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Resumo — Entre os maiores problemas no cenario atual destacam-se
os efeitos climaticos e o consequente impacto na agricultura, sobretudo
decorrentes da reducao da disponibilidade hidrica. A restricao hidrica é
um fator limitante no crescimento das plantas, responsavel por causar
modificagdes morfofisioldgicas e alterar seu desenvolvimento. O sorgo, cuja
caracteristica marcante consiste em maior tolerancia a seca em relacéo a
outras gramineas, é o quinto cereal mais produzido no mundo. A inoculagao
de plantas por rizobactérias promotoras do crescimento pode remodelar seu
sistema radicular, mitigando os efeitos do déficit hidrico. Com isso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de inoculantes a base de Azospirillum
brasilense na mitigagao do estresse hidrico sob diferentes niveis de adubacao
nitrogenada no sorgo granifero BRS 332. O experimento foi conduzido em
casa de vegetagdo sob condi¢cdes controladas de temperatura e umidade.
As plantas foram submetidas a duas condi¢cées hidricas: dois diferentes
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inoculantes a base de A. brasilense, além do tratamento sem inoculagao,
e dois niveis de adubacdo nitrogenada. Foram avaliadas diferentes
caracteristicas ecofisiolégicas e de produgdo. A inoculagdo com Azospirillum
brasilense aumenta significativamente a parte aérea e a produgéo de graos
na cultivar de sorgo avaliada, especialmente em condi¢cao de baixa dose de
nitrogénio, minimizando os efeitos da restricao hidrica.

Termos para indexagao: Sorghum bicolor; seca; nitrogénio; rizobactérias;
graos.
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Azospirillum brasilense for Mitigation
of Water Stress in Sorghum BRS 332
Under Different Doses of Nitrogen

Abstract — Among the biggest problems in the current scenario there are
the climatic effects and the consequent impact on agriculture, mainly the
reduction of water availability. Water restriction is a limiting factor for plant
growth, responsible for causing morphophysiological changes and altering
their development. Sorghum is the fifth most produced cereal in the world; its
marked characteristic is the greater tolerance to drought in relation to other
grasses. The inoculation of plants by growth-promoting rhizobacteria can
remodel the plant’s root system, mitigating the effects of water deficit. The
objective of this work was to evaluate the effect of inoculants with Azospirillum
brasilense on the mitigation of water stress under different levels of nitrogen
fertilization in BRS 332 grain sorghum. The experiment was carried out in
a greenhouse under controlled conditions of temperature and humidity. The
plants were subjected to two water conditions: two different inoculants of
A. brasilense, in addition to treatment without inoculation, and two levels of
nitrogen fertilization. Different ecophysiological and production characteristics
were evaluated. Inoculation with Azospirillum brasilense increased shoot size
and the production of grains in sorghum, especially under conditions of low
nitrogen dose, minimizing the effects of water restriction.

Index terms: Sorghum bicolor; drought; nitrogen; rhizobacteria; grain yield.
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Introducao

Um dos maiores problemas debatidos da atualidade sdo os efeitos
das mudangas climaticas e o consequente impacto em diferentes biomas.
O desequilibrio causado por condigbes meteoroloégicas adversas, como
alteracao do padrdo de temperatura, umidade do ar e precipitagédo, afeta
significativamente a disponibilidade hidrica de uma regido, fator este
imprescindivel para a agricultura. Estudos relatam que o déficit hidrico
provoca a diminuicdo do periodo de crescimento e desenvolvimento das
plantas, culminando com a reducéo da produtividade. Diante deste cenario,
pesquisas que buscam uma maior produtividade de alimentos com a pouca
disponibilidade hidrica tornam-se essenciais (Reis, 2019).

Acultura do sorgo tem se mostrado ideal para enfrentar estas adversidades
climaticas, em razdo da sua alta tolerancia a seca. O sorgo (Sorghum
bicolor L. Moench) é uma graminea de origem africana pertencente a tribo
Andropogeneae. Entre as espécies alimentares é uma das mais versateis
e mais eficientes, tanto do ponto de vista da tolerancia ao estresse hidrico
quanto da alta taxa fotossintética e velocidade de maturagédo. Além da
capacidade para produgao de biomassa, é fonte de alimento para mais de
500 milhdes de pessoas em 30 paises. Somente arroz, trigo, milho e batata
superam o sorgo em termos de quantidade de alimento consumido (Silva;
Rodrigues, 2015).

Outro objetivo buscado pelos pesquisadores na atualidade é a diminuicao
da dependéncia do uso de fertilizantes. Uma das opgbes para diminuir esta
dependéncia é o uso de Bactérias Promotoras de Crescimento (BPC), que
tem mostrado resultados satisfatérios na mitigacdo dos efeitos nocivos do
déficit hidrico e no aumento da produgéo e crescimento das plantas (Reis,
2019).

