variou de 0,744 a 0,773, porém quando submetidas a
alta dose de N houve aumento no Fv/Fm de 0,793 a 0,805. Os autores sugerem que o
aumento da razdo Fv/Fm esta associado ao maior conteudo e atividade da Rubisco no
ciclo de Calvin e da PEP carboxilase, podendo ser usada para melhorar o transporte de
elétrons fotossintéticos, produzindo NADPH e ATP, aumentando a fotossintese e a
concentragdo de clorofila. Desta forma, a presenca de microrganismos promotores de
crescimento vegetal, capazes de aumentar o aporte de N nas plantas, contribuiu para a

melhoria no rendimento quantico do PSII.

3.4 — Atributos microbiolégicos

Na Tabela 9, sdo apresentados os valores de F, niveis de significdncia, média e

coeficiente de variagdo dos atributos microbiolégicos: quantidade de diacetato de
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fluoresceina (FDA) hidrolisado (ug g! h') e porcentagem de coloniza¢io micorrizicas
(CM) em genotipos de Urochloa spp. ap6s 60 dias de cultivo. Observa-se que o atributo
FDA, apresentou significancia entre gendtipo x biotecnologia e, manejo x biotecnologia
(p < 0,05). Efeito simples da biotecnologia e manejo foi observado na CM, em que
houve forte significancia (p < 0,01).

A hidrolise da FDA avalia a atividade hidrolitica indiscriminada de
microrganismos, através da hidrolise de varias enzimas (lipases, proteases e esterases),
presentes nos microrganismos (PATLE; NAVNAGE; BARANGE, 2018).

A atividade microbioldgica foi mais intensa no manejo SCA, sendo 23% superior
a0 observado no CCA (5,13 pg g h'!). O efeito das biotecnologias dentro dos niveis do
manejo, demonstrou que no solo sem calagem e adubacao os tratamentos coinoculagao
e AzoTotal® elevaram 13,31 e 6,22%, respectivamente, os valores da FDA comparado
ao controle (6,33 pg g h™"). Curiosamente os tratamentos com FMA e SH+Herb. spp.
apresentaram resultados inferiores a testemunha (Figura 5a) no manejo sem calagem e

adubagao.

Tabela 9: Valores de F, niveis de significancia e médias dos pardmetros: Atividade de
hidrolise do diacetado de fluoresceina (FDA) do solo e porcentagem de colonizagdo
micorrizicas (CM) em fun¢do do manejo, genotipo e biotecnologias.

Fonte Variagdo FDA CM
Bloco 3,96 0,04
Man. (M) 39,77 9,13"
Gen. (G) 7,90 1,98

Biot. (B) 3,63" 171,817

M*G 0,80 0,004
M*B 3,62" 0,76™
G*B 6,71 1,65
M*G*B 1,93% 0,61™
Média 5,73 41,25

CV (%) 30,22 7,56

Man.: Manejo; Gen.: Genotipo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p <
0,05; ** p <0,01; ns: ndo significativo.

Ao realizar a pratica de calagem e adubacao, as biotecnologias nao influenciaram
significativamente na atividade microbioldgica do solo. Resultados similares foram
obtidos por Freitas et al. (2011), que registraram hidrélise da FDA de 6,56 ug g' h'! em

sistema convencional cultivando uva em Neossolo Quartzarénico. Os autores
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concluiram que a menor atividade microbiana pode ser devido aos niveis mais baixos de

matéria organica do solo.
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Figura 5: Quantidade de diacetado de fluoresceina (FDA) fluoresceina (FDA)
hidrolisada pg™' solo h™!, em diferentes manejos (a) e gendtipos Urochloa spp. (b); Taxa
de colonizacdo micorrizica em % (c). SCA: sem calagem e adubacdo; CCA: com
calagem e adubacdo. Cont.: Controle; FMA: Fungo micorrizico arbuscular; SH+Herb.
spp.: substincias humicas — 40 mg L' C juntamente com estirpes de Herbaspirillum
spp.); Co-in.: coinoculagio.

* Médias * erro padrao seguidas da mesma letra maitscula entre manejos ou genotipos
e minuscula entre biotecnologias, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05.
** Médias =+ erro padrao seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey
para p < 0,05.

A baixa disponibilidade de nutrientes influencia qualitativamente e
quantitativamente nos exsudatos radiculares liberados pelas plantas, decorrente do

estresse nutricional (LIU et al., 2004). As plantas exsudam compostos orginicos que
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influenciam diretamente o ambiente rizosférico ¢ no estimulo da atividade microbiana,
uma vez que liberam pelas raizes uma imensa variedade de compostos, como acidos
organicos, aminoacidos, agucares e outros (TAN et al., 2013). Ademais, em condi¢des
de baixo pH do solo a disponibilidade de nutrientes ¢ comprometida, o que pode ter
favorecido a maior liberagdo de enzimas (fosfatase 4cida e outros) capazes de atuar na
disponibilizagdo de nutrientes.

Os aumentos na hidrolise do FDA decorrente da coinoculagdo podem estar
relacionados a atuacdo dos exsudatos radiculares ou substancias que atuariam como
sinais moleculares ou estimulantes, que impulsionam o crescimento de microrganismos
no solo (BALOTA et al., 1995). Ademais, Desiro et al. (2013) fornecem evidéncias que
estruturas micorrizicas podem alojar comunidades microbianas, como bactérias
endossimbiontes, formando um microbioma bacteriano intracelular, indicando que
quando as plantas sdo coinoculadas pode possibilitar maior atividade enziméatica no
solo.

Na interagcdo genotipo e biotecnologia, verificou-se maiores valores da hidrdlise
do FDA no solo cultivado com cv. Basilisk associados a coinoculagdo (7,45 pug g!' h''),
demonstrando que esta interacdo favorece a atividade microbiologica do solo. Nota-se
que na cv. Marandu os tratamentos apresentaram comportamento semelhante na
hidrélise do FDA. A provavel hipotese para maior atividade microbiana na cv. Basilisk,
especialmente quando coinoculada, pode ser explicada pelos diferentes exsudatos entre
genotipos com agdes diferenciadas, influenciando a comunidade microbiana presente na
rizosfera.

Silva (2017) reportou que em diferentes genodtipos de milho, as biomoléculas t€ém
funcionalidades diferenciadas capazes de induzir repostas quimiotaticas sobre a
microbiota do solo de forma variada. Aira et al. (2010) também avaliaram acessos de
milho e observaram que o genotipo da planta altera a estrutura e o crescimento das
comunidades microbianas rizosféricas.

Na taxa de colonizagao micorrizica (CM) verificou-se que na auséncia de calagem
e adubagdo a CM foi 20,64% superior ao observado no manejo CCA. Sugere-se que
esta relacdo pode ser associada ao nivel critico interno de P da planta hospedeira.

Pode-se perceber que houve diferenca significativa entre biotecnologias, onde as
maiores CM foram observadas nos tratamentos com FMA e coinoculagdo (Figura 6c¢).
Costa et al. (2012) constataram taxa de colonizagdo micorrizica em U. decumbens cv.

Basilisk inoculada com diferentes FMA de até 61,6%. Nos demais tratamentos foi
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observada colonizagdo radicular em menor porcentagem, decorrente da presenga de
fungos micorrizicos nativos, uma vez que o solo utilizado neste estudo nao passou por

processo de esterilizagao.

4.0 —- CONCLUSOES

A aplicacdo de SH+Herb. spp. no manejo com calagem e adubagdo apresentou
maior producdo de MSPA.

A cv. Marandu apresentou maior produgdo de massa seca de raiz.

A reducao de 60% na dose de fertilizantes reduziu os teores foliares de nitrogénio.

Maiores acumulos de N e K ocorreram na cv. Basilisk, e P na cv. Marandu.

A aplicacdo de SH+Herb. spp. em solo com calagem e adubagdo promoveu
maiores acimulos de N, P, K e Ca, provavelmente em decorréncia do maior
crescimento radicular.

As biotecnologias influenciaram positivamente nas varidveis relacionadas a
fotossintese, especialmente a taxa de assimilagdo liquida de CO: e condutancia
estomatica.

A aplicacdo de biotecnologias aumentou, em média 16% o ICF nas folhas das
plantas cultivadas no manejo CCA

As biotecnologias aumentaram a razdo Fv/Fm independente do tratamento
avaliado.

Houve aumento de 23% nos valores de FDA no manejo SCA, sugerindo
melhorias na atividade microbiologica, especialmente quando as plantas foram

coinoculadas.
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CAPITULO 2: EFEITO DAS BIOTECNOLOGIAS NA ABSORCAO DE
NITROGENIO EM Urochloa brizantha cv. Marandu

RESUMO

A perda da matéria organica e exaustdo dos nutrientes do solo ¢ possivelmente a
principal responsavel pela degradacdo das areas de pastagens. Nesse contexto, o
desenvolvimento de biotecnologias capazes de superar o depauperamento desses solos e
reestabelecer a produtividades destas dreas vem ganhando destaque no cenario agricola.
Objetivou-se avaliar o potencial de biotecnologias que integram o uso de bactérias
promotoras de crescimento vegetal e substancias humicas como estratégia de aumento
na produtividade das pastagens. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em
blocos casualizados, com quatro tratamentos e trés repetigdes, totalizando 12 unidades
amostrais. Os tratamentos consistiram de: T1 — testemunha sem inoculagao e com 40%
da adubacdo recomendada de NPK; T2 - aplicagdo do produto comercial AzoTotal® via
semente; T3 — aplicagdo foliar de substincias himicas (SH) (40 mg L' de C)
conjuntamente com estirpes Herbaspirillum seropedicae - HIV206 e Herbaspirillum
rubrisubalbicans - HCC101 aos 15 e 30 DAE; T4 - inoculacdo do AzoTotal® via
semente e aplicagcdo foliar de SH+Herb. spp. Foram avaliados atributos fitotécnicos
(altura, didmetro do colmo, massa seca de parte aérea - MSPA e massa seca de raiz -
MSR), fisiologicos (taxa de assimilagdo de CO: (A4), condutdncia estomatica (gs),
concentragdo interna de CO:2 (Ci), transpiracdo (E), eficiéncia instantdnea de
carboxilagdo (EiC), eficiéncia no uso de agua (EUA) e rendimento quantico do
fotossistema II (Fv/Fm) e nutricional (acimulo de nitrogénio) em Urochloa brizantha
cv. Marandu. As biotecnologias influenciaram positivamente nos parametros avaliados.
O capim-marandu em condi¢des controladas, submetido aos tratamentos T3 e T4
apresentou melhor desempenho nos pardmetros avaliados. Os tratamentos T3 e T4
elevaram a MSPA e MSR do capim-marandu, em média 239,37% e 84,40%,
respectivamente. Os maiores acimulos de N na parte aérea de capim-marandu foram
observados nos tratamentos T3 e T4. Houve melhorias nos parametros fisioldgicos ao

aplicar os biofertilizantes e bioestimulante.

Palavras-chave: Capim-marandu, Herbaspirillum spp., Azospirillum brasilense,

substancias himicas.
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ABSTRACT

The loss of organic matter and depletion of soil nutrients is possibly the main
responsible for the degradation of pasture areas. In this context, the development of
biotechnologies capable of overcoming the depletion of these soils and restoring the
productivity of these areas has been gaining prominence in the agricultural scenario.
The objective was to evaluate the potential of biotechnologies that integrate the use of
bacteria that promote plant growth and humic substances as a strategy to increase the
productivity of pastures. The experiment was conducted in a greenhouse in randomized
blocks, with four treatments and three replications, totaling 12 sample units. The
treatments consisted of: T1 - control without inoculation and with 40% of the
recommended fertilization of NPK; T2 - application of the commercial product
AzoTotal® via seed; T3 - foliar application of humic substances (SH) (40 mg L' of C)
together with strains Herbaspirillum seropedicae - HIV206 and Herbaspirillum
rubrisubalbicans - HCC101 at 15 and 30 DAE; T4 - inoculation of AzoTotal® via seed
and foliar application of SH+Herb. spp. Phytotechnical attributes (height, stem
diameter, dry shoot weight - MSPA and dry root weight - MSR), physiological
attributes (CO2 assimilation rate (A4), stomatal conductance (gs), internal CO2
concentration (Ci) , transpiration (E), instant carboxylation efficiency (EiC), water use
efficiency (USA) and quantum yield of photosystem II (Fv/Fm) and nutritional (nitrogen
accumulation) in Urochloa brizantha cv. Marandu. positively in the evaluated
parameters. The marandu grass under controlled conditions, submitted to treatments T3
and T4 showed better performance in the evaluated parameters. The treatments T3 and
T4 increased the MSPA and MSR of the marandu grass, on average 239.37% and
84.40%. The largest accumulations of N in the aerial part of marandu grass were
observed in treatments T3 and T4. There were improvements in physiological

parameters when applying biofertilizers and biostimulants.

Keywords: Marandu grass, Herbaspirillum spp, Azospirillum brasilense, humic

substances.
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1.0 - INTRODUCAO

A pecudria ¢ um setor de destaque no agronegdcio brasileiro, tendo como base as
pastagens, que oferecem de forma pratica e econdmica o alimento para o rebanho
(FERRAZ; FELICIO, 2010), sendo estimado que existam no Brasil cerca de 180
milhdes de hectares com pastagem (DIAS-FILHO, 2014), sendo sua maioria constituida
com poaceae do género Urochloa (SANTANA et al., 2016).

A expressiva area de cultivo trouxe problemas de degradagdo destas pastagens,
principalmente em sistemas de baixo nivel tecnoldgico, devido ao manejo inadequado
desta cultura e da rara utilizacdo de insumos (BRAZ et al., 2004). Diante do exposto, a
atividade pecudria acaba sendo caracterizada como insustentavel e prejudicial aos
agroecossistemas.

Diversos estudos mostram que bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) contribuem com quantidades substanciais de N fixado biologicamente
(FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018; BREDA; ALVEZ; REIS, 2016; ALVES et
al., 2014), outrossim, disponibilizam P para as culturas através do processo de
solubilizagdo de fosfato inorganico, devido a liberagao de acidos orgénicos na rizosfera
(KHAN et al., 2009). Atrelado a estes beneficios, as BPCV estimulam o crescimento de
plantas de forma direta e indireta, devido a produ¢do de fitormonios proporcionando
aumento no sistema radicular, potencializando a utilizagdo de &4gua e nutrientes
(CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016; GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016).

Os efeitos promissores das BPCV em poaceas vém sendo documentados ha varios
anos. Dentre as mais estudadas pode-se destacar as associacdes do género Azospirillum
e Herbaspirillum (NAKAO et al., 2018; FERREIRA NETO et al., 2017; PEDREIRA et
al., 2017; OFFEMANN et al., 2014).

De forma complementar, t€ém-se as substancias huimicas (SH) que podem ser
usadas como veiculo de inoculagdo, além do seu efeito bioestimulante, possibilitando
melhorias no aumento da absorc¢ao de nutrientes (DU JARDIN et al., 2015).

Diante do exposto, a utilizagdo de BPCV em capim-marandu, associados a
aplicacdo de SH, permitindo maior absor¢cdo de nitrogénio e desenvolvimento das

plantas, sendo um grande passo em dire¢do a recuperagdo de pastagens degradadas.

2.0 - MATERIAIS E METODOS
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2.1 — Caracterizacao fisica e quimica do solo

O solo utilizado foi representativo de uma area de pastagem degradada na regiao
de Jeronimo Monteiro-ES, sendo retirado do terco médio do relevo, na profundidade de
0-20 cm, classificado regionalmente como Argissolo vermelho-amarelo distrofico
(CUNHA et al. 2016). Posteriormente, o solo foi seco ao ar e peneirado em peneira com
malha de 2,0 mm para obtenc¢do da terra fina seca ao ar (TFSA) e caracterizagao fisica e
quimica (Tabela 1).

A calagem no solo foi realizada pelo método da saturag@o por bases, para elevar o
valor V a 50%, utilizando-se o produto comercial GEOX HD, com PRNT= 134% e,
incubado por 21 dias em sacos plasticos. Durante a reagdo do GEOX no solo, a umidade

foi mantida a 60% do volume total de poros (VTP).

Tabela 1: Caracterizagdo fisica e quimica do solo utilizado no experimento em casa de

vegetacao.
pH em pH em P K Ca Mg Al H H+Al SB T t
H20 KCl
--mg dm-- cmolc dm
4,10 3,88 1,46 26,5 0,23 0,08 0,80 4,7 550 0,38 588 1,18
\% m MO P-rem S B Fe Cu Mn Zn Areia  Silte Argila
—————— %------ gkg!' mgL"! R T )2 %

6,46 67,8 7,4 26,28 24,8 0,55 48,73 0,15 1,74 0,66 5436 296 42,68
pH em agua: potenciometria em solugdo solo-adgua 1:2,5; fosforo e potassio disponivel: extraido por
Mehlich-1; célcio, magnésio e aluminio extraivel: extraidos com solugdo de KCI 1 mol L!; SB = Ca +
Mg + K; CTC =SB + (H + Al); V% = SB x 100/CTC; MO: teor de C do solo x 1,724.

2.2 — Experimentacio em casa de vegetacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo entre os meses de setembro a
outubro de 2019, localizada na area experimental do Centro de Ciéncias Agrarias de
Alegre, pertencente a Universidade Federal do Espirito Santo (latitude 20° 45' Sul,
longitude 41° 29' Oeste, com elevacao de 112 metros). De acordo com o Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural, a precipitagdo
pluviométrica ¢ de 1.200mm/ano e o clima da regido ¢ quente imido. Segundo a
Classificagdo de Koppen, o clima da regido ¢ do tipo Aw, clima tropical, caracterizado

pelo inverno seco e verdo chuvoso.
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O gendtipo de braquidria utilizado foi Urochloa brizantha cv. Marandu
selecionado previamente com base na eficiéncia de produgcdo de biomassa e melhor
resposta as biotecnologias testadas no capitulo 1.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com quatro
tratamentos e trés repetigdes, totalizando 12 unidades amostrais. Os tratamentos
consistiram no emprego de diferentes biotecnologias: T1 - Testemunha sem inoculagao;
T2 - Inoculagdo via semente com produto comercial liquido AzoTotal®, a base de
Azospirillum brasilense, estirpes AbV5 e AbV6; T3 - Aplicagdo foliar com substancias
htimicas (SH) (dose 40 mg L' C) extraidas de vermicomposto combinadas com as
estirpes (Herbaspirillum rubrisubalbicans - HCC 101 e Herbaspirilum seropedicae —
HIV 206), sendo realizada a pulverizagao aos 15 e 30 dias apos emergéncia (DAE); T4 -
Inoculagio via semente com AzoTotal® e aplicagdo foliar com SH + Herbaspirilum spp,
pulverizado aos 15 e 30 DAE.

