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RESUMO

A alfafa apresenta alto potencial de producéo de forragem, qualidade proteica, alta
palatabilidade e digestibilidade, capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio no solo
e baixa sazonalidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de estirpes de
Sinorhizobium meliloti e Azospirillum brasilense, composi¢cdo bromatologica e na
producdo de massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de raizes (MSR) da
alfafa cultivada em Argissolo Vermelho Amarelo distréfico. Foi conduzido um ensaio
em condig¢des controladas de casa de vegetacdo. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados com cinco repeticdes, com medidas repetidas no tempo. Os
tratamentos foram: controle sem N-mineral e sem inoculagdo; controle com N-mineral
e sem inoculacao (controle positivo); e os seguintes tratamentos com N-mineral e
inoculados, S. meliloti SEMIA 116; S. meliloti SEMIA 116 + coinoculado com A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6); S. meliloti SEMIA 134; S. meliloti SEMIA 134 +
coinoculacdoAb-V5 + Ab-V6; S. meliloti SEMIA 135; S. meliloti SEMIA 135 +
coinoculacdoAb-V5 + Ab-V6. A producdo de MSPA por cortes e a MSPA acumulada,
para os tratamentos coinoculados com S.melilotiAb-V5 + Ab-V6 produziram 63% e
39% a mais que o controle positivo, respectivamente.Para a MSR acumulada o
tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 134e Ab-V5 + Ab-V6, produziu 64% a
mais que o controle positivo. O teor e acumulo de nitrogénio da parte aérea para o
tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135e Ab-V5 + Ab-V6, foi 59% e 157%
a mais que o controle positivo, respectivamente. Os teores de proteina bruta (PB) e
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) para os tratamentos coinoculados com
S. meliloti SEMIA 135e Ab-V5 + Ab-V6, apresentou 19% e 13% a mais quando
comparado com o controle positivo, respectivamente. A alfafa coinoculada com Ab-V5
+ Ab-V6nao diferiu das plantas inoculadas somente com as cepas de S. meliloti. No
entanto, para a maioria das variaveis foi superior ao tratamento com N e sem
inoculacao, ou seja, a coinoculacao com bactérias promotoras de crescimento vegetal,
promoveram resultados positivos no desenvolvimento da alfafa no indice relativo de
clorofila, na produgcdo de MSPA, MSR, PB, DIVMS, e no teor acumulado de N da
planta e suas raizes.

Palavras-chave: Leguminosa. Fixacdo simbidtica de nitrogénio. Bactérias
diazotréficas. N-total.



ABSTRACT

Alfalfa has high forage production potential, protein quality, high palatability and
digestibility, capacity for biological nitrogen fixation in the soil and low seasonality. The
objective of this work was to evaluate the efficiency of strains of Sinorhizobium meliloti
and Azospirillum brasilense, bromatological composition and in the yield of dry matter
of the shoot (SDMY) and dry mass of roots (RDM) of the alfalfa cultivated in Dystrophic
Red Yellow Argisol. A trial was conducted under controlled greenhouse conditions.
The experimental design was in randomized blocks with five repetitions, with repeated
measures over time. The treatments were: control without N-mineral and without
inoculation; control with N-mineral and without inoculation (positive control); and the
following treatments with N-mineral and inoculated, S. meliloti SEMIA 116; S. meliloti
SEMIA 116 + co-inoculated with A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6); S. meliloti SEMIA 134;
S. meliloti SEMIA 134 + co-inoculated with Ab-V5 + Ab-V6; S. meliloti SEMIA 135; S.
meliloti SEMIA 135 + co-inoculated with Ab-V5 + Ab-V6. The production of SDMY by
cuts and the accumulated SDMY for the co-inoculated treatments with S. meliloti and
Ab-V5 + Ab-V6 produced 63% and 39% more than the positive control, respectively.
For accumulated RDM, the co-inoculated treatment with S. meliloti SEMIA 134 plus
Ab-V5 + Ab-V6, produced 64% more than the positive control. The nitrogen content
and uptake of the aerial part for the co-inoculated treatment with S. meliloti SEMIA 135
and Ab-V5 + Ab-V6, was 59% and 157% more than the positive control, respectively.
The crude protein (CP) and in vitro dry matter digestibility (IVDMS) contents for the co-
inoculated treatments with S. meliloti SEMIA 135 and Ab-V5 + Ab-V6, showed 19%
and 13% more when compared to the control positive, respectively. Co-inoculated
alfalfa with A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 did not differ from plants inoculated only with
strains of S. meliloti. However, for most variables, it was superior to treatment with N
and without inoculation, that is, co-inoculation with plant growth promoting bacteria,
promoted positive results in the development of alfalfa in the relative chlorophyll index,
in the production of SDMY, RDM, PB, DIVMS, and the N nutrient uptake of the plant
and its roots.