O Azospirillum brasilense & destas bactérias cujo papel na tolerancia
a seca tem sido documentado em varios estudos, pois elas melhoram as
caracteristicas morfolégicas da planta, como ramificagao de raizes, aumento
de biomassa radicular e aumento da densidade de pelos radiculares,
resultando na melhor exploragao do perfil do solo em busca de agua (Hungria,
2011).
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Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a performance
da cultivar BRS 332 de sorgo inoculada com bactérias do género Azospirillum
brasilense em condigbes de restricdo hidrica e diferentes doses de adubacao
nitrogenada.

Alinhado com a vertente dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) estabelecidos pela Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) em
2015, o presente estudo se enquadra em alguns dos objetivos propostos,
como ODS 2: “Acabar com a fome, alcancar a seguranc¢a alimentar e
melhoria da nutrigdo e promover a agricultura sustentavel”. O sorgo, por
apresentar tolerancia acentuada a restricdo hidrica, tornou-se uma grande
fonte de alimento e é alvo de estudos visando um melhor desempenho. Com
isso, uma das principais finalidades deste trabalho é aumentar a capacidade
de produgado de sorgo granifero BRS 332 em condi¢des adversas, com o
uso de tecnologias sustentaveis, como a inoculagdo por rizobactérias,
justificando, portanto, a contribuicdo desta pesquisa com o0 ODS em questao.
Alguns microrganismos s&do adaptados a condigbes ambientais e, por essa
caracteristica, tém a capacidade de ajudar a planta a suportar os efeitos
adversos oriundos da restricdo hidrica e aumentar a produtividade das
culturas em regides aridas ou semiaridas.

O objetivo 12 “Assegurar padroes de produgdao e de consumo
sustentaveis” se enquadra de forma subjetiva na pesquisa realizada, e a
principal justificativa para o cumprimento deste objetivo € o uso de Bactérias
Promotoras de Crescimento (BPC), como o Azospirillum brasilense, sendo
uma opgao viavel e inovadora para a diminuicdo de doses de fertilizantes e
produtos quimicos, nao so pelo fator econdmico, mas também pelos diversos
danos causados ao meio ambiente. Além disso, tem mostrado resultados
satisfatorios na mitigagéo dos efeitos nocivos do déficit hidrico e no aumento
da producao e crescimento das plantas, conforme resultados apontados na
presente obra.

Sabe-se também que o desequilibrio causado por circunstancias
climaticas antagbnicas altera de forma expressiva a disponibilidade hidrica de
um determinado local, fator este primordial para os sistemas agropecuarios.
Sendo assim, estudos que buscam a producéo suficiente de alimentos com a
pouca disponibilidade de agua tornam-se fundamentais, justificando portanto
a escolha do objetivo 13 “Tomar medidas urgentes para combater a
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mudanga climatica e seus impactos”. A irrigacdo é desestimulada nao
somente pelo alto custo envolvido no sistema, mas também pela disputa
entre a agua oriunda para a agricultura e a necessaria para 0 consumo
humano. Portanto, temos a miss&o de alinhar a produg¢ao segura e suficiente
de alimentos com a pressado da disponibilidade hidrica e das mudancas
meteoroldgicas. E necessario conscientizar toda a populagéo, e isso s6 pode
ser feito através de pesquisas e estudos como este, que buscam entender
e tracar estratégias para minimizar os impactos e buscar solu¢des, e assim
representar uma contribuicdo para o cumprimento dos objetivos propostos
pela ONU.

Material e Métodos

Condigoes de cultivo e material vegetal

O experimento foi implantado em casa de vegetagdo localizada na
Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas-MG, (19°28’ S, 44°15°08” W e
altitude equivalente a 732 m). O clima local é caracteristico tropical (clima
quente e verdo chuvoso), e a pluviosidade média anual varia em torno de
1.335 mm e temperatura média de 21,6 °C.

O solo utilizado no experimento foi o Latossolo Vermelho Distréfico, que
seguiu as recomendacgdes de corregao de acordo com anadlise quimica do
solo, conforme descritas na Tabela 1, realizada pelo Laboratério de Analise
do Solo, da Embrapa Milho e Sorgo.

Tabela 1. Analise quimica do solo

PH.20  Pueniion1 K Ca Mg Al H+AI SB* V** " [0)
dag

- mg dm? cmol dm? %
kg™

5,24 2,17 30,33 247 0,2 0,37 9,07 2,74 23,23 5,97

*SB: soma de bases; **V: saturagéo de bases; MO: matéria organica (Embrapa,
1999).

Fonte: Embrapa, adaptado pela autora.
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De acordo com o resultado da analise do solo, foram aplicados 300 kg.ha™
de um fertilizante com formulacao 8-28-16 de NPK.

O gendtipo utilizado foi o sorgo granifero hibrido BRS 332, pertencente
ao programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo e considerado
sensivel a seca (Batista et al., 2017).