Transcorrido o periodo de incubagdo do solo, a fim de se obter um substrato
estéril, livre de microrganismos nativos e objetivando melhor expressdo do efeito e da
interacdo das BPCV no experimento, realizou-se o processo de autoclavagem do solo
por meio da autoclave modelo AHMC da SERCON, submetendo as amostras a pressdao
de 1.1 atm em 121°C por 20 minutos. Apos esta etapa, foi realizada a adubagdo de
implantacdo com macro ¢ micronutrientes. As doses de nitrogénio, fosforo, potassio e
enxofre utilizadas foram de 40, 120, 60 e 40 mg dm>, respectivamente, em que N, P e K
foram aplicados na propor¢ao de 40% do recomendado por Novais et al. (1991). Para
adubacdo com micronutrientes foi aplicada as doses de 0,81 mg dm™ B; 1,33 mg dm™
Cu; 1,55 mg dm™ Fe; 3,66 mg dm™ Mn; 0,15 mg dm™ Mo e 4,00 mg dm™ Zn (NOVAIS
et al., 1991), sendo utilizados para fornecimento de macro e micronutrientes 0s
seguintes reagentes pa: CHaN20; NH4H2POs4; KH2PO4; CaHPOs; KCI;
(NH4)sM07024.4H20; H;BOg; CuS04.5H20; MnS0O4.H20; Na>SOs4;
(NHa4)2Fe(SO4)2:6H20; ZnSO4-7H20. A adubagdo nitrogenada foi parcelada em duas
vezes, sendo aplicadas aos 15 e 30 dias ap6s emergéncia (DAE). A umidade do solo foi

mantida em 60% do volume total de poros (VTP).

2.3 — Inoculacao de BPCV e obten¢ao das mudas

Inicialmente as sementes foram desinfestadas superficialmente com alcool etilico

a 70% v/v por 1 min e hipoclorito de sodio a 2% por 20 min, em seguida foram lavadas
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10 vezes com agua deionizada, para retirada de residuos dos tratamentos anteriores, de
acordo com Hungria et al. (2010). Para inoculacdo do AzoTotal® a base de estirpes de
Azospirillum brasiliense — AbV 5 e AbV 6 adquirido na empresa Total Biotecnologia,
foram utilizados 15 mL kg' de semente, conforme recomendagdo do fabricante,
objetivando a populagdo minima de 2 x 108 células por mL de inoculante. A inoculagio
das sementes foi realizada misturando o inoculante nas sementes e deixando-as secar na
sombra por 15 minutos. Posteriormente, foi realizado plantio em bandeja de 128 células,
sendo semeadas 4 sementes por célula. Apds 10 dias de emergéncia foram
transplantadas 2 mudas para cada vaso definitivo com capacidade de 0,7 dm’, que

apresentavam melhor homogeneidade, vigor e tamanho.

2.4 - Extracio e aplicacio de substincias humicas conjuntamente com

Herbaspirillum spp.

As substancias humicas foram isoladas de vermicomposto, sendo utilizados 200 g
de vermicomposto (Tabela 2) e 1,8 L de agua deionizada (relagdo vermicomposto:
solvente de 1:9). O material foi agitado por um periodo de 6 horas, e apds 12 horas de
repouso o extrato soluvel foi retirado por decantacdo e armazenado. Posteriormente, foi
determinado o teor de carbono (C) das substancias humicas, conforme metodologia
adaptada de Mendonga; Matos (2005).

As estirpes de Herbaspirillum HIV206 e HCC101 foram obtidas na cole¢do do
Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Para atingir a densidade otica da suspensdo de células
bacterianas (10%) por mL, conforme descrito por Dobereiner et al., (1995), foi necessario
o crescimento das bactérias em meio liquido DYGS por 24 h a 30° C sob agitagdo a 180
rpm. De acordo com a metodologia de Canellas et al., (2012), o inoculante a base de
Herbaspirillum spp. foi preparado diluindo 200 mL de bactérias em 800 mL (dgua +
substancias humicas) a pH 7,0 ajustado com hidréxido de sédio, de modo a obter
concentragdo final de 40 mg L™ de C das SH. Para pulverizagdo foliar aos 20 e 40 dias
ap6s emergéncia das plantas foi aplicada a concentragdo de 40 mg L' de C das SH
conforme descrito por Pinheiro et al. (2018), juntamente com 10% células mL™! da estirpe
HIV206 e HCC101.

A primeira aplicagdo da combinagdo SH + Herb. spp. foi realizada aos 15 DAE,

entre as 18 e 19 h, pulverizando 5,2 mL vaso™! com auxilio de um pulverizador manual
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de pressdo com bico regulavel, correspondendo a 2,6 mL planta!. Transcorrido 30
DAE, foi realizada a segunda aplica¢do da combinag¢do SH + Herb. spp. acompanhando
o mesmo horario da 1* aplicacdo, utilizando o mesmo equipamento de aplicacao,

aplicando 8,5 mL vaso™!, correspondendo a 4,25 mL planta™.

Tabela 2: Composicdo média do vermicomposto usado na extragdo de substancias
htimicas.
pH C P K+ Ca?>* Mg> Al® H+Al SB CTC

gkg! mgdm® = e cmole dm>----------—-
6,29 604 987,50 2,57 7,71 8,25 0,0 1,80 18,52 20,32

pH em H,O; SB: soma de bases trocaveis; CTC: capacidade de troca de cations.

2.4 — Avaliacao dos atributos fisiologicos

Aos 45 dias apds a emergéncia foram analisadas medidas de trocas gasosas,
redimento quantico maximo do fotossistema II (Fv/Fwm) e coleta do experimento.

A medig¢do das trocas gasosas foi realizada em folhas totalmente expandidas, entre
7:00 e 09:00 horas, por meio do analisador a gas infravermelho portatil (IRGA), modelo
LI 6400 XT Portable Photosynthesis Siystem (LI-COR, Lincoln, NE, USA), utilizando
uma fonte luminosa fixa em 1000 mmol m? s de intensidade de fluxo de fotons
fotossintéticos, obtendo-se as seguintes variaveis: 4 — taxa de assimilagdo liquida de
CO2 (umol CO2 m? s); E — taxa de transpiragdo (mmol H20O m™ s!); gs — condutancia
estomatica (mol H20 m? s™); Ci — concentragio interna de CO2 (umol CO2 mol™?). De
posse desses dados foram quantificadas a eficiéncia instantanea no uso da agua (EUA)
(A/E) [(umol CO2 m? sy (mmol H20 m? s!)] e a eficiéncia instantinea de
carboxilagdo (4/Ci) [(umol CO2 m? s7')/ (umol CO2 mol') (KONRAD et al., 2005).

A determinagdo do rendimento quantico do fotossistema II (Fv/Fm) foi
quantificada com utilizagdo de fluordmetro portatil de luz modulada (PSI FluorPen,
modelo FP 100, Drasov, Republica Checa), apds adaptacao das folhas ao escuro por 15

minutos.

2.5 — Avaliac¢ao dos atributos fitotécnicos e nutricional

A determinacdo da altura total das plantas foi realizada com régua graduada, ja a

mensurac¢ao do didmetro do colmo foi determinada com auxilio de paquimetro digital.
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A parte aérea e as raizes foram coletadas, armazenadas em sacos de papel e
colocadas em estufa a 65 °C durante 72 horas (até atingir peso constante) para
determinagdo da massa seca. ApoOs a secagem em estufa, as amostras foram submetidas
a trituracdo em moinho de facas para posterior determina¢do de nitrogénio (N).

A analise quimica do N foi realizada por digestao sulftrica seguida de destilagao

Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000).
2.6 — Analises estatisticas

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio da analise de variancia
com o teste F. As variaveis significativas foram comparadas pelo teste de Tukey em 5%
de probabilidade, utilizando-se o programa R (ExpDes) (R DEVELOPMENT CORE

TEAM, 2016). Para as varidveis de acimulo de nitrogénio e didmetro do colmo, os

dados foram transformados /x + 0,5 para obten¢do da normalidade ¢ homogeneidade

da variancia. Para confec¢do dos graficos utilizou-se o software SigmaPlot® versdo 10

(SYSTAT SOFTWARE Inc, 2006).
3.0 - RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 — Atributos fitotécnicos e nutricional

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que houve diferenga significativa (p
< 0,01) dos parametros fitotécnicos e nutricional em funcdo das biotecnologias
empregadas (Tabela 3).

No presente estudo, o tratamento T4 (AzoTotal® + SH+Herb. spp.) proporcionou
maior altura de plantas (41,92 cm), seguido do tratamento T3 (SH+Herb. spp.) (40,61
cm) (Figura 1c). Ao comparar o tratamento T2 (AzoTotal®) com a testemunha sem
inoculagdo (T1), observou-se incremento na altura das plantas de 33,72%. De forma
similar, observaram no diametro do colmo em que registrou valores médios de 4,19 e
4,16 mm para T4 e T3, respectivamente, sendo superiores aos demais tratamentos
(Figura 1d). Os tratamentos AzoTotal® e controle ndo diferiram entre si, porém ao

compara-los verificou-se acréscimo de 41,41% de T2 em relagdo a T1.
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Tabela 3: Resumo das andlises de variancia para as variaveis altura de planta (AP)
(cm), didmetro do colmo (DC) (mm), massa seca da parte aérea (MSPA) (mg vaso™),
massa seca de raiz (MSR) (mg vaso™) e acimulo de nitrogénio na parte aérea (N) (mg

vaso™') em Urochloa brizantha cv. Marandu sob diferentes biotecnologias.

Quadrados médios

F. V. G. L.
AP DC MSPA MSR N
Tratamentos 3 287,75 0,32" 42154 8130,60” 1,80
Bloco 2 29,11™ 0,02" 1655™ 88,60™ 0,05™
Residuo 6 18,25 0,01 2316 833,40 0,12
Média geral 33,19 3,16 201,59 135,10 7,06
CV (%) 3,02 5,32 23,87 21,37 13,22

F. V. — Fonte de variagcdo; CV — Coeficiente de variagao; G. L. — Grau de liberdade.
Significativo pelo teste F: *p < 0,05; ** p < 0,01; ns: ndo significativo.

Dartora et al. (2013) ndo verificaram efeito significativo sobre a altura e diametro
do colmo de milho ao avaliar as respostas a adubacdo nitrogenada associada a
inoculagdo via semente com Azospirillum brasilense € Herbaspirillum seropedicae. Por
outro lado, Bosa (2014) obteve resultados positivos, constatando incrementos variando
de 1,64 a 4,74% na altura e 3,47 a 7,60% no didmetro do colmo de plantas de U.
brizantha cv. Xaraés ao utilizar bactérias diazotroficas. Os incrementos significativos
observados neste trabalho podem decorrer do alongamento do caule promovido pelos
fitormdnios promotores do crescimento responsaveis pelos processos de divisdo e
expansdo celular produzidos pelas BPCV (MOREIRA et al., 2010; CHAVES et al.,
2015) e, também atribuidos ao efeito auxinico pela aplicagdo de substancias humicas
(ZANDONADI et al., 2019).

Analisando a relacdo entre os parametros altura e didmetro do colmo das plantas
observou-se que os diferentes atributos apresentam correlacdo (0,997; p = 0,01).
Castagnara et al. (2011) relataram correlagdo (0,76; p = 0,01) entre altura e diametro do
pseudocolmo em Urochloa sp. cv. Mulato. O alongamento e espessamento do colmo
sdo justificados pela altura das plantas, em que ganhos em altura do dossel geralmente
refletem em aumento no didmetro das estruturas de suporte (CASTAGNARA et al.,
2011; BOSA, 2014).

A partir dos resultados de MSPA do capim-marandu ¢ possivel observar maiores
valores ao aplicar as biotecnologias T4 (309,71 mg vaso') e T3 (294,34 mg vaso™),
correspondendo a aumento de 329,44 e 308,14%, respectivamente, superiores ao

controle. A aplicagdo do tratamento T2 (130,20 mg vaso™'), embora nio seja observada
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diferencga estatistica comparado ao T1, registrou-se incremento 80,53% em relacdo ao
controle, evidenciando os beneficios da inoculagdo das estirpes de 4. brasilense (Figura
la).

O efeito das biotecnologias na varidvel massa seca de raizes (MSR) (p < 0,01),
revelou que a maior produ¢do de MSR foi obtida com aplicagdo de SH+Herb. spp.
(194,70 mg vaso!), acompanhado do tratamento T4 (161,57 mg vaso™'). Nota-se que as
plantas inoculadas com T2 apresentaram menor MSR, ndo diferindo do controle,
embora verificou-se incremento de 22,58% comparado ao T1 (Figura 1b).

A resposta positiva dos componentes da produgdo com aplicagdo de substancias
humicas e bactéria diazotrofica confirma os efeitos diretos dos biofertilizantes no
desenvolvimento e produtividade de braquiaria. De fato, estes efeitos foram relatados
em estudos recentes. Pinheiro et al. (2018) ao aplicar acidos humicos em braquiaria
promoveram aumento de até 196% na biomassa da parte aérea. A¢Oes benéficas das
bactérias diazotréficas foram relatadas por Leite et al. (2019) ao observarem incremento
significativo na producdo de forragem em U. brizantha cv. Marandu, mesmo com
redugdo de 20% na adubac¢ao nitrogenada.

O aumento na produ¢do de biomassa de parte aérea e raiz, na presenga de indculos
de Herbaspirillum spp. conjuntamente com SH, pode ser devido a capacidade das
bactérias de promoverem crescimento de plantas por meio da producdo de fitormonios,
além do efeito bioestimulante vegetal ligados a bioatividade das substancias humicas e
do estimulo da H'-ATPases da membrana plasmatica, levando a maior permeabilidade
da parede celular (ZANDONADI et al., 2019; AZEVEDO et al., 2019).

Em rela¢do ao acimulo de N na parte aérea do capim-marandu (Figura le), os
tratamentos T4 (11,76 mg vaso™!) e T3 (9,16 mg vaso™!) diferenciaram estatisticamente
de T1; e T3 nao diferiu de T2. Os maiores acumulos nos tratamentos que tiveram
aplicacdo de SH+Herb. spp. podem ter relagdo com aumento da populacdo bacteriana
diazotroéfica endofitica, devido as duas aplicagdes que foram feitas aos 15 ¢ 30 DAE.
Em estudo semelhante realizado em milho, Inagaki (2014) avaliando a inoculagdo
conjunta de 4. brasiliense e H. seropedicae também obteve resultados significativos de
maiores valores de N foliar em comparagdo ao tratamento sem inoculagdo. De forma
similar, Breda et al. (2016) observaram em plantas inoculadas com H. seropedicae o
aumento no acimulo de N na parte aérea de milho de 19% e para aqueles inoculados

com A. brasiliense foi de 10%, comparado ao controle em altas concentragdes de N.
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Figura 1: Massa seca de parte aérea (a), massa seca de raiz (b), altura de planta (c),
diametro do colmo (d) e acimulo de nitrogénio (¢) na parte aérea de Urochloa brizantha
cv. Marandu aos 45 dias. Médias =+ erro padrao seguidas da mesma letra maitiscula, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey para p <0,05.
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Os maiores acumulos de N nos tratamentos T3 e T4 decorrem da capacidade de
FBN das estirpes inoculadas. Ademais, a presenga das SH possibilitou maior
crescimento radicular e consequentemente, aumento na absor¢ao de nutrientes.

Verificou-se que houve diferengas significativas em resposta a aplicacdo de
diferentes biotecnologias sobre as varidveis taxa de assimilagdo de CO2 (4),
transpiragdo (E) (p < 0,05), concentracao interna de CO2 (Ci), eficiéncia instantdnea de
carboxilagao (EiC) e rendimento quantico do fotossistema II (Fv/Fm) (p < 0,01).
Observa-se que nao houve diferenca significativa (p > 0,05) na condutancia estomatica
(gs) e eficiéncia no uso da agua (EUA) (Tabela 5). Os valores observados de trocas
gasosas estdo dentro da faixa de variagdo observada por varios autores (MATTOS;

GOMIDE; HUAMAN, 2005; SOUZA; KUWAHARA, 2009; DANIEL et al., 2018).

Tabela 4: Resumo das anélises de varidncia para as variaveis taxa de assimila¢do de
assimila¢do de CO2 (4) (umol CO2 m? s!), condutincia estomatica (gs) (mol m? s),
concentracdo interna de CO2 (Ci) (umol mol™), transpiracdo (E) (mmol H20 m? s!),
eficiéncia no uso da dgua (EUA) [(umol CO2 m? s)/(mmol H20 m? s)], eficiéncia
instantdnea de carboxilagio (EiC) [(umol CO2 m? s!)/(umol mol!)] e rendimento
quantico do fotossistema Il (Fv/Fm) em Urochloa brizantha cv. Marandu sob diferentes
biotecnologias.

Quadrados médios

EV. G.L. A s Ci E EUA EiC Fv/Fum
Trat. 3 17,64° 4,4E-4™ 6262,1 0,55 0,69 7,6E-3 1,3E-3"
Bloco 2 0,73  8,9E-5"  233,0®  0,09® 027"  43E-4"™ 2,3E-4™
Residuo 6 2,44  39E4 5221 0,07 0,70 2,3E-4 5,5E-5
Média geral 13,88 0,076 131,67 2,75 5,07 0,12 0,80
CV (%) 1126 26,11 17,35 9,76 16,50 12,07 0,93

F. V. — Fonte de variacao; Trat. — Tratamentos; CV — Coeficiente de variagdo; G.L. —
Grau de liberdade. Significativo pelo teste F: *p < 0,05; ** p < 0,01; ns: ndo
significativo.