Descri¢ao dos tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos foram constituidos por:

* Doisinoculantes de Azospirillum brasilense (cepas CMS11 + CMS1626
e um inoculante comercial), além do tratamento sem inoculagao.
Esses tratamentos foram identificados como A1 (CMS11 + CMS1626),
A2 (comercial) e AO (sem inoculagao).

* Duas condi¢des hidricas, sendo uma totalmente irrigada (CC) e a
outra com restrigao hidrica (RH) a partir do pré-florescimento.

* Dois niveis de adubagéo nitrogenada: AN (180 kg de N/ha) e BN (24
kg de N/ha).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com o
fatorial de 3x2x2, totalizando 12 tratamentos e cinco repetigdes, culminado
com 60 unidades experimentais.

Inoculante, adubagao nitrogenada e imposicao do estresse
hidrico

O inoculante utilizado foi obtido a partir da mistura de duas cepas de
Azospirillum brasilense (CMS11 e CMS1626) na proporcao 1:1, pertencentes
a colegdo de bactérias diazotréficas do Laboratério de Microbiologia e
Bioquimica do Solo da Embrapa Milho e Sorgo (Figura 1 A). As cepas
selecionadas foram cultivadas em caldo nutritivo de TSB (Tryptic Soy Broth),
durante 72 horas, na temperatura de 28 °C sob agitagdo constante de 120 rpm
(Figura 1 B). Apods o periodo de inoculagéo, as culturas foram centrifugadas
por 10 minutos, a 6.000 rpm e ressuspendidas em soluc¢ao salina [0,85%
(m/v) NaCl], ajustadas para densidade 6tica igual a 1,0 em absorbancia a
500 nm, que equivale a aproximadamente 108 células viaveis por mL (Reis,
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2015) (Figura 1 C). Utilizou-se também o inoculante comercial de Azospirillum
brasilense, de acordo com a recomendagéao do fornecedor.

C

Figura 1. Preparo do inoculante obtido a partir da mistura de duas cepas de Azospirillum
brasilense (CMS11 e CMS1626). A: Cepas de Azospirillum pertencentes a colegéo
de bactérias diazotroficas do Laboratério de Microbiologia e Bioquimica do Solo da
Embrapa Milho e Sorgo. B: Cepas cultivadas em caldo nutritivo de TSB (Tryptic Soy
Broth). C: Culturas centrifugadas e ressuspendidas em solugao salina [0,85% (m/v)
NacCl].



Foto: Ana Paula Lima de Paiva

Azospirillum brasilense para Mitigagdo do Estresse Hidrico no Sorgo BRS 332 13
Submetido a Diferentes Doses de Nitrogénio

Foram testados dois niveis de nitrogénio (N), identificados como alto e
baixo N. O baixo nitrogénio (BN) foi adubado somente durante a corregéo do
solo, na dose de 24 kg/ha de N; ja o alto nitrogénio (AN) teve a adubagéo de
24 kg da correcéo + 156 kg de N/ha em cobertura, totalizando 180 kg de N/
ha. A fonte de nitrogénio utilizada foi a ureia (45% de N em sua composigao).

Para avaliar a condi¢do hidrica do experimento, o teor de agua no solo foi
monitorado diariamente nos periodos da manha e da tarde (9h e 15h), com o
auxilio de um sensor de umidade watermark (tensidbmetro) modelo 200SS - 5”
(IRROMETER, Califérnia - EUA) (Figura 2), instalado no centro dos vasos de
cada repeti¢ao, na profundidade de 0,2 m. Estes sensores detectam a tensao
de agua no solo com base na resisténcia elétrica através de medidores
digitais (watermark meter) da mesma empresa. Os valores variam de 0 kPa
(totalmente Umido) a -200 kPa (totalmente seco).
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Areposicao hidrica foirealizada com base nas leituras obtidas com o sensor,
e a agua foi reposta até a capacidade de campo (CC) durante o periodo que
antecedeu a imposigao dos tratamentos de restricdo hidrica. Esses calculos
foram realizados com o auxilio de uma planilha eletrénica, feita em fungao da
curva de retengéo de agua do solo. Quando as plantas atingiram o estadio
de pré-florescimento, os tratamentos foram impostos. O tratamento irrigado
continuou recebendo irrigacéo diaria até o solo alcangar umidade proxima
a capacidade de campo (tensdo da agua no solo de aproximadamente
-18 kPa), enquanto que, para os tratamentos nao irrigados, a irrigagao foi
realizada aplicando-se 50% da agua total disponivel, ou seja, até a tenséo da
agua no solo atingir -138 kPa, cujo valor corresponde ao solo especificado. A
imposicao da restrigdo hidrica foi mantida até a colheita de graos.

Conducao do experimento

A semeadura foi realizada em 60 vasos com capacidade de 20 kg,
composto por Latossolo Vermelho Distrofico. Foram semeadas nove
sementes por vaso, dispostas em trés covas. Posteriormente, foi feita a
inoculagao destas sementes diretamente nos vasos (Figura 3). Com o auxilio
de uma micropipeta de precisao, aplicou-se 0,004 mL de inoculante por cova,
totalizando 0,012 mL por vaso. A proporgao da solugéo de inéculo utilizada
foi de 200 mL para 140.000 sementes de sorgo, seguindo a sugestdo do
Laboratério de Microbiologia e Bioquimica do Solo da Embrapa Milho e Sorgo.

Fotos: Ana Paula Lima de Paiva

=2

Figura 3. Semeadura dos grados seguida pela inoculagdo das sementes realizada
diretamente nos vasos.
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Apds a germinagao, foi realizado o primeiro desbaste, deixando trés
plantas por vaso, e 45 dias depois foi realizado o segundo desbaste, deixando
apenas duas plantas.

Assim que as plantas atingiram o estagio V4 (quatro folhas totalmente
expandidas), os tratamentos com AN receberam a adubagéo de cobertura,
que foi parcelada da seguinte forma:

* No estagio V4, foram aplicados 36 Kg/ha de N (0,8 grama de ureia por
vaso dissolvido em 200 mL de agua).

» Nos estagios V8 (oito folhas totalmente expandidas) e V12 (doze folhas
totalmente expandidas), foram aplicados 60 kg de N/ha (1,34 grama de ureia
dissolvido em 200 mL de agua).

Analises ecofisiolégicas e componentes de produgao

Realizaram-se trés avaliagbes ecofisiolégicas durante o periodo de
imposigcao da restricdo hidrica nas plantas, com o objetivo de obter dados
dos tratamentos totalmente irrigados (Dia 0), parcialmente estressados (sete
dias apds a imposigéo do déficit hidrico) e no estresse maximo (14 dias apos
a imposicao da restrigdo hidrica).

As medigbes de altura da planta foram realizadas com o auxilio de uma fita
métrica, e o didmetro do colmo foi medido por meio de um paquimetro digital.
A condutividade estomatica da folha foi realizada utilizando-se um porémetro
(Leaf Porometer - Decagon Devices) (Figura 4 A); teor relativo de clorofila,
com o auxilio do SPAD (Minolta SPAD 502 Osaka, Japan) (Figura 4 B); e a
eficiéncia do fotossistema Il (Fv/Fm) foi medida através de um FluorPen FP
100 (Figura 4 C). As analises fisioldgicas foram realizadas na ultima folha
totalmente expandida, no periodo da manhéa, entre 8 horas e 10 horas. Foi
avaliado também o potencial hidrico foliar (utilizando a Bomba de Scholander
- 1000 Pressure Chamber) (Figura 4 D) no 7° dia de estresse, realizado as
12h.



Fotos: Ana Paula Lima de Paiva
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Figura 4. Realizagdo de analises ecofisiolégicas. A: Avaliagdo da condutividade esto-
matica da folha. B: Avaliacdo do teor relativo de clorofila. C: Avaliagao da eficiéncia do
fotossistema Il (Fv/Fm). D: Avaliagdo do potencial hidrico foliar.

O experimento foi colhido e dividido em trés partes: parte aérea (PA),
paniculas e raizes. Foi determinada a area foliar total de cada tratamento por
meio de um leitor de area foliar (LI-3100C, Licor, Nebraska, USA). Ao final da
leitura, a PA foi acondicionada em sacolas de papel e submetida a secagem
em estufa com circulagcéo de ar durante 72 horas, a 65 °C, para obtengao da
massa seca. Os componentes de produgdo determinados foram: peso de
panicula, comprimento e didmetro da panicula, massa total de gréos e massa
de 100 graos.
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O sistema radicular de cada parcela foi lavado de forma cautelosa
(com a perda minima de material) em &gua corrente e armazenado em
potes de plasticos contendo etanol 70% (v/v), para preservar as amostras
até sua respectiva analise. As analises foram realizadas utilizando-se o
sistema informatizado WinRhizo (WinRhizo Pro, Regent Inc. Instr., Canada),
conectado a um scanner (Epson, Expression 10000 XL, Epson America, Inc.,
USA), em que se mensuraram comprimento (cm), area superficial (cm?),
didmetro médio (J em mm) e volume das raizes (cm?®). Apds a finalizagdo
deste processo, as raizes foram dispostas em sacos de papel e transferidas
para uma estufa de circulacédo de ar a 65 °C, durante 72 horas, para obter
entdo a massa seca de cada raiz.

Analise dos dados

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia estatistica
e ao teste de comparagcédo de médias pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade (p<0,05), utilizando o software estatistico SISVAR (Sistema de
Analise de Variancia - Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, Brasil).