A aplicacdo de biotecnologias de modo geral influenciou positivamente nos
parametros de trocas gasosas e Fv/Fm. A taxa de assimilacdo de CO2 (4) das plantas
tratadas com biotecnologias aumentou em média 44% comparado ao controle (T1),
destacando o tratamento T4 (16,11 pmol CO2 m™ s™), que demonstrou superioridade
comparada aos demais tratamentos, seguidos de T3 e T2 em que apresentaram
acréscimos na 4 de 37,09 e 40,53%, respectivamente, em relacdo a testemunha (Figura

2a).
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Figura 2: A: taxa de assimilacdo de CO2 (a); Ci: concentragao interna de COz2 (b); E:
transpiracao (c); EiC: eficiéncia instantanea de carboxilacdo (d) e Fv/Fm: rendimento
quantico do fotossistema II (e). Médias + erro padrdo seguidas da mesma letra, ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey para p < 0,05.

Os valores da A sdo parcialmente similares com os descritos para Urochloa spp.,

variando de 15 a 25 umol CO2 m? s' (BULEGON et al., 2017). De forma similar, foi
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observado para transpiracao (E), em que houve incremento médio de 24,88% ao aplicar
as biotecnologias, destacando as plantas que receberam tratamentos T4 (3,33 mmol H20
m?2s'), T2 e T3 (2,78 e 2,58 mmol H2O m? s!), respectivamente (Figura 2c).

A eficiéncia no uso da agua (EUA) refere-se a relagdo entre taxa de assimilagdo
de CO:2 e transpira¢do, logo plantas com alta taxa fotossintética e baixa Ci podem
induzir a reducdo da gs, diminuindo a £ ¢ aumentando a EUA, assim podem produzir
mais com menor quantidade de agua (SILVA et al., 2016). Os valores da EUA neste
trabalho variaram de 4,56 a 5,68 umol CO2 m? s”'/mmol H2O m™ s’!, no entanto, nio
houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 5). As biotecnologias
elevaram a EUA de 6,35 a 24,54%, comparado ao T1.

Os valores da condutincia estomatica (gs) ndo apresentaram diferengas
significativas entre os tratamentos, sendo observado gs média de 0,079 mol m? s™. A
partir do ponto de menor gs obtido no tratamento T1 (testemunha sem inoculagio),
verificou-se nos demais tratamentos aumento médio de na gs 15,71% em relagdo ao
controle.

A maior concentracdo interna de COz (Ci) ocorreu no tratamento T1 (197,43 umol
mol ™), ao aplicar as biotecnologias observou redugdo média na Ci de 44,44%. A menor
assimilagdo de CO2 associada ao menor consumo de COz intracelular que pode decorrer
da Rubisco ndo esta totalmente ativada, assim o CO2ndo € carboxilado e incorporado ao
Ciclo de Calvin, aumentando a Ci (BULEGON et al., 2017).

A menor relacdo da taxa de assimilacdo de CO2 e concentracdo interna de CO2
(EiC) registrada nas plantas do tratamento T1 (0,053 pmol CO2 m? s’!/umol mol™).
Com a utilizagdo de SH ¢ BPCV houve melhorias na EiC, indicando maior eficiéncia no
consumo de COx.

Em condi¢des ideais de crescimento, a eficiéncia quintica do fotossistema II
(Fv/Fm) pode variar de 0,750 a 0,850, possibilitando inferir o estado fisiologico da
planta. Valores inferiores s3o indicativos de condig¢des inibitorias do PSII (BAKER;
ROSENQVIST, 2004; GUIDI; LO PICCOLO; LANDI, 2019). Nota-se na figura 2e que
os valores médios variaram de 0,773 a 0,820, indicando ndo haver dano ao aparelho
fotossintético.

A aplicagdo de biotecnologia demonstrou melhorias significativas no Fv/Fwm,
sendo elevado em média 5,30% em relacdo a testemunha. Estudo desenvolvido por Lin
et al. (2016) com Camellia sinensis L. relataram que a deficiéncia de N reduz o Fv/Fwm.

Para os autores, a deficiéncia de N diminuiu a capacidade de transporte de elétrons,
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limitando a sintese de ATP ¢ afetando a Rubisco. Todos os tratamentos, exceto o T1,
tiveram maior aporte de N, em decorréncia da FBN. Nos tratamentos T3 e T4 além dos
beneficios das BPCV, provavelmente, houve maior transporte e assimilacdo de nitratos

pelas plantas em virtude da aplicacdo de SH (ZANIN et al., 2018).

4.0 —- CONCLUSOES

O capim-marandu em condi¢des controladas submetido aos tratamentos T3 e T4
apresentou melhor desempenho nos parametros avaliados.

Os tratamentos T3 e T4 elevaram a MSPA e MSR do capim-marandu, em média
239,37% e 84,40%, respectivamente.

Os maiores acumulos de N na parte aérea de capim-marandu foram observados
nos tratamentos T3 e T4.

Houve melhorias nos pardmetros fisioldgicos ao aplicar os biofertilizantes e

bioestimulante.
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CAPITULO 3: EFEITO DE SUBSTANCIAS HUMICAS EM Arachis pintoi cv.
Amarillo MG 100 INOCULADOS COM Bradyrhizobium spp. CULTIVADO EM
SOLO DE PASTAGEM DEGRADADA

RESUMO

A adigdo de substancias humicas (SH) influencia o metabolismo das plantas, alterando
assim o seu crescimento. Neste sentido, o amendoim forrageiro (Arachis pintoi) por ser
um material promissor na recuperacdo de pastagem degradada, e pelo aporte de
nitrogénio em virtude do elevado potencial de fixagdo bioldgica de nitrogénio, pode ter
seu potencial produtivo maximizado com aplicacdo de SH. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de diferentes concentragdes de SH extraidas de vermicomposto, no
crescimento e no conteudo de nutrientes em plantas de amendoim forrageiro (4. pintoi
cv. Amarillo MG 100) inoculados com Bradyrhizobium spp. O experimento foi
realizado em casa de vegetagdo, em delineamento de blocos casualizados, com cinco
doses de substancias hiimicas (0; 20; 40; 60 e 80 mg L' de C) com cinco repeti¢des. As
plantas cresceram em vasos 5 dm?®, tendo como substrato solo de pastagem degradada.
Aos 60 dias apds a emergéncia, foram avaliados os pardmetros: massa seca de parte
aérea (MSPA) e raiz (MSR), nimero de n6dulo (NNOD), teores e conteudos de N, P, K,
Ca e Mg no tecido da parte aérea, teor de clorofila total, relagdo clorofila a/b e eficiéncia
quantica do fotossistema II (Fv/Fwm). Os resultados evidenciaram que a adi¢do de SH
extraida de vermicomposto associado a estirpe de Bradyrhizobium spp influencia
positivamente no aumento de massa seca da parte aérea, altura ¢ nimero de nddulos. As
substancias humicas elevaram o rendimento quantico maximo das plantas de Arachis
pintoi cv. Amarillo, indicando melhorias no centro de reagdao do PSII. A concentracao
de 40 mg L! de C possibilita obter a absor¢io maxima de N, K, Ca e Mg em amendoim

forrageiro.

Palavras-chave: amendoim forrageiro, bioestimulante, bactéria diazotrofica, fixagdo

bioldgica de nitrogénio.
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ABSTRACT

The addition of humic substances (SH) influences the metabolism of plants, thus
altering their growth. In this sense, the forage peanut (Arachis pintoi) for being a
promising material in the recovery of degraded pasture, and for the nitrogen supply due
to the high potential of biological nitrogen fixation, its productive potential can be
maximized with application of SH. The aim of this work was to evaluate the effect of
different concentrations of SH extracted from vermicompost, on growth and nutrient
content in forage peanut plants (4. pintoi cv. Amarillo MG 100) inoculated with
Bradyrhizobium spp. The experiment was carried out in a greenhouse, in a randomized
block design, with five doses of humic substances (0; 20; 40; 60 and 80 mg L of C)
with five replications. The plants grew in pots 5 dm?, with degraded pasture soil as
substrate. At 60 days after emergence, the parameters were evaluated: dry mass of aerial
part (MSPA) and root (MSR), nodule number (NNOD), contents and contents of N, P,
K, Ca and Mg in the tissue of the aerial part, total chlorophyll content, chlorophyll a / b
ratio and quantum efficiency of photosystem II (Fv/Fm). The results showed that the
addition of SH extracted from vermicompost associated with the Bradyrhizobium spp
strain has a positive influence on the increase in dry mass of the aerial part, height and
number of nodules. Humic substances increased the maximum quantum yield of
Arachis pintoi cv. Amarillo, indicating improvements in the PSII reaction center. The
concentration of 40 mg L™ of C makes it possible to obtain the maximum absorption of

N, K, Ca and Mg in forage peanuts.

Keywords: forage peanut, biostimulant, diazotrophic bacteria, biological nitrogen

fixation.
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1.0 - INTRODUCAO

As praticas agropecuadrias intensivas vém ocasionando alteragdes de ordem fisica,
quimica e biologica nos solos (TERRA et al., 2019), causando prejuizo ambiental e na
econdmica no pais (DIAS-FILHO, 2017). Somente a pecudria extensiva, que tem como
principal fonte alimentar as pastagens apresenta cerca de 50% das pastagens com algum
grau de degradacdo (DIAS-FILHO, 2014).

A recuperacdo da produtividade dessas areas demanda alternativas sustentaveis,
que possibilitem resultados positivos na recuperagdo das pastagens (DIAS-FILHO,
2017; CARVALHO et al., 2017). Portanto, para restaurar o potencial produtivo destas
areas, torna-se necessario primeiramente avaliar os fatores que favorecem a degradagdo
das pastagens e do solo. A excessiva pressao de pastejo, manejo inadequado, escolha
incorreta da forrageira, aliada a baixa disponibilidade de nutrientes do solo, em especial
nitrogénio e fosforo, sdo fatores de destaque para degradacdo das pastagens
(CARVALHO et al., 2017; TOWNSEND et al., 2010). Diante desta situagao,
alternativas como introdu¢do de leguminosas forrageiras associado a bioestimulantes
podem ser adotadas, vislumbrando sistemas produtivos de menor impacto ao meio
ambiente e eficientemente produtivos.

Predominantemente no sistema de produgdo agricola as dreas com pastagem sao
ocupadas com podceas, que demandam elevadas doses de fertilizantes nitrogenados para
potencializar a produtividade. No entanto, o elevado custo dos fertilizantes nitrogenados
compromete o fornecimento deste insumo, levando a baixa disponibilidade de
nitrogénio para cultura, o que contribui de forma significativa para degradacdo das
pastagens (COSTA et al., 2004; BODDEY et al.,, 2004). De forma alternativa, a
introducdo de leguminosas forrageiras, eficientes no processo de fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN) e com melhor valor nutricional (MACEDO et al., 2014), sao
estratégias que possibilitam a redu¢do no custo de producdo, em detrimento ao eficiente
mecanismo de captacdo e disponibilizagdo do nitrogénio, face a interacdo planta-
rizobio, a exemplo do género Bradyrhizobium, capaz de nodular com leguminosas
contribuindo para assegurar a produtividade e estabilidade das pastagens (TERRA et al.,
2019).

Dentre as intmeras leguminosas forrageiras adaptadas as diferentes condigdes
edafoclimaticas, o amendoim forrageiro (Arachis pintoi) vem sendo alvo de estudo, por

ser um material promissor na recuperagao de pastagem degradada, maximizando o
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aporte de nitrogénio em virtude do elevado potencial de FBN (MUNIZ et al., 2017,
MIRANDA; VIEIRA; CADISCH, 2003), dando suporte a produtividade de forrageira e
ampliando a vida 1til da pastagem (BARCELLOS et al., 2008).

Caracterizado como leguminosa perene de habito herbaceo, o amendoim
forrageiro tem crescimento rasteiro e altura de 20 a 40 cm, conferindo bom potencial
para ser utilizado como cobertura do solo e adubo verde (PERIN et al., 2003).
Apresenta excelentes caracteristicas agronOmicas, como adaptacdo a solos acidos,
resisténcia e tolerancia a pragas e doengas (ARGEL; PIZARRO, 1992), apresentando
também grande importancia nas praticas de ciclagem de nutrientes devido a rapida
mineralizagdo das suas folhas ricas em nitrogénio (SPRENT, 2001).

De forma complementar aos efeitos das bactérias diazotroficas em associagdo com
amendoim forrageiro, as substancias humicas podem potencializar o desenvolvimento
das plantas, possibilitando aumento da absor¢do de nutrientes em virtude da maior
permeabilidade da membrana plasmatica por meio da ativagdo da H'-ATPase da
membrana plasmatica, além do estimulo na emissdo de pelos radiculares e raizes
laterais finas, que aumentam assim a area superficial do sistema radicular (TREVISAN
et al.,, 2010, CANELLAS; OLIVARES, 2014), podendo haver influéncia na taxa de
nodulagdo, em decorréncia do estimulo na emissdo de raizes (SANTOS; REIS, 2008).

Diante do exposto, torna-se necessario averiguar o efeito de diferentes
concentragdes de substancias humicas em Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100
inoculado com Bradyrhizobium spp. cultivado em solo de pastagem degradada, quanto
ao potencial bioestimulante no crescimento vegetativo e acimulo de nutrientes em

associacdo com bactérias diazotroficas.

2.0 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Caracterizacio fisica e quimica do solo

O solo utilizado foi representativo de uma area de pastagem degradada na regido
de Alegre-ES, sendo retirado do terco médio do relevo, na profundidade de 20 cm,
classificado regionalmente como Argissolo vermelho-amarelo distrofico (CUNHA et al.
2016). Posteriormente, o solo foi seco ao ar e peneirado em peneira com malha de 2,0
mm para obten¢ao da terra fina seca ao ar (TFSA) e caracterizacdo fisica e quimica do

solo (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracterizagdo fisica e quimica do solo utilizado no experimento em casa de

vegetacao.
pH em P K Ca Mg Al H+Al SB T \% m
H:0
-mg dm>-- e 03 05T0) (VG 11— ——— 7 —
486 1,75 430 020 023 070 3,14 078 391 19,83 47 44
MO Ds Areia Silte Argila
dag kg! kg dm? %
1,98 1,16 40 11 49

pH em agua: potenciometria em solugdo solo-agua 1:2,5; foésforo e potassio disponivel: extraido por
Mehlich-1; calcio, magnésio e aluminio extraivel: extraidos com solu¢do de KCI 1 mol L''; SB = Ca +
Mg + K; CTC = SB + (H + Al); V% = SB x 100/CTC; MO: teor de C do solo x 1,724. Ds: método da
proveta; Dp: método do baldo volumétrico: teores de areia, silte e argila: analise granulométrica.

2.2 — Experimentacio em casa de vegetaciao

O experimento foi conduzido no periodo de janeiro a margo de 2019 em casa de
vegetagdo, na area experimental do Centro de Ciéncias Agrarias de Alegre, pertencente
a Universidade Federal do Espirito Santo (latitude 20° 45' Sul, longitude 41° 29' Oeste,
com elevacdo de 112 metros). De acordo com o Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural a precipitagdo pluviométrica ¢ de 1.200 mm ano™.
Segundo a Classificacdo de Koppen, o clima da regido ¢ do tipo Aw, clima tropical,
caracterizado pelo inverno seco e verao chuvoso.

O delincamento experimental foi em blocos casualizados, com cinco
concentragdes de substincias humicas (0, 20, 40, 60 ¢ 80 mg L' de C) e cinco

repeti¢des, totalizando 25 unidades experimentais.

2.3 — Inoculagao de Bradyrhizobium spp. e preparo das mudas

Antes da desinfeccdo, as sementes de amendoim forrageiro tiveram o pericarpo
removido, deixando apenas as améndoas. Posteriormente, as sementes foram
desinfestadas superficialmente com alcool etilico a 70% v/v por 1 min e hipoclorito de
sodio a 2% por 20 min. Em seguida, foram lavadas 10 vezes com agua destilada, para
retirada de residuos dos tratamentos anteriores (HUNGRIA et al., 2010), sendo apos
imersas em agua destilada por uma hora, para ficarem embebidas e garantir a
germinagao.

Para inoculacdo de Bradyrhizobium spp. BR1433 (SEMIA 6440), foram

utilizados a propor¢do de 1g de inoculante turfoso para 50 g de semente, conforme
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recomendacdo da Embrapa Agrobiologia. A inocula¢do foi realizada misturando o
inoculante turfoso com as sementes ¢ uma solu¢do adesiva a base de aclcar na
concentragdo de 10%, sendo adicionado 100 g de acticar em 1 litro de 4gua, objetivando
maior aderéncia do inoculante as sementes (PURCINO et al., 2000), posteriormente,
deixando-as secar na sombra por 15 minutos.

No preparo das mudas utilizou-se bandeja de 128 células, sendo semeado 2
sementes por célula. Transcorridos 10 dias apdés a emergéncia (DAE), foram
transplantadas 8 mudas para cada vaso definitivo com capacidade de 5 dm?®, sendo
realizado o desbaste aos 15 DAE selecionando-se 6 plantas por vaso, que apresentavam
melhor homogeneidade, vigor e tamanho. A umidade do solo foi mantida em 60% do

volume total de poros (VTP).

2.4 — Extracao e aplicacdo de substiancias hiimicas

As substancias humicas foram extraidas de vermicomposto (Tabela 2), sendo
utilizados 200 g de vermicomposto e 1,8 L de dgua deionizada (relagdo vermicomposto:
agua deionizada de 1:9 v:v). O material foi agitado por um periodo de 6 horas, e apos 12
horas de repouso o extrato solivel foi retirado por decantagdo e armazenado.
Posteriormente, foi determinado o teor de carbono (C) das substancias humicas, com

base na metodologia adaptada de Mendonga; Matos (2005).

Tabela 2: Composicdo média do vermicomposto usado na extragdo de substancias
htimicas.

pH C P K* Ca’® Mg Al°  H+AIl SB CTC

gkg! mgdm® = e cmole dm>----------—-
6,29 604 987,50 2,57 7,71 8,25 0,0 1,80 18,52 20,32

pH em H,O; SB: soma de bases trocaveis; CTC: capacidade de troca de cations.