Resultados

Analises ecofisiologicas

As plantas de sorgo BRS 332 inoculadas com as cepas de Azospirillum
brasilense (A1 e A2) tiveram um aumento na altura da planta quando
comparadas ao tratamento controle (AQ) apds sete e 15 dias de restricao
hidrica (Figura 5). Este crescimento perdurou até a fase de florescimento,
quando a planta parou de investir em aumento foliar e altura e passou a
investir em enchimento de graos. Observou-se um aumento significativo
no didmetro do caule dos tratamentos sem inoculagdo na dose minima de
nitrogénio (BN) (Figura 6).
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Figura 5. Altura de plantas de sorgo inoculadas com Azospirillum brasilense
(tratamentos A1 e A2) e tratamento controle no 1°, 7° e 15° dia de restricdo hidrica
(DRH). Médias com mesma letra nédo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Diametro do caule de sorgo (mm) em duas doses de nitrogénio no tratamento
controle no 1°, 7° e 15° dia de restrigao hidrica (DRH). Médias com mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Nas analises ecofisioldgicas, constatou-se que apds sete dias de tra-
tamento todas as plantas dessa cultivar que estavam sob restricdo hidrica
apresentaram reducéo significativa nos niveis de clorofila (Figura 7 A), assim
como as plantas que estavam submetidas a doses minimas de nitrogénio
(BN) (Figura 7 B). Os resultados obtidos dos tratamentos A1 e AO (Figura 8),
sob condigbes de irrigacdo na capacidade de campo (CC), corroboram com
os dados mostrados na Figura 7, ressaltando a degradagao da clorofila quan-
do submetidas a estresse hidrico e a baixas doses de N.

. RH A [ BN B
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Figura 7. A) Teor relativo de clorofila nas folhas de sorgo inoculadas com A1 e A2
(Azospirillum) e controle (AO) submetidas a duas condi¢des hidricas: RH (restricao
hidrica) e CC (capacidade de campo). B) Teor relativo de clorofila em diferentes doses
de nitrogénio (AN:180 kg de N/ha e BN: 24 kg de N/ha) sob irrigagéo continua. Médias
com mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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No 7° dia de RH das plantas, a relacao da fluorescéncia variavel e fluores-
céncia maxima (Fv/Fm) apontou diferencas significativas na eficiéncia quan-
tica do fotossistema Il, tanto em relagéo as doses de N (Figura 9 A) quanto
em relagdo aos indculos nas diferentes condi¢cdes de irrigacao (Figura 9 B).
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Figura 9. A) Eficiéncia do fotossistema Il (Fv/Fm) em plantas de sorgo em diferentes
doses de nitrogénio (AN:180 kg de N/ha e BN: 24 kg de N/ha) submetidas a duas
condigdes hidricas: RH (restricdo hidrica) e CC (capacidade de campo). B) Eficiéncia
do fotossistema Il em tratamentos inoculados (A1 e A2) e controle (A0O) na interagéo
de condicao hidrica irrigado e estressado. Médias com mesma letra ndo diferem esta-
tisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Todas as plantas impostas a RH apresentaram redugao do potencial hi-
drico foliar (WYmd - MPa) em comparagao com aquelas que mantiveram a
irrigacdo em nivel de CC, independentemente da relagéo N vs. Bactérias vs.
Controle (Tabela 2). As plantas cultivadas sob CC apresentaram maior taxa
de condutancia estomatica quando comparadas aquelas que estavam em
condi¢des de RH (Figura 10 A). Entretanto, € valido ressaltar que as plantas
tratadas com BN associadas ao Azospirillum (A1 e A2) se sobressairam em
relacdo aquelas que ndo continham inoculantes (AQ) (Figura 10 B).
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Tabela 2. Potencial hidrico foliar (Ymd - MPa) em plantas de sorgo submetidas a
restricdo hidrica (RH) e irrigagédo continua e adubagao nitrogenada, inoculadas com
Azospirillum brasilense (A1 e A2) e tratamento controle (AO). Médias com mesma
letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Alta dose nitrogénio Baixa dose nitrogénio
Tratamentos (180 kg de N/ ha) (24 kg de N/ ha)
Irrigado RH Irrigado RH
A1 -1,00 A -214 B -0,98 A -2,14 B
A2 -1,12 A -1,90 B -1,08 A -2,16 B
A0 -1,04 A -1,96 B -1,13 A -2,28 B
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Figura 10. A) Taxas de condutancia estomatica (mol H,O ms™") em plantas de sorgo
submetidos a duas condigbes hidricas: RH (restricéo hidrica) e CC (capacidade de
campo). B) Relagéo da condutancia estomatica (mol H,O m2 s™') em tratamentos
inoculados com Azospirillum brasilense (A1 e A2) e tratamento controle (AO) em baixa
dose de N.
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Observou-se que, no 15° dia de RH, os resultados obtidos mantiveram
padrdes similares ao 7° DRH, tais como os danos significativos no fotossiste-
ma Il apontados na relagédo Fv/Fm (Tabela 3) e a maior taxa de condutancia
estomatica em plantas com irrigacao a nivel de CC (Tabela 4). O alto indice
de condutancia estomatica foi verificado também nos tratamentos que conti-
nham BN associados a A2 (Figura 11). Sendo assim, através do indice SPAD,
notou-se que a reducao dos niveis de clorofila nos tratamentos com RH foi
maior em A1 e A2 quando comparados com A0 em AN. (Figura 12 A - B).

Tabela 3. Fluorescéncia da clorofila em plantas de sorgo inoculadas com rizobacté-
rias associada a doses de N vs. niveis de irrigacdo e controle. Médias com mesma
letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Alta dose nitrogénio Baixa dose nitrogénio
Tratamentos (180 kg de N/ ha) (24 kg de N/ ha)
Irrigado Estressado Irrigado Estressado
A1 0.8120 B 0.7220 A 0.8160 B 0.7260 A
A2 0.8240 B 0.7400 A 0.8240 B 0.7480 A
A0 0.8180 B 0.7590 A 0.8160 B 0.7360 A

Tabela 4. Taxas de condutancia estomatica (mol H,O m™ s™") em plantas com irri-
gacéo em nivel de CC (condigdo de campo) e RH (restricao hidrica) em duas doses
de nitrogénio. Médias com mesma letra n&o diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Alta dose nitrogénio Baixa dose nitrogénio
Tratamentos (180 kg de N/ ha). ) (24 kg de N/ ha) .~
Irrigado Rﬁ?;:gzo Irrigado Rﬁisdt:;g:o
A1 160.16250 B 57.112500 A 121.55000 B 64.787500 A
A2 149.28750 B 77.112500 A 175.03750 B 58.637500 A

AO 136.83333 B 46.225000 A 142.86250 B 72.033333 A
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Figura 11. Efeitos de rizobactérias em plantas de sorgo cultivadas em condigao de
baixo nivel de N (24 kg de N/ ha) em tratamentos controle (AO) e inoculadas com
Azospirillum brasilense (A1 e A2) na condutancia estomatica (mol H,O m2s™"). Mé-
dias com mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Figura 12. Redugéo do indice SPAD em Azospirillum brasilense sob restrigdo hidrica
em alta dose de nitrogénio. Médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Dados de rendimento e morfologia radicular

A avaliagado estatistica da parte aérea, como area foliar, massa fresca e
massa seca, mostra que todos os tratamentos irrigados obtiveram valores
estatisticamente superiores em relagdo aos tratamentos sob restricao hidrica
(Figura 13). Entretanto, a inoculagdo com Azospirillum brasilense ajudou a
mitigar o efeito da RH na produgao dos graos de sorgo. Em condi¢ao de es-
tresse, a inoculagao com Azospirillum brasilense aumentou significantemente
a massa da panicula em relagdo ao tratamento controle (Figura 14). Além
disso, verificou-se uma relagao positiva entre RH vs. Azospirillum brasilense
vs. BN, tanto em massa de panicula (Figura 15 A) quanto em didmetro de
panicula (Figura 15 B). O comprimento de panicula também foi superior nos
tratamentos com restricdo hidrica na condigdo de baixo nivel de nitrogénio
(Figura 16).

Area Foliar (cm?) Massa Fresca (g) Massa Seca (g)
mm RH = RH = RH
== CC ==cCcC =CC
8000 500 a a 140
a a — o 2 a
1 1 " b 120 b b
6000 b b 100
300 50
4000
200 60
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2000
100
20
0 0 ; 0
AN BN AN BN AN BN

Figura 13. Avaliacdo da parte aérea de plantas de sorgo sob restricao hidrica (RH) e
condicéo de campo (CC) em duas doses de N (AN:180 kg de N/ha e BN: 24 kg de N/
ha). Médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.
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Figura 14. Relacdo de massa de paniculas (g) entre tratamentos com rizobactérias
e tratamentos controle em restricdo hidrica. Médias com mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 15. Efeito da inoculagao de Azospirillum brasilense em plantas de sorgo. A)
Massa de paniculas de plantas cultivadas sob baixa e alta dose de nitrogénio (180 kg
de N/ha e 24 kg de N/ha) em condigdes de restrigao hidrica. B) Diametro de paniculas
de plantas inoculadas (A1 e A2) e controle. Médias com mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 16. Variagdo do comprimento de panicula de sorgo em alto e baixo nitrogénio
(180 kg de N/ha e 24 kg de N/ha) submetido a duas condi¢des hidricas. Médias com
mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabi-
lidade.