Na primeira aplicagdo de SH, realizada aos 20 DAE entre as 18 e 19 horas, foi
pulverizado 12 mL vaso™! com auxilio de um pulverizador manual de pressdo com bico
regulavel, correspondendo a 2,0 mL planta!. Transcorrido 40 DAE, foi realizada a
segunda aplicagao de SH, acompanhando o mesmo horario da 1* aplicagdo e utilizando
o mesmo equipamento de aplicagdo, aplicando 24 mL vaso™!, correspondendo a 4,0 mL

planta!. Para ambas as aplicagdes, objetivando a padronizagio da umidade na superficie
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da folha, foram realizadas aplicacdes com mesmo volume em dgua, nos demais
tratamentos.

2.5 — Avaliacao dos atributos fisiologicos, fitotécnicos e nutricionais

Aos 60 dias apos a emergéncia foram analisados: rendimento quantico do
fotossistema II (Fv/Fm) e indice de clorofila Falker - contetido de clorofila, producao de
massa seca da parte aérea e raiz, altura total das plantas, nimero de nodulos, teor e

acumulo de nutrientes.

2.5.1 — Teor total de clorofila e eficiéncia quantica do fotossistema I1

A estimativa do teor de clorofila total (Chlt), clorofila @ (Chl a) e clorofila 5 (Chl
b) foi estimada pelo Indice de Clorofila Falker (ICF), sendo realizado no ter¢o mediano
nas folhas em um foliolo totalmente expandido em duas plantas de cada um dos cinco
vasos, em cada tratamento, por meio do medidor portatil de clorofila, ClorofiLOG
(Falker Automagao Agricola, Brasil), entre 8:00 e 11:00 horas.

A determinagdo da eficiéncia quantica do fotossisistema II (Fv/Fm) foi
quantificada com utilizacdo de fluordmetro portatil de luz modulada (PSI FluorPen,
modelo FP 100, Drasov, Republica Checa), apds adaptacdo do foliolo ao escuro por 15
minutos. As medi¢des foram realizadas nos mesmos horarios e foliolos, nos quais

realizou-se a leitura do teor de clorofila.

2.5.2 — Altura das plantas, nimero de nodulos e massa seca

A determinagdo da altura total das plantas realizada mediante régua graduada,
sendo utilizada trés plantas de cada um dos cinco vasos, em cada tratamento. ApoOs
coleta e lavagem das raizes, os nddulos foram contados. Os dados utilizados resultaram
da média das seis plantas, de cada parcela, e expressos em nimeros de nédulos (n° nod
planta™) - NNOD.

A parte aérea e a raiz foram coletadas, armazenadas em sacos de papel e
colocadas em estufa a 65° C durante 72 horas (até atingir peso constante) para
determinagdo da massa seca. Apds a secagem em estufa, as amostras foram submetidas
a trituracdo em moinho de facas para posterior determinagao dos teores nitrogénio (N),

fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg).
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2.5.3 — Analise nutricional

Para andlise quimica do N foliar foi realizada digestdo sulftrrica seguida de
destilacdo Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Para analise quimica foliar de P,
K, Ca e Mg foi realizada digestdo nitrica. A leitura do P foi realizada por
espectrofotometro a 725 nm; K por fotdmetro de chama e as leituras de Ca e Mg por
espectroscopia de absor¢do atdmica, de acordo com Johnson e Ulrich, (1959) e

Malavolta et al. (1997).

2.6 — Analises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade de
variancia. Em seguida foram realizadas andlises de regressdo para os fatores
quantitativos através do software SISVAR (FERREIRA, 2019), em que os modelos
lineares ou quadraticos foram escolhidos com base na significdncia dos coeficientes de
regressdo, utilizando-se o teste t de student em nivel de 5 % de probabilidade e o
coeficiente de determinacdo (R?). Para plotagem dos graficos utilizou-se o software

SigmaPlot® versdo 10 (SYSTAT SOFTWARE Inc, 2006).

3.0 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 - Atributos fitotécnicos

Para as varidveis, massa da parte aérea (MSPA), nimero de nddulos (NNOD) e
altura de planta (AP) a analise de regressao apresentou significancia (p < 0,05) para os
efeitos das concentragdes de substancias humicas, sendo quadratico o ajuste no modelo
de regressdo. A aplicagdo de diferentes concentragdes de SH em amendoim forrageiro
possibilitou aumento médio na MSPA de 10,98%. Baseado no modelo quadratico de
regressdo ajustado (¥ = -0,0002x> + 0,0126x + 1,8015 R>=0,9231), estimou-se que o
rendimento maximo de MSPA seria obtido com a concentragio de 31 mg L' de C

(Figura 1a).
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Figura 1: Média + erro padrao - massa seca de parte aérea (a), massa seca de raiz (b),
altura de plantas (¢) e numero de nodulos (d) em Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100
aos 60 dias, em resposta as concentragdes de SH (0, 20, 40, 60 ¢ 80 mg L' C) aplicadas
aos 20 e 40 DAE. Significativo *p < 0,05; ** p <0,01; ns: ndo significativo.

Para o atributo NNOD, houve aumento até a concentragdo de 40 mg L' de C. Os
resultados demonstram que a aplicacdo de SH influencia significativamente no aumento
do numero de nodulos em plantas de amendoim forrageiro (Figura 1d), variando de
25,41 a 45,85% superior ao tratamento controle. Com base no coeficiente determinagao
(R?) observa-se que 96,81% da variagio obtida neste pardmetro estd altamente
relacionada com efeito das concentragoes de substancias himicas.

O modelo quadratico (R? = 0,90; p < 0,01) descreve o efeito das diferentes doses
de substancias humicas na altura das plantas (AP) (Figura 1c). Com base no modelo de
regressdo, 0 ponto maximo (6,60 cm) seria obtido na concentragdo de 55 mg L' de C.
Dentro dos intervalos de doses de SH avaliados, observa-se uma tendéncia na reducao
da AP ao elevar a dose de SH para 80 mg L de C. Este ganho no crescimento das

plantas deve estar associado ao efeito hormonal da SH quando aplicado em baixa
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concentragdo. Diferentemente do observado por Barral (2015), em que a aplicacdo de
doses de SH influenciou negativamente na altura das plantas de feijao, para o autor o
material de origem e o nivel do composto refletem na qualidade do 4cido humico.

Os efeitos significativos da aplicacdo de doses crescentes de substancias himicas
também foram relatados por outros autores, de modo que a concentragdo 6tima depende
da planta e do modo de aplicagdo. Rosa et al. (2009) ao avaliarem o efeito de diferentes
doses de SH no crescimento, concentragdo e cinética de nutrientes em Phaseolus
vulgaris L., encontraram efeito significativo para concentracdes de SH na massa seca da
parte aérea ao aplicarem dose correspondente a 11 mg L' de C. De forma similar,
Pinheiro et al. (2018) observaram que doses crescentes de substancias humicas
promoveram aumento de 44% em altura de planta e 196% na producao de parte aérea de
Urochloa decumbens na concentragdo de 60 mg L' de C.

Esse resultado pode decorrer do efeito semelhante a hormonios ou das alcamidas
ligadas a bioatividade das substdncias humicas e o estimulo da H'-ATPases da
membrana plasmatica, que gera um gradiente eletroquimico com a extrusdo de H, e
consequentemente, a permeabilidade da parede celular (RAMOS et al., 2015;
CANELLAS et al., 2015; ZANDONADI et al., 2019), além do estimulo na emissao de
pelos radiculares e raizes laterais finas, os quais aumenta a area superficial do sistema
radicular, promove melhorias na absor¢do de nutrientes (TREVISAN et al., 2010,
CANELLAS; OLIVARES, 2014).

O estimulo na emissdo de raizes pode influenciar na taxa de nodulagdo, onde ha
maior excre¢do de flavonoides, que ativam a expressdo de genes nod reguladores da
nodulagdao (SANTOS; REIS, 2008). Preferencialmente, no género Arachis a penetracao
das bactérias diazotréficas na raiz pode ocorrer através dos pelos presentes na raiz
jovem (UHEDA; DAIMON; YOSHIZAKO, 2001) ou através de aberturas (fissuras) na
epiderme da raiz, contrario a grande maioria das leguminosas noduliferas
(CHANDLER, 1978).

A partir dos estudos de Gao et al. (2015), ao avaliarem o efeito de doses de SH
extraida de lignito no crescimento de Bradyrhizobium liaoningense e sua nodulagcdo na
soja, observaram aumento no numero de nddulos e na atividade da nitrogenase das
plantas de soja inoculadas até a concentra¢io de 500 mg L! de C. Os autores atribuiram
esses resultados a presenca de compostos andlogos a flavonoides presentes na SH, e
concluiram que a SH estimulou o metabolismo celular e o transporte de nutrientes, o

que resultou no aumento da densidade celular de Bradyrhizobium spp., além de
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favorecer a indugdo da expressdo de proteinas relacionadas ao gene nod e a fixagdo de
nitrogénio. Neste estudo, resultados semelhantes foram observados na dinamica da taxa
de nodulagdo até a dose de 40 mg L' de C, com posterior decréscimo com aumento da
concentragdo de SH.

Ao comparar as médias de MSR obtidas pela aplicacdo das diferentes doses de
SH, observou-se uma tendéncia quadratica, no entanto, a regressao ndo foi significativa
(p > 0,05). Possivelmente obteve-se a maxima producdo de massa seca de raiz em
decorréncia do efeito auxinico da SH e da promocao de crescimento vegetal da estirpe
de Bradyrhizobium spp. Dados semelhantes foram observados por Santana (2018), ao
avaliar concentragdes de SH variando de 0 a 90 mg L' de C em feijio-de-porco e
crotalaria inoculadas com Rhizobium spp., ndo observou ajuste nos modelos de
regressao.

Barral (2015), ao estudar pardmetros fitotécnicos e produgdo de Phaseolus
vulgaris L em resposta a fontes e doses de acido hiimico (0; 2; 8; 16; 32 kg ha™'), ndo
apontou a provavel causa da redugdo linear do sistema radicular. De forma contréria,
Rosa et al. (2009) avaliando a mesma cultura, constataram crescimento do sistema
radicular ao aplicar concentragdes de SH (0; 2,5; 5; 10; e 20 mg L! de C) extraida de
carvao mineral, em solucdo nutritiva. Pode-se inferir que as fontes e concentracdes de
SH influem nos ganhos de massa seca de raiz.

De acordo com Faganha et al. (2002), o resultado positivo no desenvolvimento do
sistema radicular, com o uso de SH pode estar associado ao efeito auxinico, semelhante
aos efeitos dos fitormdnios. O desenvolvimento das raizes estd diretamente relacionado
com o fitormoOnio auxina, pois este atua nos estadios iniciais de formag¢do do primordio
radicular, ativando a divisao das células do periciclo (CASIMIRO et al., 2001). Por
outro lado, a promo¢do de crescimento vegetal por bactérias, decorrente do
envolvimento direto ou indireto no crescimento das plantas, ndo se restringe somente ao
fornecimento de nitrogénio (SINGH et al., 2019).

Diferentes isolados de bactérias diazotroficas tém potencial de produzir
quantidades distintas de acido indol acético - AIA, que contribuem no desenvolvimento
radicular, aumentando o numero de raizes (MUNIZ et al., 2011). Antoun et al. (1998)
relatam dentre os géneros de bactérias promotoras de crescimento vegetal em nao
leguminosas, as Bradyrhizobium spp. € Rhizobium spp., que t€m potencial de producao

de AIA.
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As quantidades de AIA produzidas por isolados de Bradyrhizobium spp. podem
variar de 13,20 a 44,68 uM AIA em plantas de soja (BODDEY; HUNGRIA, 1997).
Schlindwein et al. (2008) observaram valores de AIA dentro da faixa benéfica de
concentragdo para desenvolvimento vegetal.

O efeito auxinico do biofertilizante e bioestimulante presente nos diferentes
tratamentos possivelmente parece ter acarretado aumento da MSR, diminuindo a

diferenca entre as médias dos tratamentos.

3.2 — Atributos nutricionais

Na Tabela 3, sdo apresentados os valores médios dos teores de nutrientes na parte

aérea de amendoim forrageiro.

Tabela 3: Médias + erro padrdo dos teores de nutrientes na parte aérea de Arachis
pintoi cv. Amarillo MG 100 aos 60 dias apds emergéncia (DAE) em resposta as doses
de substancias humicas (0, 20, 40, 60 e 80 mg L' C) aplicadas aos 20 e 40 DAE.

N P K Ca Mg
Doses SH
(mg L C) gkg'!
0 20.85£0,59 031120013  19,76+022 12.28+0,95  5,46+0,14
20 21,06£0,51  0,251£0,003 19.47+0,49 12,79+0,91  5.40+0,22
40 21,10£0,47  0,258£0,004 1930£0,43 13.28+0,52  532+0.21
60 21312028  0.266£0,004 19,5240,55 12,55£0,76  5,39+0,26
80 2138£028  0,306£0,024 19.47+1,04 11,5240,81  5,42+0,08
Média geral 21,14 0,278 19,50 12,48 5,40
CV% 4,98 9,24 7.16 10,00 7,50

O maior teor de N na parte aérea de amendoim forrageiro ¢ explicado pela fixacao
biologica de nitrogénio (PERIN et al., 2003). Os teores médios de N e P obtidos nas
diferentes doses de substancias hiimicas foram inferiores ao relatado por Costa et al.
(2015), em experimento realizado em casa de vegetacdo, avaliando a doses de K na
composi¢dao quimica e producdo de massa seca de A. pintoi cv. Amarillo. Os autores
observaram valores médios de N de 36,6 g kg'! e P de 1,91 g kg!, nos tratamentos sem
adubacao potassica.

Costa et al. (2006) verificaram teores de N e P na biomassa aérea de 4. pintoi
superior ao obtido nesta pesquisa, em ensaios estudando o efeito de niveis de fosforo.

Valores médios de N abaixo dos obtidos neste estudo sdo citados por Miranda (2008)
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para amendoim forrageiro, inoculados com diferentes espécies de fungo micorrizico
arbuscular (FMA), que também nao receberam fertilizacao adicional.

O teor de K variou de 19,30 a 19,76 g kg'!, ja os teores de Ca e Mg estiveram
entre 11,52 a 13,28 g kg'! Ca € 5,32 a 5,46 g kg'' Mg (Tabela 3). Os teores de K foram
superiores ao nivel critico (13 g kg™!), ao passo que para Ca as plantas apresentaram
valor ligeiramente inferior ao adequado para cultura que ¢ de 18 g kg™!, de acordo com
relatado por Rao; Kerridge (1994). Valores médios de Mg abaixo dos obtidos neste
estudo sdo relatados por Gobbi et al. (2010) para amendoim forrageiro cv. Amarillo (2,2
g kg'!), em resposta a niveis de sombreamento.

De modo geral, os teores de nutrientes foram abaixo do descrito na literatura, em
virtude da baixa disponibilidade de P, K, Ca e Mg no solo utilizado como substrato. Em
relacdo ao nitrogénio, o menor pH do solo pode ter influenciado direta ou indiretamente
de forma negativa na viabilidade da estirpe de Bradyrhizobium spp., os quais sdo
fundamentais para desenvolvimento destes microrganismos. O pH do solo esta entre os
principais fatores limitantes da FBN por leguminosas, suprimindo ou retardando a
formagao dos nédulos (ABDULLAH, 2002).

Na figura 2, sdo apresentados os acimulos de nutrientes — nitrogénio (N), fosforo
(P), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg) na parte aérea de 4. pintoi cv. Amarillo
MG 100, para diferentes concentracdes de SH. Observou-se significancia do efeito das
doses de SH na andlise de regressao para N, K e Mg (p < 0,05) e, Ca (p < 0,01). As
curvas de dose-resposta e o modelo quadratico descreveram os efeitos observados para
acumulo de nutrientes, exceto para P, em que ndo houve ajuste no modelo linear e
quadratico.

Os efeitos da SH no conteudo de nutrientes na parte aérea de amendoim
forrageiro, de modo geral, foram superiores ao controle. A aplicagdo de SH possibilitou
ganhos médios de 12% de N, 8,6% de K, 13,5% de Ca e 7,5% de Mg em relacdo ao
controle. Os maiores incrementos nos acamulos de N e K, baseados no modelo
quadratico de regressdo ajustado, seriam obtidos nas concentracdes de 43 e 41 mg L' de
C, respectivamente. Para acimulo de Ca e Mg estimou-se que os valores maximos
seriam obtidos na concentra¢io de 38 mg L' de C.

Nas concentracdes citadas, possivelmente, as SH potencializariam a atividade de
FBN e a absorc¢ao de nutrientes, mesmo que em baixas concentragdes no solo. Pinheiro
et al. (2010) verificaram que o acumulo N apresentou comportamento quadratico em

resposta a aplicacdo de diferentes doses de acido hiimico em mudas de eucalipto. Efeito
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significativo do 4cido humico no aumento do acimulo de N, P, K, Ca e Mg também foi
relatado por Baldotto et al. (2009) estudando a cultura do abacaxi e Junior et al. (2019)
em plantas de mangustao.

Os acidos himicos atuam na interagdo solo-microbiota-planta, principalmente na
disponibilidade e na absor¢do de nutrientes (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014). A
contribuicdo da FBN em amendoim forrageiro pode chegar a 74% da sua demanda
nutricional de N (CARVALHO et al., 2019). Os ganhos de N podem estar associados ao
aumento na taxa de nodulagdo, decorrente do estimulo na emissdo de pelos radiculares,
proveniente da adicdo de SH. A absor¢do do N, elemento essencial as plantas, ocorre
pela absor¢do de nitrato (NO3") ou amonio (NH4") (TAIZ; ZEIGER, 2013). Estudos
realizados em raiz de milho apontam que a aplicacdo de SH extraidas em agua aumenta
a absor¢ao de NOs", no qual esta relacionado a maior modulagdo de genes envolvidos no

transporte e assimila¢do de nitrato (ZANIN et al., 2018).
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Figura 2: Média + erro padrao - acimulo de nitrogénio (a), acumulo de fosforo (b),
acumulo de potassio (c), acaimulo de calcio (d) e acimulo de magnésio (¢) em parte
aérea de Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100 aos 60 dias, em resposta as doses de SH
(0, 20, 40, 60 e 80 mg L' C) aplicadas aos 20 e 40 DAE. Significativo *p < 0,05; ** p <

0,01; ns: ndo significativo.