Em relagdo a produtividade de graos, os tratamentos que dispuseram da
irrigacdo em CC obtiveram dados superiores quando comparados aos trata-
mentos com RH. No entanto, os valores de massa total de graos em condi-
¢cbes de estresse hidrico foram superiores no tratamento com Azospirillum
brasilense (Figura 17). Ademais, observou-se que, tanto em massa de 100
grdos quanto em massa total de graos, os tratamentos que compunham BN
produziram uma quantidade maior de graos do que os tratamentos que re-
ceberam doses de N em cobertura (Figura. 18). Entre eles, A2 se destacou
estatisticamente em relacéo a sua alta produgdo em BN (Figura 19 A) em
ambas as condi¢des hidricas (Figura 19 B).
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Figura 17. Efeito da inoculagéo de Azospirillum brasilense (A1 e A2) em relagéo ao
controle (AO) na massa total de gréos da panicula de sorgo em condigéo de estresse
hidrico. Médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 18. Produgéo de graos de sorgo em diferentes doses de nitrogénio (AN:180 kg
de N/ha e BN: 24 kg de N/ha). Médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 19. A) Produgédo de graos de sorgo (g) inoculados com o inoculante A2 com
aplicagdo minima de ureia. B) Desempenho da bactéria A2 em RH e CC sob diferen-
tes doses de N. Médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Ao contrario das variaveis analisadas nos componentes de producgéo, nas
quais os tratamentos que receberam baixa dosagem de nitrogénio tiveram
alto rendimento de graos, a morfometria do sistema radicular apresentou me-
Ihores resultados em comprimento de raiz, média do didametro radicular e
massa seca quando ele foi associado a adubagao de cobertura (AN) (Tabela
5). Os dados de massa seca retratam um indice inferior de massa dos tra-
tamentos que receberam inoculantes quando comparados aos tratamentos
controle (Figura 20). Todavia, ndo houve diferenca estatistica na area super-
ficial destes mesmos tratamentos. Também néao foram evidenciadas diferen-
¢as na morfologia radicular dos tratamentos irrigados e estressados, sendo
este um fator interessante, pois se pressupde que as rizobactérias auxiliaram
no crescimento radicular das plantas submetidas a restricao hidrica.
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Tabela 5. Morfometria do sistema radicular de plantas de sorgo submetidas a duas
doses de N. Médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade

Diametro
radicular Massa seca (g)
(mm)

Comprimento

radicular (cm)

Alta dose nitrogénio
(180 kg de N/ ha)

Baixa dose nitrogé-
nio (24 kg de N/ ha)

1918.3029 A 23218.003 A 18.6180 A

1726.0492 B 19519.148 B 15.2470 B
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Figura 20. Massa seca (g) de raiz da planta de sorgo inoculado com Azospirillum
brasilense (A1 e A2) quando comparado ao controle (AO). Médias com mesma letra
nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Resultados e Discussao

A seca é um fator limitante de crescimento da planta, responsavel por cau-
sar modificagdes morfofisiologicas e alterar seu desenvolvimento (Marques,
2019). Na presente pesquisa, demonstrou-se que as trocas gasosas, a parte
aérea, tais como area foliar, massa fresca e massa seca, e os indices pro-
dutivos foram afetados consideravelmente pela restricao hidrica. Contudo,
foi ostensivo que a associagéo da bactéria A. brasilense melhorou n&o s6 o
crescimento do sistema radicular do sorgo BRS 332, mas também a altura
de planta e consequentemente seu potencial hidrico foliar, uma vez que o
Azospirillum é capaz de fixar o N, atmosférico usando um complexo de ni-
trogenases que funciona sob baixa concentragao de oxigénio, conferindo as
plantas maior tolerancia a estresses abidtico.

As plantas de sorgo da cultivar em questao que foram inoculadas com as
cepas de Azospirillum brasilense (A1 e A2), tiveram um aumento na altura da
planta quando comparadas ao tratamento controle (A0). Contudo, nao foi ob-
servada diferencga estatistica na interagcdo com as doses de N. Apesar disso,
sdo encontrados na literatura diversos estudos que relatam efeitos benéficos
na associagao de bactérias diazotroficas e aplicagdo de compostos nitroge-
nados. Rocha e Costa (2018) tiveram um percentual médio superior de 8%
aos tratamentos inoculados e adubados em relagdo aos tratamentos con-
trole, trabalhando com Urochloa brizantha cv Paiaguas. Em outra pesquisa
desenvolvida com milho, Kappes et al. (2013) obtiveram resultados similares,
em que estudaram a influéncia da inoculagdo com A. brasilense, tendo como
resultado um aumento na altura das plantas de milho em virtude do uso da
bactéria inoculada na semente.