O actimulo de K aumentou com as doses crescentes de SH até 40 mg L! de C,

demonstram que aplica¢do de SH favoreceu a absor¢do de K, contrariando o trabalho de

Rosa et al. (2009), em que a

s SH diminuiram a cinética de absor¢do de potassio,
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refletindo em quedas nas taxas de absor¢ao de K em plantas de feijdo. Em relagdo ao
acumulo de Ca e Mg, embora estivessem em menor concentragdo no solo, a aplicagdo
de SH elevou a taxa de absor¢ao, concordando com parte dos resultados de Pinheiro et
al. (2010).

Dentre os nutrientes avaliados observou-se ligeiro decréscimo no acumulo de P
em relacdo a testemunha (0,552 mg vaso™!), variando de 2,71 a 7,42% em funcdo da
aplicacdo das diferentes concentracdes de SH. As reducdes no conteudo de P foram
mais expressivas nas doses de 20 € 40 mg L' de C, e aumentando na concentragdo de
80 mg L' de C. A provavel hipotese para este menor aciimulo de P na parte aérea esta
atribuida ao efeito diluigdo destes nutrientes, devido ao maior acumulo de biomassa na
parte drea nestas concentragdes, associado ao baixo teor de P (1,75 mg dm™) disponivel
no solo. Comportamento similar foi observado por Rosa et al. (2009) ao avaliarem
doses crescentes de SH e constatarem reduc¢do no actimulo de P em Phaseolus vulgaris

L.

3.3 — Atributos fisiologicos

Ap0s analise de variancia verificou-se que houve efeito significativo das doses de
SH (p < 0,05), com ajuste de modelo de regressdo somente para rendimento quantico
maximo do fotossistema II (Fv/Fwm), observando comportamento linear, os demais
parametros fisiologicos avaliados ndo se ajustaram aos modelos de regressao (Figura 3).

O rendimento quantico méaximo do fotossistema II esta entre os principais
componentes observados nas medi¢cdes da fluorescéncia da clorofila a, possibilitando
julgar o estado fisiologico da planta (BAKER; ROSENQVIST, 2004). Os valores de
Fv/Fwm variam, normalmente, entre 0,750 a 0,850, onde valores abaixo sugerem danos
fotoinibitorios no centro de reagdao do PSII (GUIDI; LO PICCOLO; LANDI, 2019).

No presente estudo valores médios do Fv/Fm variaram de 0,802 a 0,834, nos
intervalos de doses de SH avaliados, demonstrando ndo haver danos ao centro de
reacdes do PSII. Fan et al. (2014) relataram melhorias no Fv/Fm de crisantemo ao
aplicar acido humido. Os autores sugerem que a maior parte da energia luminosa
absorvida pelo PSII foi usada para fotossintese, favorecendo o crescimento das plantas.

Para Lin et al. (2016), a baixa disponibilidade de N reduz a razao Fv/Fwm, levando a
diminui¢do da capacidade de transporte de elétrons, consequentemente a sintese de

ATP, refletindo na atividade da Rubisco. De fato, o acréscimo nos valores de Fv/Fm
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neste estudo esta em concordancia com as melhorias no aumento da taxa de nodulagao e

elevacao no acumulo de N ao aplicar SH.
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Figura 3: Médias + erro padrdo - rendimento quantico do fotossistema II (a), clorofila
total (b), clorofila a (c), clorofila b (d) e relagao clorofila a/b (e) de Arachis pintoi cv.
Amarillo MG 100 aos 60 dias, em resposta as doses de SH (0, 20, 40, 60 ¢ 80 mg L' C)
aplicadas aos 20 e 40 DAE. Significativo *p < 0,05; ** p <0,01; ns: ndo significativo.
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Os valores de indice de clorofila falker (ICF) para clorofila total (Chlt), clorofila a
(Chl a), clorofila b (Chl b) e relagdo Chl a/Chl b em funcdo das diferentes
concentragdes de SH ndo se enquadraram nos modelos de regressao avaliados.

A eficiéncia simbiotica de estirpes de bactérias diazotréficas avaliadas por Sa et
al. (2019) revelaram valores de indice de SPAD (25,33) em plantas 4. pintoi inoculadas
com Bradyrhizobium spp. (SEMIA 6440) inferior ao deste estudo ICF (32,28), podendo

estar associada a maior taxa de nodulagao.

4.0 —- CONCLUSOES

Substancias humicas extraidas de vermicomposto associado a estirpe de
Bradyrhizobium spp influenciam positivamente no aumento de massa seca da parte
aérea, altura e numero de nodulos.

As substancias humicas elevaram o rendimento quintico maximo das plantas de
Arachis pintoi cv. Amarillo, indicando melhorias no centro de reagdo do PSII.

Recomenda-se a concentracdo de 40 mg L' de C para obter a absor¢io maxima de

N, K, Ca e Mg em amendoim forrageiro.
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CAPITULO 4: POTENCIAL DOS BIOFERTILIZANTES E
BIOESTIMULANTE NO CRESCIMENTO DE Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100
CULTIVADO EM SOLO DE PASTAGEM DEGRADADA

RESUMO

A recuperacdo das pastagens com introducdo de leguminosas forrageiras associadas a
biofertilizantes e bioestimulantes ¢ alternativa para restabelecer o potencial produtivo
das pastagens em areas degradadas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes biotecnologias nos atributos fitotécnicos, nutricionais e fisiologicos em
plantas de amendoim forrageiro (Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100) e seus efeitos
sobre a atividade microbiolégica no solo. O experimento foi realizado em casa de
vegetagdo, em delineamento experimental de blocos casualizados em fatorial 2x5, com
4 repeti¢des, consistindo de dois manejos: 1- sem calagem e adubagdo (SCA); 2 — com
calagem e adubagdo (CCA), associados a cinco tecnologias: 1) Bradyrhizobium spp.; 2)
Fungo micorrizico arbuscular (FMA) - Rhizoglomus clarum; 3) Inoculagdo via semente
com Bradyrhizobium spp. associado a aplicacdo foliar de substidncias humicas - SH
(concentracdo 40 mg L' de C) aos 20 e 40 dias apds emergéncia; 4) Coinoculagio de
Bradyrhizobium spp ¢ FMA; e 5) Testemunha sem inoculacdo. Aos 60 dias apds
emergéncia foram avaliados os parametros: trocas gasosas, rendimento quantico do
fotossistema II (Fv/Fm), teor de clorofila total, massa seca da parte aérea (MSPA) e raiz
(MSR), altura total das plantas, diametro do caule, nimero de nédulos (NNOD), taxa de
colonizagao de FMA, atividade microbiana no solo (FDA), teores e contetidos de N, P,
K, Ca e Mg no tecido da parte aérea. Plantas cultivadas no manejo CCA apresentaram
maior MSPA, MSR e NNOD. As maiores producdes de MSR foram observadas na
presenga de Bradyrhizobium spp. € SH+Brad. spp. Os maiores acimulos de nutrientes
foram observados nos tratamentos R. clarum e coinoculacdo. Houve aumento na
atividade do diacetato de fluoresceina no manejo SCA. As plantas cultivadas no manejo
SCA apresentaram taxa de colonizagdo micorrizica 24,5% superior aquelas cultivadas
em solo com calagem e adubag@o. As biotecnologias melhoram os resultados de trocas

gasosas, especialmente nas plantas coinoculadas e que receberam SH+Brady. spp.

Palavras-chave: amendoim forrageiro, Bradyrhizobium spp., Rhizoglomus clarum,

substancias humicas.
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ABSTRACT

The recovery of pastures with the introduction of forage legumes associated with
biofertilizers and biostimulants is an alternative to restore the productive potential of
pastures in degraded areas. The aim of this work was to evaluate the effect of different
biotechnologies on phytotechnical, nutritional and physiological attributes in forage
peanut plants (Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100) and their effects on soil
microbiological activity. The experiment was carried out in a greenhouse, in a
randomized block design in a 2x5 factorial, with 4 replications, consisting of two
managements: 1- without liming and fertilization (SCA); 2 - with liming and
fertilization (CCA), associated with five technologies: 1) Bradyrhizobium spp .; 2)
Arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) - Rhizoglomus clarum; 3) Inoculation via seed
with Bradyrhizobium spp. associated with folic application of humic substances - SH
(40 mg L' concentration of C) at 20 and 40 days after emergence; 4) Co-inoculation of
Bradyrhizobium spp and FMA; and 5) Witness without inoculation. At 60 days after
emergence, the parameters were evaluated: gas exchange, quantum yield of
photosystem II (Fv/Fm), total chlorophyll content, dry mass of the aerial part (MSPA)
and root (MSR), total plant height, diameter of the stem, number of nodules (NNOD),
colonization rate of AMF, microbial activity in the soil (AMF), contents and contents of
N, P, K, Ca and Mg in the tissue of the aerial. Plants grown in CCA management
showed higher MSPA, MSR and NNOD. The highest production of MSR was observed
in the presence of Bradyrhizobium spp. and SH+Brad. spp. The greatest accumulations
of nutrients were observed in R. clarum and co-inoculation treatments. There was an
increase in the activity of fluorescein diacetate in SCA management. Plants grown in
SCA management showed a mycorrhizal colonization rate 24.5% higher than those
grown in soil with liming and fertilization. Biotechnologies improve gas exchange

results, especially in co-inoculated plants that received SH+Brady. spp.

Keywords: forage peanuts, Bradyrhizobium spp., Rhizoglomus clarum, humic

substances.
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1.0 INTRODUCAO

O setor agropecuario vem impulsionando o crescimento do produto interno bruto
(PIB) brasileiro, em que a produgdo de bovinos apresenta a maior contribuicao positiva,
sendo o produto de maior peso no componente, apresentando crescimento de 2,7% para
o fechamento de 2019 (KRETER; JUNIOR, 2019). No entanto, o rebanho brasileiro em
sua grande maioria € criado em pastagem extensiva, no qual o sistema de producdo
favorece a degradacdo das pastagens, fendmeno de preocupacdo global, que impacta
diretamente as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos (SATTLER et al.,
2017).

A degradacao de pastagens contribui consideravelmente para subutilizacdo destas
areas, sendo usadas abaixo do seu real potencial produtivo. A limitacdo no
desenvolvimento das forragens decorre especialmente da escolha incorreta da
forrageira, da deficiéncia de macro e micronutrientes, sobretudo em solos altamente
intemperizados (DIAS-FILHO, 2017).

Dentre os nutrientes essenciais, o nitrogénio além de requerido em maior
quantidade, ¢ um elemento primordial para potencializar a produ¢do de matéria seca,
aumentar o vigor de rebrota e promover o crescimento rapido de forrageiras
(TEIXEIRA et al., 2011), no entanto, o aporte do nitrogénio nos solos ocorre
principalmente por meio de fertilizantes sintéticos, em que, perdas econOmicas e
polui¢do ambiental, decorrem no manejo inadequado desses fertilizantes (DUBEUX;
SOLLENBERGER, 2020).

Neste contexto, os estudos da associagdo de leguminosas forrageiras com
bactérias diazotroficas (BD) em diferentes condi¢des edafoclimaticas, contribuem para a
reducdo no uso de fertilizantes sintéticos, favorecendo a protecao do solo, a ciclagem de
nutrientes e, em ultima analise, em uma melhor suplementagdo proteica do rebanho
(CARVALHO, 2014; DIAS-FILHO, 2017). No entanto, somente a introducao desta
tecnologia ndo possibilita ganhos expressivos no desenvolvimento da forrageira, uma
vez que a fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) requer outros nutrientes essenciais que
sdo frequentemente deficientes em solos de pastagens, como P, K, S, B, Mo e, em
alguns casos, Fe (DUBEUX; SOLLENBERGER, 2020). Desta forma, mesmo com
introducdo de leguminosas eficientes na FBN ¢ necessario realizar a corre¢do do pH e
aplicar fertilizantes adequadamente, afim de diminuir o processo de degradacdo destas

areas.
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Inimeras leguminosas forrageiras vém sendo estudadas, mas, a introdugdo de
amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krap. & Greg.) por ser uma planta amplamente
utilizada nas regioes tropicais, em viturde da boa produgdo de matéria seca, elevado
valor nutritivo, excelente capacidade de cobrir o solo, reflete positivamente na
recuperagdo de areas degradas (MIRANDA et al.,, 2008a), principalmente quando
inoculado com rizobio, que pode contribuir com até 74% do N derivado do processo de
FBN (CARVALHO et al., 2019).

Associado aos beneficios do amendoim forrageiro, a utilizacdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) favorece o crescimento das plantas, em decorréncia do
maior influxo de minerais, especialmente, fosforo, cobre e zinco, em virtude da maior
exploracdo do solo pelas hifas e o desenvolvimento intra e extrarradicular do FMA
(SMITH; RED, 2008). Além do mais, pode ocorrer interacdo com outros micro-
organismos do solo capazes de aumentar absor¢do e tranferéncia de nutrientes as plantas
hospedeiras (PIERRE et al., 2014, MENG et al., 2015).

Em sistemas agricolas de pastagem, de modo geral os solos sdo pobres
quimicamente e a reposi¢ao dos nutrientes ndo segue as necessidades da cultura,
comprometendo o ciclo bioquimico do vegetal. A utilizacdo de bioestimulantes, a
exemplo das substancias humicas (SH), pode melhorar a absor¢ao dos nutrientes mesmo
que em menores concentragcdes (DU JARDIN et al.,, 2015), decorrente do maior
estimulo na emissdo de raizes laterais e pelos radiculares, favorecendo a indugdo de
rotas de sinalizagcdo ligadas a acdo das auxinas na promog¢do do crescimento radicular
(SILVA et al., 2011). As SH estimulam a H'-ATPases presentes na membrana
plasmatica, favorecendo a extrusdo de H', e consequentemente, no relaxamento da
parede celular, permitindo crescimento vegetal (CANELLAS et al., 2002, RODDA et
al., 2000).

Como hipotese do presente trabalho, acredita-se na utilizagdo de estirpes de BD e
FMA em forrageiras, associadas a aplicagdo de SH visando atender a necessidade
parcial de N e P, permitindo um maior desenvolvimento das plantas, consequentemente,

um melhor potencial produtivo.

2.0 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Caracterizacao fisica e quimica do solo
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O solo utilizado foi representativo de uma area de pastagem degradada na regido
de Jerdnimo Monteiro-ES, sendo retirado do terco médio do relevo, na profundidade de
0-20 cm, classificado regionalmente como Argissolo vermelho-amarelo distrofico
(CUNHA et al. 2016). Posteriormente, o solo foi seco ao ar e peneirado em peneira com
malha de 2,0 mm para obtencdo da terra fina seca ao ar (TFSA) e caracterizagao fisica e

quimica do solo (Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizagdo fisica e quimica do solo utilizado no experimento em casa de

vegetacao.
pH em pH em P K Ca Mg Al H H+Al SB T t
H0 CaCl;
--mg dm-- cmolc dm
4,10 3,88 1,46 26,5 0,23 0,08 0,80 4,7 550 0,38 5,88 1,18
A\ m MO  P-rem S B Fe Cu Mn Zn  Areia Silte Argila
------ %-—----- gkg! mgL’! —emmmemeememe——--mg dm? %

6,46 67,8 74 2628 248 0,55 48,73 0,15 1,74 0,66 5436 296 4268
pH em agua: potenciometria em solug¢do solo-agua 1:2,5; foésforo e potassio disponivel: extraido por
Mehlich-1; célcio, magnésio e aluminio extraivel: extraidos com solu¢do de KCI 1 mol L''; SB = Ca +
Mg+ K; CTC =SB + (H + Al); V% = SB x 100/CTC; MO: teor de C do solo x 1,724.

2.2 — Experimentacio em casa de vegetacio

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no periodo de margo a
maio de 2019, localizada na area experimental do Centro de Ciéncias Agrarias de
Alegre, pertencente a Universidade Federal do Espirito Santo (latitude 20° 45' Sul,
longitude 41° 29' Oeste, com elevacao de 112 metros). De acordo com o Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural a precipitagdo
pluviométrica ¢ de 1.200 mm/ano e o clima da regido ¢ quente imido. Segundo a
Classificacdo de Kdppen, o clima da regido ¢ do tipo Aw, clima tropical, caracterizado
pelo inverno seco e verao chuvoso. Diariamente foram registrados os valores de
temperatura maxima e minima no interior da casa de vegetacdo. As temperaturas didrias
maximas variaram de 26,0 °C a 38,0 °C, com média de 34,7 °C, e as temperaturas
diarias minimas entre 19,0 °C a 23,0 °C, com média de 20,9 °C.

O delineamento experimental foi de blocos casualizados em fatorial 2x5, com 4
repeticdes, totalizando 40 unidades experimentais. Os fatores consistiram em dois
manejos, agrupados de acordo com a adicdo de calcario e adubagdo (SCA - sem
calagem e adubagdo; CCA — com calagem e adubacdo), e quatro biotecnologias ¢ um

controle: 1) Inoculagdo via semente com Bradyrhizobium spp.; 2) Inoculagdo com
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fungo micorrizico arbuscular (FMA) da espécie Rhizoglomus clarum (T.H. Nicolson &
N.C. Schenck) Sieverd., G.A. Silva & Oechl (2014) (CNPAB 005); 3) Inoculagdo via
semente com Bradyrhizobium spp. associado a aplicagdo foliar de substancias humicas -
SH (concentragdo 40 mg L' de C) aos 20 e 40 dias apds emergéncia; 4) Coinoculagdo
de Bradyrhizobium spp. e R. clarum; e 5) Testemunha sem inoculagao.

No manejo CCA (com calagem e adubagdo) as unidades experimentais receberam
calagem determinada pelo método da saturagdo por bases, para elevar o valor V a 60%,
utilizando-se o produto comercial GEOX HD (PRNT = 134%) e incubado por 21 dias
em sacos plasticos. Durante a reacdo do GEOX no solo, a umidade foi mantida a 60%
do volume total de poros (VTP).

Transcorrido o periodo de incubacdo do solo, foi realizada a adubagao de
implantacdo com macro e micronutrientes. As doses dos macronutrientes - fosforo,
potéssio e enxofre - utilizadas foram de 120, 60 e 40 mg dm™, respectivamente, em que
P, K foram aplicados na propor¢ao de 40% do recomendado por Novais et al. (1991).
Para adubacdo com micronutrientes foram aplicadas as doses de 0,81 mg dm> B; 1,33
mg dm™ Cu; 1,55 mg dm™ Fe; 3,66 mg dm™ Mn; 0,15 mg dm™ Mo e 4,00 mg dm™ Zn
(NOVALIS et al., 1991), sendo utilizados para fornecimento de macro e micronutrientes
os seguintes reagentes pa: KH2POs; CaHPOs; H3BOs; CuSO4.5H20; MnSO4.H20;
Na2S04; FeSO4.H20; ZnSO4-7H20, Na2M00O4.2H20. A umidade do solo foi mantida em
60% do volume total de poros (VTP).

2.3 — Inoculacio de Bradyrhizobium spp. e Rhizoglomus clarum

Inicialmente, foram removidos o pericarpo das sementes, deixando apenas as
améndoas. Em seguida, as sementes foram desinfestadas superficialmente com alcool
etilico a 70% v/v por 1 min e hipoclorito de s6dio a 2% por 20 min, posteriormente
foram lavadas 10 vezes com agua destilada, para retirada de residuos dos tratamentos
anteriores (HUNGRIA et al., 2010). Em seguida foram imersas em agua destilada por
uma hora, para ficarem embebidas e garantir a germinagao.

Para inoculagdo de Bradyrhizobium spp. BR1433 (SEMIA 6440), foi utilizada a
propor¢do de 1g de inoculante turfoso para 50 g de semente, conforme recomendacao
pela Embrapa Agrobiologia. A inoculagao foi realizada misturando o inoculante com as
sementes ¢ uma solugdo adesiva, a base de agucar na concentracdo de 10%, sendo

adicionado 100 g de actcar em 1 litro de 4gua, objetivando maior aderéncia do
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inoculante as sementes, posteriormente, deixando-as secar na sombra por 15 minutos
conforme (PURCINO et al. 2000).

Apo6s inoculagdo das bactérias diazotroficas realizou-se o plantio em bandeja de
128 células, semeado 2 sementes por célula. Transcorrido 12 dias apds a emergéncia
(DAE), foram transplantadas 8 mudas para cada vaso definitivo com capacidade de 5
dm?, sendo realizado o desbaste aos 15 DAE, selecionando 6 plantas por vaso, que
apresentavam melhor homogeneidade, vigor e tamanho.

Para os tratamentos onde foi realizada a inoculacdo com FMA isoladamente ou
coinoculado, as micorrizas arbusculares foram inoculadas no momento do transplante
das mudas, sendo colocados a 5 cm abaixo do nivel de transplantio cerca de 0,73 g de
in6culo/vaso (solotesporostraizes) de Rhizoglomus clarum (T.H. Nicolson & N.C.
Schenck) Sieverd., G.A. Silva & Oehl (2014) (CNPAB 005), conforme recomendado
pela Embrapa Agrobiologia. Nos tratamentos sem inoculo foram colocados 0,73 g de
solo-inoculo autoclavado, visando a padronizacdo entre os tratamentos, conforme

metodologia de Miranda et al. (2008b).

2.4 — Extracao e aplicacdo de substiancias hiimicas

As substancias humicas foram isoladas de vermicomposto (Tabela 2), sendo
utilizados 200 g de vermicomposto e 1,8 L de dgua deionizada (relagdo vermicomposto:
agua deionizada de 1:9 v:v). O material foi agitado por um periodo de 6 horas, e apos 12
horas de repouso o extrato solivel foi retirado por decantagdo e armazenado.
Posteriormente foi determinado o teor de carbono (C) das SH (MENDONCA; MATOS,
2005). A concentracdo de SH se baseou no teor de carbono, sendo realizada a

pulverizagio foliar aos 20 e 40 DAE na concentragdo de 40 mg L' de C de SH.

Tabela 2: Composicdo média do vermicomposto usado na extragdo de substancias
himicas.

pH C P Kt Ca?>* Mg> AlI® H+Al SB CTC

gkg! mgdm® = e cmole dm>-----------—-
6,29 604 987,50 2,57 7,71 8,25 0,0 1,80 18,52 20,32

pH em H,O; SB: soma de bases trocaveis; CTC: capacidade de troca de cations.

A primeira aplicagdo da SH foi realizada aos 20 DAE, onde as temperaturas

maxima ¢ minima didria encontravam-se a 38° C e 21° C, respectivamente. A
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pulverizagio foi realizada entre as 18 e 19 h, pulverizando 12 mL vaso’,
correspondendo a 2,0 mL planta”!, com auxilio de um pulverizador manual de pressio
com bico regulavel. Transcorrido 40 DAE, foi realizada a segunda aplicagdo da SH,
acompanhando o mesmo horéario da 1* aplicagdo. No decorrer do dia as temperaturas
maxima e minima didria encontravam-se a 35° C e 23° C, respectivamente. Utilizando o
mesmo equipamento de aplicacdo, foi aplicado 24 mL vaso™! correspondendo a 4,0 mL
planta™!. Para ambas as aplicagdes, objetivando a padroniza¢io da umidade na superficie
da folha, foram realizadas aplicagdes com o mesmo volume em dgua deionizada, nos

demais tratamentos.

2.5 - Avaliagdo dos atributos fisiologicos, fitotécnicos, nutricionais e

microbiologicos

Aos 60 dias apds a emergéncia foram analisadas medidas de trocas gasosas,
rendimento quantico do fotossistema II, teor de clorofila total (Indice de Clorofila
Falker), produ¢do de massa seca da parte aérea e raiz, altura total das plantas, didmetro
do caule, nimero de nédulos, acumulo de nutrientes na parte aérea, taxa de colonizagao
de FMA e atividade microbiana no solo pelo método de diacetato de fluoresceina

(FDA).

2.5.1 — Trocas gasosas

A medi¢ao das trocas gasosas foi realizada no terco mediano nas folhas em um
foliolo totalmente expandido, entre 9:00 e 11:00 horas, por meio do analisador a gas
infravermelho portatil (IRGA), modelo LI 6400 XT Portable Photosynthesis Siystem
(LI-COR, Lincoln, NE, USA), utilizando uma fonte luminosa fixa em 1000 mmol m? s°
! de intensidade de fluxo de fotons fotossintéticos onde foram obtidas as seguintes
variaveis: A — taxa de assimilagdo liquida de CO2 (umol CO2 m? s'); E — taxa de
transpiragdo (mmol H20 m? s); gs — condutincia estomatica (mol H20 m™ s™); Ci —
concentracio interna de CO: (umol CO: mol!). De posse desses dados foram
quantificadas a eficiéncia instantinea no uso da dgua (EUA) (4/E) [(umol CO2 m? s
/(mmol H20 m™? s)] e a eficiéncia instantdnea de carboxilagio (EiC) (4/Ci) [(umol

CO2 m? sH/(umol CO2 mol!)] (KONRAD et al., 2005).
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2.5.2 — Teor total de clorofila e rendimento quéantico do fotossistema I1 (PSII)

A estimativa do teor de clorofila, através do indice de clorofila falker (ICF), foi
realizada no ter¢co mediano nas folhas em um foliolo totalmente expandido, em duas
plantas de cada um dos quatro vasos, em cada tratamento, por meio do medidor portatil
de clorofila, ClorofiLOG (Falker Automacao Agricola, Brasil), entre 9:00 ¢ 11:00 horas.

A determinagao do rendimento quantico do fotossistema II — PSII - (Fv/Fwm), foi
quantificada com utilizagdo de fluorometro portatil de luz modulada (PSI FluorPen,
modelo FP 100, Drasov, Republica Checa), apos adaptacdo dos foliolos ao escuro por
15 minutos. As medi¢des foram realizadas nos mesmos horarios e foliolos no qual

realizou-se a leitura do teor de clorofila.

2.5.3 — Massa seca, altura da planta, diAmetro do caule

A determinacdo da altura total das plantas foi realizada com régua graduada. Para
a determinacao do didmetro do caule foi utilizado um paquimetro digital. Em ambas as
avaliagdes foram utilizadas quatro plantas de cada um dos quatro vasos, em cada
tratamento, ao final do experimento.

A parte aérea e a raiz foram coletadas, armazenadas em sacos de papel e
colocadas em estufa a 65° C durante 72 horas (até atingir peso constante) para

determinac¢do da massa seca.

2.5.4 — Analise nutricional

Apos a secagem em estufa da parte aérea e raiz, as amostras foram submetidas a
trituragdo em moinho de facas para posterior determinacdo dos teores nitrogénio (N),
fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg).

A andlise quimica do N foliar foi realizada por digestdo sulfurica seguida de
destilacdo Kjeldahl, de acordo com Embrapa (2000). Para analise quimica foliar de P,
K, Ca e Mg foi realizada digestdo nitrica. A leitura do P foi realizada por
espectrofotometro a 725 nm; K por fotometro de chama e as leituras de Ca e Mg por
espectroscopia de absor¢ao atomica, de acordo com Johnson e Ulrich, (1959) e

Malavolta et al. (1997).



116

2.6 — Avaliacio de parametro microbiologico

2.6.1 — Contagem de nédulos

Apos coleta e lavagem das raizes, os nddulos foram contados. Os dados foram
resultantes da média das seis plantas, de cada parcela, e expressos em numeros de

nodulos.

2.6.2 — Avaliagdo da porcentagem de colonizacio micorrizica

A taxa de colonizacdo micorrizica foi avaliada pela presenca ou auséncia de
colonizacdo em 10 segmentos de raizes, por repeticdo, com aproximadamente 1 cm de
comprimento, montados em ldminas para microscopia.

As amostras de raizes obtidas foram coletadas, lavadas com dgua corrente e as
raizes finas foram cortadas em aproximadamente 1 cm de comprimento e armazenadas
em alcool etilico 50% para a avaliagdo sequencial da porcentagem de colonizagdao
micorrizica. A coloracdo das raizes em azul de tripano foi efetuada de acordo com a
metodologia descrita por Grace e Stribley (1991), adaptada com KOH (5%) a 85°C por
10 minutos em banho-maria, sendo em seguida lavadas novamente ¢ transferidas para
solugdo de perdxido de hidrogénio 3% e hidroxido de amdnia 20% por 20 minutos para
clarificacdo. Posteriormente lavado em agua corrente e deixado em HCI (5%) por 5
minutos, em seguida transferido para corante azul de tripano em banho-maria a 85° C
por 10 minutos. Apds a coloragdo em azul de tripano, 10 segmentos de raizes foram
depositados, com o auxilio de uma pinga, sobre laminas, onde foram adicionadas
algumas gotas de glicerol acido sobre as raizes, sendo posteriormente cobertas por uma
laminula e contadas com auxilio de microscopio estereoscopico (40x). Para determinar a
porcentagem de colonizagdo micorrizica, os segmentos de raizes foram levados ao

microscopio Optico para a observacao da presenga de estruturas de FMAs.
2.6.3 — FDA - Hidrolise de diacetato de fluoresceina
A atividade microbiana foi identificada a partir da atividade do diacetato de

fluoresceina (FDA) no solo. O FDA foi dissolvido em acetona, para a obtencdo da

solugdo estoque 1,0 g L!. Para demonstragio da atividade microbiana foram pesados
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0,5 g de solo de cada amostra, ao qual foi acrescentado 6 mL de tampao fosfato S0mM
pH 7,6 autoclavado e 120 uL da solugdo de FDA. A amostra foi incubada por 1 hora,
em shaker rotativo a 180 rpm a 32° C ao abrigo da luz, em tubo Falcon de 15 mL. O
controle negativo foi obtido a partir de 0,5 g de solo autoclavado e deixado nas mesmas
condigdes descritas acima. Apds este periodo, o material foi centrifugado a 5000 rpm
por 20 min, uma aliquota de 200 pL do sobrenadante foi retirada da amostra e
distribuida em placas de 96 pogos em triplicata. Posteriormente foi realizada a leitura no
espectrofotometro Hidex Chameleon Multilabel Detection Platform com absorbancia de

492 nm pelo programa MikroWin 2000.

2.7 — Analises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade de
variancia. Em seguida, foram feitas andlises de varidncia e o teste Tukey em 5% de

probabilidade para separagdo das médias pelo programa R (ExpDes) (R Development

Core Team, 2016). Para varidvel FDA, os dados foram transformados /x + 0,5 para
obten¢do da normalidade e homogeneidade da variancia. Para confec¢ao dos graficos

utilizou-se o software SigmaPlot® versdo 10 (SYSTAT SOFTWARE Inc, 2006).

3.0 - RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 — Atributos fitotécnicos

Constatou-se efeito altamente significativo (p < 0,01) na interagdo manejo e
biotecnologia para a massa seca de parte aérea (MSPA) (Figura 1a). Para os demais
atributos fitotécnicos foi observada significancia somente do efeito simples dos fatores.
As plantas cultivadas no manejo com calagem e adubag¢do (CCA) apresentaram
aumento médio de 75,04% da MSPA e 12,07% da massa seca de raiz (MSR), quando
comparadas aos tratamentos cultivados no manejo sem calagem e adubagdo (SCA).

Resultado positivo na MSPA e MSR no manejo com calagem e adubagdo ja era
esperado pelo fato da melhoria dos atributos quimicos do solo decorrente da calagem e
ao fornecimento de nutrientes via adubacdo, que favoreceram a disponibilidade e

consequentemente a absor¢do de nutrientes pelas plantas. Deste modo, o crescimento de
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A. pintoi cv. Amarillo é severamente afetado pela baixa disponibilidade de nutrientes e
toxidez de Al, tanto que Rheinheimer et al. (1997) somente observaram ganhos

significativos na producao de leguminosas forrageiras apds melhorias de tais condigoes.

Tabela 3: Valores de F, niveis de significancia, coeficientes de variagdo e médias da
altura de planta (AP), diametro do caule (DC), numero de nddulos (NNOD), massa seca
de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) de Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100.

Fonte Variacao AP DC NNOD MSPA MSR
Bloco 0,84" 3,75" 2,140 0,27" 0,67"
Man. (M) 179,33"" 0,15" 2420 417,24 9,78"
Biot. (B) 1,50" 2,50m 5,64" 6,26 10,08
M*B 1,18" 0,71 1,16 5,75 1,00

Média geral 4,76 2,26 33,12 3,17 1,49
CV(%) 9,39 7,35 30,56 8,45 11,51

Man.: Manejo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p < 0,05; ** p < 0,01;
ns: ndo significativo.

As maiores producdes de MSPA no manejo CCA associado as biotecnologias
foram obtidas — R. clarum (FMA) (4,58 g vaso™'), seguida da coinoculacio (4,40 g vaso™
). As plantas que receberam SH+Brad. spp. (3,87 g vaso!) e somente inodculos de
Bradyrhizobium spp. (3,68 g vaso!) ndo diferiram estatisticamente do controle, embora
tenha ocorrido aumento de até 6,31% no rendimento de MSPA. Sugere-se que nos
tratamentos com FMA em decorréncia do maior volume de solo explorado, na agdo
conjunta entre sistema radicular e hifas, tenham contribuido para aumento na absor¢ao
de nutrientes, favorecendo o ganho expressivo de massa seca.

Estes resultados podem ser comprovados a partir dos estudos de Fellbaum et al.
(2014), em que a potencializagdo da colonizagdo micorrizica ¢ controlada por
mecanismos diretamente envolvidos nos niveis de nitrogénio (N) e fosforo (P) na
planta. Em condic¢des de alta disponibilidade de P reduz-se a colonizagcao por FMA, no
entanto, este efeito ¢ invertido pela falta de N, sinalizando de forma positiva a
colonizacdo (BREUILLIN-SESSOMS et al.,, 2015). Justificando o ocorrido nos
tratamentos em que houve a inoculagdo isolada do R. clarum e na coinoculagdo, sendo
menos expressivo na coinoculagao, possivelmente em decorréncia do fornecimento do
nitrogénio via FBN, melhorando o aporte de N e P da planta.

De forma contraria, no manejo SCA as médias dos tratamentos foram

estatisticamente iguais, porém observou-se incremento médio na MSPA de 16,54%,
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com utilizagdo das biotecnologias em relagdo a testemunha (sem inoculagdo). As
provaveis hipoteses para o baixo desempenho das biotecnologias neste manejo estdo as
condigdes abidticas desfavoraveis (pH acido e baixa disponibilidade de nutrientes),
influenciando no desenvolvimento das bactérias diazotréficas, consequentemente das
plantas e, o maior efeito dreno imposto pelos fungos, em decorréncia de uma provavel
maior exploragao do solo em busca de nutrientes.

O baixo pH dos solos representa um problema que afeta grandes areas agricolas
comprometendo a disponibilidade de nutrientes. Nestas condi¢des efeitos negativos sdo
observados na microbiota do solo, especialmente os microrganismos benéficos a
produ¢do das plantas como os rizobios, afetando sua sobrevivéncia e,
consequentemente, interferindo na nodulagdo e fixacdo de nitrogénio (MIGUEL;
MOREIRA, 2001).

Os FMA habitam dois ambientes — raizes das plantas, onde recebem C organico e,
o solo, onde absorvem nutrientes (SMITH; SMITH, 2011). As respostas da inoculagdo
de FMA podem variar para uma mesma espécie vegetal, dependendo do fungo
associado a planta. Em determinadas situa¢des a micorriza pode representar um dreno
fotoassimilado, levando a um desbalanco fisioldgico entre fungo e planta hospedeira
(SIQUEIRA et al., 2007).