Entre os macronutrientes, sabe-se que o nitrogénio € um dos nutrientes
mais importantes para o desenvolvimento da planta. De acordo com Vanderlip
(1999), o sorgo necessita de aproximadamente 70% de N até na metade de
seu ciclo (sessenta dias apds a emergéncia). Além de ser utilizado na sintese
de proteinas, aminoacidos e DNA (Goulart, 2016), a sua auséncia pode limi-
tar o crescimento vegetal (Carvalho, 2005), tendo em vista que o nitrogénio
atua diretamente no processo de divisdo e expansao celular (Martins, 2013).
No sorgo, é observada a alta concentracdo deste nutriente no colmo e nas
folhas, e posteriormente ele é translocado em grande parte para os graos
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(Albuquerque et al., 2013). E pressuposto entdo que a bactéria conferiu as
plantas melhor sobrevivéncia, especialmente pelo aumento da exploragao do
solo pelas raizes, uma vez que o Azospirillum brasilense auxilia na aquisi-
¢ao de recursos essenciais, como agua, nitrogénio, fésforo e outros minerais
(Fukami et al., 2017), além de alterar a morfometria radicular pela produg¢ao
de substéancias reguladoras do crescimento das plantas, como os fitorménios
(Kaushal, 2019). Esses resultados demonstram concordancia com resulta-
dos obtidos por Marques (2019).

Observou-se também que os componentes de producdo das paniculas
do sorgo granifero BRS 332 tiveram um alto rendimento quando adubados
em baixa dose de N. Em ltuitaba- MG, Mortate et al. (2020), trabalhando com
sorgo granifero associado a inoculagao de Azospirillum brasilense e diferen-
tes doses de N, obtiveram resultados similares, em que a produtividade do
sorgo apresentou incrementos quando as sementes receberam inoculagao e
a reducao no uso de adubos nitrogenados em até 25%. Uma das hipdteses
abordadas é a coibicdo das bactérias pelo nutriente. Roesch et al. (2006)
observaram em milho que a aplicagao de altas doses de N ocasionava a ini-
bicdo da colonizacdo por bactérias diazotréficas. Segundo Fonseca (2014),
0 nitrogénio pode alterar o estado fisiolégico da planta, portanto, a interagao
com bactérias pode ser afetada. Mortate et al. (2020) observaram que em
casa de vegetagao o tratamento com 200 kg de ureia ha™' inibiu a proliferagao
das bactérias diazotréficas. Os pesquisadores obtiveram ainda resultados
que reforcam a afirmativa de que a populagédo de bactérias diazotroficas na
rizosfera das plantas de sorgo, provenientes de sementes inoculadas com A.
brasilense, decresceu a medida que se aumentou a dose de ureia aplicada
em cobertura.

A imposicado da restricdo hidrica no gendtipo de sorgo em questdo dimi-
nuiu o potencial hidrico foliar, no entanto, ndo houve diferenga entre os trata-
mentos com as rizobactérias. Marques (2019) encontrou resultados similares
no cultivo de milho. Arzanesh et al. (2011) por outro lado, obtiveram resulta-
dos diferentes em plantas de trigo sob as mesmas condi¢des de seca.

A primeira resposta a diminuicdo do potencial hidrico é o fechamento dos
estbmatos, mecanismo esse utilizado para reduzir a perda de agua para a
atmosfera. Isso ocorre porque a absorgdo de CO, e a taxa fotossintética sdo
reduzidas pelas plantas, consequentemente, o seu desenvolvimento tam-
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bém é afetado (Marques, 2019). Isso foi confirmado nesse trabalho, uma vez
que plantas em CC exibiram maiores valores de condutdncia estomatica.
Sobretudo, é valido ressaltar que as plantas tratadas com BN associadas
ao Azospirillum brasilense se sobressairam em relagdo as parcelas que nao
continham inoculantes. Este resultado sugere que as bactérias reduziram a
limitacdo do mecanismo n&ao estomatico que a restricdo hidrica reflete nas
plantas deste hibrido em questéao.

Chapman e Barreto (1997) explicam que o teor de clorofila esta relacio-
nado ao fato de que mais de 50% do nitrogénio total das folhas integram
os compostos do cloroplasto e da clorofila. Ou seja, todas as plantas que
estavam sob restricdo hidrica (RH) apresentaram reducgéo significativa nos
niveis de clorofila. Os resultados encontrados neste trabalho corroboram
com a afirmativa feita por Avila (2018) e Kalaji et al. (2016), uma vez que
a fluorescéncia da clorofila a € um indicativo da integridade e eficiéncia do
fotossistema Il. Os valores obtidos pelo flourpen estavam abaixo de 0,75, e
este resultado mostra que a quinona (receptora primaria de elétrons do fotos-
sistema Il - FSII) esta totalmente oxidada e que o centro de reagéo do FSII
esta aberto, ou seja, ocorreu uma possivel destruicdo do centro de reacao
do FSIlI ou diminuigdo na capacidade de transferéncia da energia para os
demais componentes (Konrad et al., 2005). Assim, uma menor fluorescéncia
indica um menor nivel de estresse e uma maior eficiéncia fotoquimica.

Conclusao

Ainoculagdo com as cepas de Azospirillum brasilense aumenta significati-
vamente o desenvolvimento da parte aérea e a produgao de graos da cultivar
de sorgo BRS 332, especialmente em condigdo de baixa dose de nitrogénio,
além de auxiliar no crescimento do sistema radicular, minimizando, portanto,
os efeitos da restricdo hidrica.
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