Avaliando o efeito simples das biotecnologias, foi observado influéncia
fortemente significativa (p < 0,01) sobre o parametro MSR. A maior MSR foi observada
na presenca de Bradyrhizobium spp. (1,74 g vaso™'), apesar da mesma ndo diferir
estatisticamente do tratamento com SH+Brad. spp. (1,60 g vaso!). Quando comparados
os tratamentos de R. clarum e coinoculagcdo com as plantas que receberam somente o
inoéculo de Bradyrhizobium spp., verifica-se valores de MSR equivalentes a 85,37;
78,21%, respectivamente, embora ndo tenham diferido estaticamente do controle (1,25 g
vaso™) (Figura 1b).

Apesar da menor MSR nos tratamentos com FMA isolados ou conjuntamente com
Bradyrhizobium spp., observou-se maior ganho de MSPA e redugdao na relagdo
raiz/parte aérea nestes tratamentos, devido ao efeito — aquisicdo e facilitador - no
transporte de nutrientes para planta, decorrente da micorrizagdo, sugerindo que estes
microrganismos atuaram como extensdo do sistema radicular, possibilitando maior
acesso das plantas aos nutrientes, compensando o gasto energético do vegetal no
crescimento radicular, direcionando nutrientes para o desenvolvimento da parte aérea e,

fotoassimilado para FMA.
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Em um extenso trabalho de meta-andlise sobre o impacto dos FMA na relacdo
raiz/parte aérea, Veresoglou et al. (2011) detectaram um consideravel declinio nesta
relagdo quando as plantas foram cultivadas a partir de sementes na auséncia de estresses
abidticos. A provavel explicacdo seria que a disponibilidade de nutrientes causa
diminui¢do da alocagdo de biomassa radicular, investindo no maior aporte de parte
aérea quando as plantas s3o inoculadas com FMA.

Um estudo recente sobre efeito de biofertilizante de FMA em Panax
quinquefolius L. ndao observou efeito significativo na MSR entre os tratamentos —
cultivo continuo ¢ FMA — sugerindo que nas plantas com biofertilizante, muito
provavelmente, o transporte de nutrientes foi direcionado para parte aérea do que as
raizes, minimizando os efeitos da colheita sucessiva (LIU et al., 2020).

O efeito de inoculagdo isolada ou conjunta de Glomus intraradicios e Rhizobium
spp. na biomassa total de genétipos de feijao foi estudado por Ballesteros-Almanza
(2010) sobre duas condicdes hidricas. Os autores constataram que a biomassa total
das plantas inoculadas com Rhizobium spp. demonstrou superioridade sob as plantas
inoculadas com Glomus e aquelas coinoculadas e efeito negativo da inoculagao
micorrizica no desenvolvimento dos ndédulos, quando comparadas as plantas inoculadas
apenas com Rhizobium spp.

Diferentemente do observado na simbiose planta-bactéria diazotréfica, em que
houve maiores respostas de MSR, uma vez que a producao de biomassa de parte aérea
demonstrou ser menor nos tratamentos Bradyrhizobium spp. e SH + Brad. spp., nestas
condigdes os efeitos destes tratamentos foram mais evidentes na expansdo do sistema
radicular, a fim de atender a demanda de nutrientes por parte da planta e das bactérias,
podendo ser encarado como uma estratégia das plantas em absorver mais nutrientes em

uma condicao de baixo suprimento de nutrientes.
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Figura 1: Massa seca de parte aérea (a), massa seca de raiz (b), nimero de nddulos (c)
em Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100 aos 60 dias. SCA: sem calagem e adubagdo;
CCA: com calagem e adubag¢do; Contr. (controle); Brad. (Bradyrhizobium spp); FMA
(Rhizoglomus clarum); SH+Brad. (Substincias himicas - 40 mg L' C e
Bradyrhizobium spp); Co-in. (coinoculacao). Médias + erro padrao seguidas da mesma
letra maiuscula entre manejos € minuscula entre biotecnologias, ndo diferem entre si,
pelo teste Tukey para p < 0,05. Significativo *p < 0,05; ** p < 0,01; ns: ndo
significativo.

Em relagdo ao numero de noédulos, observa-se (Tabela 3) que houve efeito
significativo do manejo sobre a taxa de nodulacao (p < 0,01). Na auséncia de calagem e
adubagao registrou-se decréscimo no nimero de nodulagdo (NNOD) em média de 37%.
O menor pH do solo no manejo SCA pode ter influenciado direta ou indiretamente de
forma negativa na viabilidade da estirpe de Bradyrhizobium spp., o qual ¢ fundamental

para desenvolvimento destes microrganismos. O pH do solo estd entre os principais
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fatores limitantes da FBN por leguminosas, suprimindo ou retardando a formagao dos
nddulos (ABDULLAH, 2002).

No presente estudo constatou-se média de 33,12 nodulos planta”!. Muniz et al.
(2016) avaliando o efeito da inoculagdo de rizobios em amendoim forrageiro durante
102 dias, observaram média de 43,87 nédulos planta™!, enquanto que, Sa et al. (2019)
relataram média de 39 noédulos planta™ ao inocular estirpes de Bradyrhizobium spp.
(SEMIA 6440).

Com base na figura lc, verificou-se que a taxa de nodulacdo aumentou cerca de
1,5 vezes ao aplicar as biotecnologias, sendo constatados maiores NNOD nos
tratamentos — coinoculagdo, SH+Brad. spp € Bradyrhizobium spp.

O processo de FBN em leguminosas ocorre nos nodulos e demanda grandes
quantidades de energia na forma de ATP, de modo que o adequado fornecimento de P
pelo FMA contribui para o processo de nodulagao (JESUS; SCHIAVO; FARIA, 2005).
J& os resultados satisfatorios do tratamento SH+Brad. spp., decorrem do estimulo na
emissdo de pélos radiculares e raizes laterais finas pelas aplicacdes da SH
(CANELLAS; OLIVARES, 2014), onde h4a maior excrecdo de flavonoides, que ativam
a expressao de genes nod reguladores da nodulagao (SANTOS; REIS, 2008).

Nota-se que houve nodulac¢do nos tratamentos controle e R. clarum, mesmo que
em menor propor¢ao. Esses resultados podem estar associados ao fato do substrato
utilizado nao ter sido autoclavado e, que provavelmente a presenga de bactérias nativas

no solo, favoreceu a nodulagao.

3.2 - Atributos nutricionais

Na Tabela 4, sdo apresentadas as médias dos teores de macronutrientes N, P, K,
Ca e Mg na parte aérea de 4. pintoi, apds 60 DAE. Ocorreu diferenga significativa (p <
0,05) para os teores foliares de P e Ca. De modo geral, independente do manejo
utilizado, as biotecnologias influenciaram de forma positiva no teor de nutrientes na
parte aérea do amendoim forrageiro, exceto para o N no sistema de cultivo SCA
inoculado com R. clarum e K no manejo CCA, em que receberam inoculos de

Bradyrhizobium spp.
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Tabela 4: Média + erro padrio dos teores de nutrientes (g kg'') em parte aérea de
Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100 aos 60 dias, cultivados sobre dois manejos com

diferentes biotecnologias.

) ) N P K Ca Mg
Manejo Biotec. I
gkg
Controle 23,79+0,53 0,36+0,017 16,71+0,43  7,92+0,18  5,24+0,12
Brad. spp 24,244+0,72  0,37+0,014 18,07+£0,98  8,03+0,45 5,28+0,28
SCA R.clarum 23,584+0,63 0,42+0,015 18,17+0,27  8,37+0,37 5,30+0,15
SH+Brad. spp  24,44+0,49 0,41+0,013 19,81+0,87  8,07+0,07  5,29+0,17
Co-inoc. 24,46+0,55 043+0,014 18,18+0,26  8,6040,34  5,39+0,07
Controle 24,5240,16  0,70+0,017 20,87+0,61 13,15+0,48 4,81+0,14
Brad.spp  26,60£0,93 0,78£0211 20,05:1,41 16,66£1,03 4,87+0,15
CCA R. clarum 26,27+0,24  1,12+0,133  21,42+0,81 16,99+1,02 5,09+0,11
SH+Brad.spp ~ 25,96+0,12 0,70+0,093 21,35+0,65 16,89+0,48 4,87+0,05
Co-inoc. 26,94+058  1,23+0,195 21,55+0,37 17,671,440 5,27+0,11
Média geral 25,50™ 0,743* 19,98 12,40%* 5,15
CV (%) 4,42 29,69 7,59 9,99 6,03
SCA: sem calagem e adubacdo; CCA: com calagem e adubagdo; Brad. spp:

Bradyrhizobium spp; R. clarum: Rhizoglomus clarum; SH+ Brad. spp: Substancias
htimicas (40 mg L' de C)+Bradyrhizobium spp; Co-inoc.: Coinoculagdo. * significativo
e ™ ndo significativo a 5% pelo Teste F.

Com base nas faixas adequadas de nutrientes na parte aérea de A. pintoi,
determinada por Rao e Kerridge (1994), observou que os teores de nutrientes, exceto N
e Mg, em ambos os manejos estdo abaixo da faixa de concentragdo considerada
adequada.

Os teores de N observados neste estudo sdo similares ao relatado por Miranda et
al. (2003), que avaliaram o potencial de FBN de acessos de Arachis spp. E, obtiveram
teores de N variando de 21,3 a 26,3 g kg'!. Para os demais nutrientes observou-se
somente teores Ca similares ao relatado por Santos (2012), avaliando genoétipos de
amendoim forrageiro no Acre — P (1,38 a 1,71 g kg'!); K (25,47 a 29,37 g kg'!); Ca
(13,98 a 16,62 g kg'') e Mg (5,23 a 6,03 g kg!). Porém, os dados sdo parcialmente
similares aos observados por Azevedo (2010) — P (0,97 a2,30 gkg"); K (7,61 222,68 g
kg'); Ca (14,24 a 21,06 g kg'") e Mg (4,42 a 9,16 g kg') ao estudar o comportamento
de gendtipos de amendoim forrageiro sob o efeito de doses de P e presenga de
micorriza. As variagdes observadas neste trabalho decorrem da auséncia de calagem e
adubac¢do no manejo SCA e da redugdo de 60% na dose de P e K no sistema de cultivo
com calagem e adubacdo, sendo que os demais nutrientes foram fornecidos na dose

recomendada, exceto o N, no qual dependeu do desempenho da biotecnologia.
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A andlise de variancia (Tabela 5) demonstrou o efeito altamente significativo (p <
0,01) da interagdo manejo e biotecnologia no acimulo dos nutrientes N, P, K, Ca e Mg
na parte aérea das plantas de A. pintoi (Figura 2), sendo o efeito do manejo adotado
sobre a atuagdo dos microrganismos claramente observado na absor¢do de nutrientes
para as plantas. Observaram-se maiores acimulos de nutrientes nas plantas submetidas
ao manejo CCA, demonstrando que independente da biotecnologia ha aumento da

absorc¢ao do nutriente do substrato em relacao ao controle.

Tabela 5: Valores de F, niveis de significancia, coeficientes de variacdo e médias do
acumulo de N, P, K Ca e Mg na parte aérea de Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100.

Fonte Variagao N P K Ca Mg
Bloco 0,94" 2,37" 0,21" 1,91 0,15"
Man. (M) 516,22"  117,42"  444,83™  498,52" 248,69
Biot. (B) 9,65 6,37 7,05 8,53™ 7,90
M*B 7,58" 5,427 6,17"" 5,90 6,66
Média geral 80,47 2,34 63,67 42,53 16,20
CV(%) 8,61 35,26 10,21 15,70 9,82

Man.: Manejo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p < 0,05; ** p < 0,01;
ns: ndo significativo.

Os resultados do actimulo de nutrientes no manejo SCA ndo demonstraram
diferenca significativa entre as médias dos tratamentos, no entanto, a utilizacdo de
biotecnologias favoreceu o incremento de actimulo. Em média as biotecnologias
elevaram os actimulos de N (19%), P (30%), K (29%), Ca (21%) e Mg (18%)
comparados ao controle.

No manejo CCA, de maneira geral, o acumulo de nutrientes na parte aérea foi
influenciado positivamente pelas biotecnologias. O tratamento inoculado com R. clarum
revelou maiores incrementos de N (120,37 mg vaso™), K (98,15 mg vaso!) e Mg de
(23,34 mg vaso!), correspondendo a ganhos de 35, 29 e 34% respectivamente,
comparado a testemunha (sem inoculagdo), ndo diferindo estatisticamente das plantas
coinoculadas, que demonstraram incrementos ligeiramente inferiores para estes

nutrientes.
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Figura 2: Actimulo de nitrogénio (a), acimulo de fésforo (b), acumulo de potassio (c),
acumulo de célcio (d) e acimulo de magnésio (e) em parte aérea de Arachis pintoi cv.
Amarillo MG 100 aos 60 dias, cultivados sobre dois manejos com diferentes
biotecnologias. SCA: sem calagem e adubagdo; CCA: com calagem e adubagdo. Médias
+ erro padrio seguidas da mesma letra maiuscula entre manejos ¢ mintscula entre
biotecnologias, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05.
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Os maiores actimulos de P (5,43 mg vaso!) e Ca (77,93 mg vaso!) foram
observados nas plantas coinoculadas. Por outro lado, a inoculagdo das plantas com
Bradyrhizobium spp. ¢ SH + Brad. spp. revelou médias nos acimulos de nutrientes
estatisticamente semelhantes quando comparado a testemunha, apesar de serem
observados incrementos de até 12,8% N; 12,6% P, 8,5% K, 28,5% Ca e 8,0% Mg em
relacdo ao controle. Estes resultados indicam que a inoculacgdo isolada de R. clarum e
simbiose tripartida — planta x bactéria diazotrofica x micorriza, contribuiu
significativamente na absorcdo e transporte de nutrientes, favorecendo a maior
concentragdo na biomassa da parte aérea.

Na simbiose entre raizes e micorrizas, a absorcao de nutrientes ocorre tanto por
via micorrizica, em que estdo presentes transportadores de NH4", NO3™ ¢ H2POy', além
da H'-ATPases que favorece o transporte de nutrientes, quanto pela a¢do do sistema
radicular, atuando na capta¢do de nutrientes da rizosfera por meio de transportadores
localizados na epiderme e nos pelos radiculares (VERGARA et al., 2019). Ao associar a
acdo das bactérias diazotroficas, a melhora no aporte de N é potencializada pelo efeito
sinérgico entre 0s microrganismos, uma vez que o processo de FBN, o qual demanda
maior P, ¢ suprido parcialmente pela presenca do FMA, que aumenta a captagdo de
nutrientes de baixa mobilidade, como o P (JOU; BESALATPOUR, 2017),
influenciando no numero de nédulos € na FBN (KOUAS et al., 2005).

Estudos mostram que a inoculagdo simultidnea com bactérias diazotroficas e
fungos micorrizicos podem aumentar o crescimento de leguminosas e a absor¢do de
nutrientes. Melhorias nos atributos fitotécnicos e nutricionais decorrentes de simbiose
tripartida tém sido observadas em plantas de Glycine max L., em que colonizagdo
radicular por micorriza teve um efeito positivo na nodulagdo e no maior aporte de N e P
na parte aérea da cultura (ANTUNES et al., 2006; JOU; BESALATPOUR, 2017).

Em condi¢des de estresse salino, plantas de Medicago sativa L. duplamente
inoculadas com Glomus mosseae € Sinorhizobium meliloti apresentaram ganhos
consideraveis na producdo de biomassa, nimero de noédulo e acimulo de nutrientes
decorrente do maior aporte de nutrientes nos tecidos das plantas face ao estimulo da H'-
ATPases e do aumento na absor¢do de nutrientes pelas hifas de micorrizas extra radicais
além das zonas capilares e de deple¢do de nutrientes (ASHRAFI; ZAHEDI,
RAZMIOO, 2014).
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3.3 — Atributos microbioldégicos

Na Tabela 6, sdo apresentados os valores de F, niveis de significancia, média e
coeficiente de variagdo dos atributos microbiologicos: quantidade de diacetato de
fluoresceina (FDA) hidrolisado (ug g!' h') e porcentagem de colonizagdo micorrizica
(CM) em raizes de amendoim forrageiro. Nota-se que ndo houve interacdo entre os
parametros avaliados (p > 0,05). Efeito simples do manejo e biotecnologia (p < 0,01)

foram observados no FDA e CM.

Tabela 6: Valores de F, niveis de significancia, coeficientes de variacdo e médias das
variaveis: hidrolise da atividade do diacetato de fluoresceina (FDA) do solo e taxa de
colonizagdo micorrizica (CM) nas raizes de Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100.

Fonte Variacao FDA CM
Bloco 0,26" 2,73
Man. (M) 14,02 9,78™
Biot. (B) 475"  221,42"
M*B 2,30 1,71
Média geral 4,93 38,66
CV(%) 3,77 15,10

Man.: Manejo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p < 0,05; ** p < 0,01;
ns: ndo significativo.

A hidrolise do diacetato de fluoresceina (FDA) avalia a atividade enzimatica de
populacdes microbianas e pode fornecer uma avaliacdo de atividade microbiana total no
solo, porque inclui varias classes de enzimas (lipases, esterases e proteases) (PATLE;
NAVNAGE; BARANGE, 2018). No entanto, as enzimas presentes nesta reagdo podem
persistir no solo associadas aos coloides ou a complexos inorganicos (TAYLOR et al.,
2002).

A atividade microbioldgica foi mais intensa no manejo SCA, sendo 12,18%
superior ao observado no CCA (4,64 ng g' h''). Esses resultados sdo inferiores aos
obtidos de Freitas et al. (2011), que registraram hidrolise da FDA de 6,56 pg g' h'! em
sistema convencional cultivando com uva em Neossolo Quartzarénico. Os autores
concluiram que a menor atividade microbiana pode ser devido aos niveis mais baixos de
matéria orginica do solo. Geralmente taxa mais baixa de atividade enzimatica esta
associada a diminuicdo do contetido de matéria organica (TAYLOR et al., 2002;

BELONSKA; LASOTA; ZWYDAK, 2017).
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O estresse nutricional decorrente da baixa disponibilidade de nutrientes influencia
qualitativamente e quantitativamente nos exsudatos radiculares liberados pelas plantas
(LIU et al., 2004). Embora, ndo haja evidéncias na literatura que vinculem o FDA a
qualidade ou quantidade da hidrdlise e exsudato radicular. Entretanto, a atividade
enzimdtica dos exsudatos radiculares pode influenciar na producdo de outras enzimas
(STARK et al., 2006). Em condicdes estressantes, a atividade microbiologica pode
aumentar sem um aumento na biomassa microbiana, o que reflete em aumento no

quociente metabodlico (YADA et al., 2015).
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Figura 3: Quantidade de diacetato de fluoresceina (FDA) hidrolisado pg™! solo h'! (a);
taxa de colonizagdo micorrizica em % (b). Contr. (controle); Brady. (Bradyrhizobium
spp); FMA (Rhizoglomus clarum); SH+Brady. (Substancias himicas - 40 mg L' C e
Bradyrhizobium spp); Co-in. (coinoculacao). Médias + erro padrao seguidas da mesma
letra, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05. Significativo ** p < 0,01; ns:
ndo significativo.

O baixo pH do solo e menor teor de P podem ter contribuido para maior atividade
micorrizica nativa e inoculado. Nahas (2002) relatou aumentos das populacdes de
fungos em tratamentos ndo fertilizados e sem calagem, ao contrdrio das bactérias que
diminuiram nestas condi¢des. As micorrizas associadas as raizes excretam enzimas
extracelulares e isso contribui para o aumento da atividade enzimatica (BLONSKA;
LASOTA; ZWYDAK, 2017). Por outro lado, Rakshit et al. (2016) confirmam que a
aplicacdo excessiva de fertilizantes causou depressdo significativa na atividade

microbioldgica do solo.
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A aplicag¢do de biotecnologias elevou significativamente a atividade microbiana
no solo, em média 18,31% comparado ao controle (4,29 pg g' h'). O aumento em
resposta as biotecnologias, sugere primeiramente que decorre da introdugdo de
microrganismos no processo de inoculagdo. Por outro lado, o estimulo & comunidade
microbiana do solo pode ser regulado pelos exsudatos radiculares das plantas inoculadas
(LIU et al., 2020).

Nao houve interacdo significativa entre os fatores (p > 0,05) para taxa de
coloniza¢do micorrizica (CM) em raizes de A. pintoi. Analisando o efeito simples do
manejo, observou-se efeito significativo (p < 0,01) para a variavel CM. As plantas
cultivadas no manejo SCA apresentaram taxa de colonizagdo micorrizica 19% superior
aquelas cultivadas em solo com calagem e adubacgdo. Para esta mesma varidvel, quanto
ao efeito simples das biotecnologias, observou-se efeito significativo (p < 0,01), para os
tratamentos com coinoculagdo e R. clarum, que proporcionaram maior porcentagem de
colonizacdo micorrizica, com valores médios de 78,33 e 76,66% respectivamente, sendo
superiores aos demais tratamentos (Figura 3b).

O manejo SCA foi mais eficiente na multiplicacdo das micorrizas favorecendo,
consequentemente, a colonizagdo do amendoim. Os resultados sugerem que em
condi¢des de solos ligeiramente acidos e deficientes em P, houve o favorecimento para
coloniza¢do micorrizica, além da elevada capacidade de competi¢do com a microbiota
nativa, culminando em melhorias na nutrigdo e produgdo da cultura. Para Azevedo
(2010), o favorecimento da colonizagdo por micorrizas decorre do resultado da
interagdo dos fatores compatibilidade entre espécie vegetal e fungo utilizado, condi¢des
ambientais vigentes, tipo de solo, pH e disponibilidade de nutrientes, especialmente P.

Miranda et al. (2016), estudando amendoim forrageiro inoculado com diferentes
espécies de FMA e doses crescentes de fosforo em solo esterilizado, concluiram que nas
menores doses de P a espécie R. clarum proporciona maior resposta, em virtude da
intensa colonizacdo micorrizica nesta condigdo, resultando em maior taxa de
crescimento. Trabalhando com amendoim forrageiro em pastagem consorciada Miranda
et al. (2010) observaram uma taxa de colonizacdo radicular de 63% nas estacoes
chuvosas.

As biotecnologias influenciaram na porcentagem de coloniza¢do micorrizica, em
que as maiores taxas de colonizacdo ocorreram nos tratamentos com coinoculacio e
FMA, decorrente da utilizacdo de inoculos de R. clarum no plantio. Nos demais

tratamentos observou-se coloniza¢do radicular em menor porcentagem, decorrente da
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presenca de fungos micorrizicos nativos, uma vez que o solo utilizado neste estudo ndo
passou por processo de esterilizagdo.

Em plantas coinoculadas Artursson et al. (2006), verificaram aumento na taxa de
colonizacado, evidenciando o efeito sinérgico entre os simbiontes. Os autores sugerem
que tal efeito esta relacionado ao incremento de P suprido parcialmente pela FMA a
planta-bactéria diazotroficas, o qual acarretou em melhorias na FBN e
consequentemente, aumento na producao de compostos fotossintetizados pelas plantas,

favorecendo a maior multiplicagdo e colonizacdo micorrizica.

3.4 — Atributos fisiologicos

Apo6s andlise de variancia verificou-se que houve interacdo (p < 0,05) para os
parametros concentracdo interna de CO2 (Ci), eficiéncia instantdnea de carboxilagdo
(EiC) e indice de clorofila falker — clorofila total (Chl). Houve efeito simples dos fatores
sobre a taxa de assimilagdo de CO2 (4), condutancia estomatica (gs) e transpiracio (E).
Nao foi observado efeito significativo (p > 0,05) dos fatores sobre a eficiéncia no uso de

agua (EUA).

Tabela 7: Valores de F, niveis de significancia, coeficientes de variacdo e médias das
variaveis fisioldgicas avaliadas: taxa de assimilagdo de COz (4), condutancia estomatica
(gs), concentracdo interna de CO: (Ci), transpiracdo (E), eficiéncia no uso de agua
(EUA), eficiéncia instantdnea de carboxilagdo (EiC), rendimento quantico maximo
(Fv/Fm) e teor de clorofila total — indice de clorofila falker (Chl).

Fonte A gs Ci E EUA EiC Fv/Fum Chl
Variacao
Bloco 2,33 1,42 0,65  1,26™ 0,53" 0,28"™ 3,30 3,99°

Man. (M) 47,997 6,57 71,487 12,157 0,40™ 82247 569" 221,50
Biot. (B) 10,87 842" 730" 283  0,61™ 13,60 3,84°  7,73"
M*B 0,70" 0,57 2,73 047" 024 377" 2,62 329
Média 4,68 0,054 247,16 1,89 2,60 0,020 0,82 27,99
CV(%) 17,38 22,69 11,19 3250 31,50 25,06 124 4,65
Man.: Manejo; Biot.: Biotecnologia. Significativo pelo teste F: *p < 0,05; ** p < 0,01;
ns: ndo significativo.

Analisando o efeito simples do manejo nos pardmetros 4, gs e E, notou-se valores
de 5,57 umol m?s!; 0,059 mol m?2s! e 2,23 mmol m™s!, respectivamente, nas plantas
conduzidas no manejo CCA, representando incrementos de 47% (4), 20% (gs) e 44%

(E) comparado ao manejo em que nao houve calagem e adubagdo. A utilizagdo de
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biotecnologia interferiu positivamente na 4, gs ¢ £ em relagdo a testemunha (Figura 4a,
bec).

De modo geral, dentre as biotecnologias avaliadas a coinoculagao e SH+ Brad.
spp. demonstraram resultados das trocas gasosas que indicam melhores desempenhos do
aparelho fotossintético das plantas de amendoim forrageiro, possibilitando ganhos de
crescimento mais rapido da forrageira. Todavia, deve-se salientar que independente do
manejo ¢ da biotecnologia os valores observados da taxa de assimilacdo de CO:2 e
condutancia estomatica encontram-se abaixo do relatado para planta de metabolismo Cs,
que variam normalmente entre 10 a 20 pmol m?s™! (4) e 0,21 a 0,40 mol m™s™ (gs)
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

No presente trabalho os valores de 4, gs e E, sdo parcialmente similares aos
encontrados por Baligar et al. (2010) investigando o comportamento fisioldgico de A.
pintoi cultivado como plantas de cobertura em sub-bosque de Theobroma cacau. Os
autores relataram valores médios dos pardmetros fotossintéticos 4 (10 umol m2s™'), gs
(0,08 mol m?s™') e E (2,1 mmol m2s!). Os valores de 4 e gs foram inferiores ao
observado por Baligar et al. (2010), uma vez que os autores utilizaram adubagao
completa N-P-K para estabelecimento da cultura, diferentemente deste estudo, em que o
fornecimento de N derivou do potencial das biotecnologias em disponibilizar o
elemento e somente fosforo e potassio foram fornecidos, embora com reducao de 60%
na dose.

Nas plantas ha uma intima relacdo entre status do N e taxas de pigmentos
fotossintéticos, logo incrementos de nitrogénio favorecem o aumento no teor de
clorofila (DEBAEKE; ROUET; JUSTES, 2006; SORATTO; CARVALHO; ARF,
2004). A elevacao no teor de clorofila das plantas pode colaborar para melhoria da taxa

fotossintética, uma vez que ha maior captacdo de luz e, consequentemente, ganhos na

etapa bioquimica (ROCHA, 2018).
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Figura 4: Taxa de assimilacao de COz2 (a), condutancia estomatica (b), transpiracao (c)
e rendimento quantico do fotossistema II (d) em Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100
aos 60 dias, cultivados sobre dois manejos com diferentes biotecnologias. Contr.:
controle; Brad.: Bradyrhizobium spp.; FMA: Rhizoglomus clarum; SH+Brad.: SH +
Bradyrhizobium spp.; Co-in.: coinoculagdo. SCA: sem calagem e adubagdo; CCA: com
calagem e adubagdo. Médias + erro padrao seguidas da mesma letra minuscula, nao
diferem entre si, pelo teste Tukey para p < 0,05. Significativo *p < 0,05; ** p <0,01; ns:
ndo significativo.

Sabe-se que os estomatos regulam as trocas gasosas foliares, afetando o
comportamento da 4 e £ em condi¢cdes de deficiéncia nutricional. A auséncia de
adubacdo equilibrada de N e K pode comprometer a osmorregulacdo estomatica,
levando a interferir na dindmica da gs, consequentemente, pode ocorrer redugdes na taxa

de assimilacdao de CO:z e transpiracdo (MELO et al., 2008).
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Figura 5: Concentragdo interna de CO2 (a), eficiéncia instantanea de carboxilagdo (b) e
clorofila total (d) em Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100 aos 60 dias, cultivados sobre
dois manejos com diferentes biotecnologias. SCA: sem calagem e adubagdo; CCA: com
calagem e adubagdo. Médias + erro padrao seguidas da mesma letra maitscula entre
manejos € minuscula entre biotecnologias, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey para p

<0,05.

Na interagdo manejo X biotecnologia para variavel Ci observou-se entre o0s
manejos maiores concentragoes internas de COz nas plantas que foram conduzidas sem
calagem e adubacdo, em média 35% superior ao manejo CCA (Figura 5a). Analisando o
efeito das biotecnologias dentro do manejo SCA, ndo foram observadas diferengas
significativas entre as médias no manejo SCA, embora curiosamente o tratamento
inoculado com SH + Brad. spp. apresentou valor de Ci inferior ao controle (sem
inoculagdo). De modo contrario, o comportamento das plantas no manejo CCA

inoculadas com diferentes biotecnologias demonstrou redu¢do média na Ci de 19%
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comparada a testemunha (248,42 pumol m?s'), destacando os tratamentos com
coinoculagio (165,76 umol m™2s™") e SH + Brad. spp. (171,07 umol m?s™!), significando
uma maior retomada das taxas fotossintéticas. Comportamento similar foi observado
por Jin et al. (2011) avaliando o efeito de doses de K sobre os parametros fotossintéticos
de Carya cathayensis.

A menor Ci nos tratamentos em que houve calagem e adubacdo pode ser
explicada pela maior taxa fotossintética, aumentando o consumo de Ci, reduzindo sua
concentragdo, levando ao maior estimulo da abertura estomdtica elevando a gs
(KUWAHARA; SOUZA, 2009). Os mesmos autores relatam que o estimulo para
abertura estomatica esta associado tanto a pressao de turgor da célula guarda quanto a
concentragdo interna de COz, consequentemente, menor A leva a redugdo no consumo
de COz: intracelular, em virtude da Rubisco ndo estar totalmente ativada, assim o CO:2
ndo ¢ carboxilado e incorporado ao Ciclo de Calvin, aumentando a Ci (BULEGON et
al., 2017).

A eficiéncia instantanea de carboxilagdo (EiC) é calculada com base na relagao
A/Ci (KONRAD et al., 2005). Na figura 5b, observa-se que no manejo CCA houve
maior EiC, correspondendo a 2,0 vezes o valor obtido no manejo SCA. Nota-se que na
omissdo de calagem e adubagdo ndo promoveu diferenca significativa entre as
biotecnologias, embora sejam observados ganhos de 58,10% na EiC com as
biotecnologias comparado ao controle. Os maximos valores de EiC no manejo CCA
foram constatados nos tratamentos com coinoculagio [0,0420 (umol m? s) / (umol
mol )] e SH + Brad. spp. [0,0363 (umol m? s!) / (umol mol')]. Para os demais
tratamentos nao foi observada diferenca significativa entre as médias, entretanto, houve
aumento médio de 40,35% em relacao ao controle.

Nota-se na figura 5¢ que no manejo CCA houve maior indice de clorofila falker
(ICF) 31,05, indicando acréscimos de 24,55% em relagdo ao valor observado nas
plantas que foram cultivadas no solo sem calagem e adubacdo. As médias observadas
dos ICF nas plantas tratadas com biotecnologia no manejo sem calagem e adubagdo nao
diferiram entre si, embora, incremento médio de 19,27% no ICF foi observado com
utilizagdo de biotecnologias comparado ao controle (21,60).

No manejo CCA, o valor méximo de ICF (32,82) foi verificado nas plantas
coinoculadas, sendo o valor minimo de 30,08 alcangado pelo tratamento controle.
Observa-se que os demais tratamentos nao diferiram do controle, embora tenha obtido

acréscimo de 2,31% em relacdo as plantas que receberam somente calagem e adubacgdo
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(testemunha). Sé et al. (2019) avaliando eficiéncia simbidtica de estirpes de bactéria
diazotroficas relataram valores de indice de SPAD (25,33) em plantas A4. pintoi
inoculadas com Bradyrhizobium spp.

No complexo enzimatico da nitrogenase ha uma alta demanda de ATP (NUNES;
RAIMONDI; NIEDWIESKI, 2003). Em condicdes de baixa disponibilidade de P, a
FBN ¢ afetada diretamente, reduzindo o aporte de N para planta e, consequentemente, a
taxa de pigmentos fotossintetizantes (DEBAEKE; ROUET; JUSTES, 2006). Outro fator
associado ¢ a menor concentra¢do de magnésio (Mg) no manejo SCA. As clorofilas sdo
formadas por moléculas complexas, tendo como elemento central o Mg, onde na
auséncia deste elemento ha comprometimento na formacao da clorofila (STREIT et al.,

2005).

4.0 —- CONCLUSOES

As biotecnologias influenciaram positivamente na produ¢do de MSPA no manejo
CCA, destacando as plantas que receberam inoculos de Rhizoglomus clarum.

As maiores producdes de MSR foram observadas na presenca de Bradyrhizobium
spp. € SH+Bradyrhizobium spp.

Os tratamentos com coinoculagdo ¢ SH+Brad. spp. apresentaram maiores taxas de
nodulacao.

As plantas inoculadas com R. clarum e coinoculagdo apresentaram maiores
acumulos de nutrientes.

Houve aumento na atividade do diacetato de fluoresceina no solo SCA.

As plantas cultivadas na auséncia de calagem e adubacao apresentaram taxa de
colonizagdo micorrizicas 24,5% superior aquelas cultivadas em solo com calagem e
adubagao.

As biotecnologias melhoram os resultados de trocas gasosas, especialmente nas

plantas coinoculadas e que receberam SH+Bradyrhizobium spp.
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APENDICE
APENDICE A

Capitulo 1

Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK
Controle AzoTotal© SH+Herb. spp Coinoculagdo FMA

Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK Com calagem+40% NPK
Controle AzoTotal® EMA SH+Herb. spp Coinoculagio

(continuagdo)
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Sem calagem e adubacio Sem calagem e adubacio Sem calagem e adubacio Sem calagem e adubagdo Sem calagem e adubacio
Controle FMA Coinoculacio SHeHerb. spp AzoTotal@

Sem calagem e adubagdo Sem calagem e adubagao Sem calagem e adubacio Sem calagem e adubagdo Sem calagem e adubacio
Controle AzoTotal® FMA SH+Herb. spp Coinoculagdo

Tratamentos de Urochloa spp. aos 60 dias apos emergéncia. As figuras (A e B)
demonstram a comparagdo entre os genotipos no manejo com calagem e adubacao, ja as
figuras (C e D) comparam os genotipos na auséncia de calagem e adubagdo. Urochloa
brizantha cv. Marandu; (A e C), Urochloa decumbens cv. Basilisk (B e D).
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APENDICE B
Capitulo 2

Plantas de Urochloa brizantha cv. Marandu submetido aos tratamentos: a) Substancias
himicas (SH) juntamente com Herbaspirillum spp; b) AzoTotal® + SH juntamente com
Herbaspirillum spp; c) AzoTotal®; d) Controle (40% de NPK).
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APENDICE C
Capitulo 3

Plantas de Arachis pintoi cv. Amarillo MG 100 aos 60 dias apds emergéncia submetido
a diferentes concentragdes de substancias himicas.

APENDICE D
Capitulo 4

Estruturas do fungo micorrizico arbuscular Rhizoglomus clarum em raizes de Arachis
pintoi cv. Amarillo MG 100 ap6s 60 de emergéncia. a) Hifa; b) Clamidosporos com
hifas; c¢) Clamidosporos e esporos d) Vesicula. H: hifas; C: clamidésporos e V:
vesiculas.