Keywords:Legume. Symbiotic nitrogen fixation. Diazotrophicbacteria. Total-N.
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1 INTRODUCAO

A alfafa (Medicago sativa L.) apresenta importancia cosmopolita, seja pela
abrangéncia da area explorada ou por possuir aspectos importantes, tais como, alto
potencial de producdo, qualidade proteica, alta palatabilidade e digestibilidade,
capacidade de fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) e baixa sazonalidade na
producdo de forragem, sendo assim, ha muito interesse pelo seu cultivo. E uma das
culturas mais importantes para a alimentacao de rebanhos leiteiros especializados e
outros animais de alto valor zootécnico, usada também para alimentacdo humana,
industria de cosméticos e industria farmacéutica (FERREIRA et al., 1995; RASSINI;
FERREIRA; CAMARGO, 2008).

A reducdo na disponibilidade de N é considerada o fator mais limitante para
leguminosas tropicais, resultando em baixa producdo de massa seca. O ciclo de N é
importante para a manutencdo do estado nutricional da alfafa (FERREIRA et al.,
1995).

Sendo uma leguminosa, a alfafa € capaz de se associar simbioticamente com
bactérias conhecidas coletivamente como rizébios, estabelecendo o processo de
fixacdo biolégica do N, havendo relatos de aportes elevados de N para as plantas,
podendo chegar a 470 kg de N ha’(ORMENO-ORRILO et al., 2013). As principais
bactérias simbiontes de alfafa pertencem ao género Ensifer, tendo como sinénimo
Sinorhizobium, mas previamente classificado como Rhizobium. Sinorhizobium meliloti
e Sinorhizobium bmediace sdo os principais simbiontes relatados em diversos paises
(SOARES et al., 2020). No Brasil, ha trés estirpes de rizébios que séo utilizadas em
inoculantes comerciais para a alfafa, que foram validadas ha mais de duas décadas e
com raros ensaios conduzidos com as mesmas (SOARES et al., 2020).

Além dos rizébios, outras bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP) podem ser benéficas, especialmente sob condi¢cdes de baixa fertilidade do
solo (HUNGRIA et al., 2010). Acredita-se que BPCP beneficiam o crescimento da
planta por uma matriz de mecanismos que podem agir simultaneamente ou em reagao
cascata (BASHAN;DE-BASAN, 2010).Bactérias promotoras de crescimento de
plantas também foram utilizadas com sucesso por Dominguez-Nufiez et al. (2012)
para inocular algaroba (Prosopisjuliflora) usada para a alimentacdo de gado. Além
disso, a inoculacéo de forragens de diferentes espécies com Azospirillum brasilense

tornou possivel reduzir as quantidades de N-fertilizantes aplicada sem comprometer
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a producdo de massa seca e perfilhamento, além de aumentar o aproveitamento do
fésforo (P) no solo (VOGEL et al., 2014).

Considerando as principais limitacdes atuais e potenciais da FBN com a alfafa e
os beneficios atribuidos a diversas culturas pela inoculagdo com A. brasilense, deduz
que a coinoculacdo pode melhorar a produgdo de massa de forragem. Embora
existam em outros paises estudos que reportem os beneficios da coinoculagédo de
rizobios e Azospirilum, ndo ha relatos sobre o desempenho de alfafa frente a
coinoculacéo no Brasil.

Sendo assim, com o objetivo de avaliar a eficiéncia agrondmica da coinoculacéo
de estirpes de Sinorhizobium meliloti e Azospirillum brasilensena producédo de
biomassa da parte aérea e raizes, perfilhamento, indice relativo de clorofila, teor e

acumulo de nitrogénio e composi¢cao bromatoldgica da alfafa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estado da Arte no Uso de Leguminosas

Nos sistemas intensivos de producédo de leite, os gastos com o uso de
concentrados e com os fertilizantes nitrogenados representam elevada porcentagem
do custo de producdo, implicando ainda em custos agregados com transporte,
armazenamento, fornecimento dos concentrados e aplicacdo dos fertilizantes,
afetando a sustentabilidade econdomica da atividade leiteira. As vacas de alta
producdo demandam quantidade elevada de concentrado, além disso, a quantidade
de concentrado utilizada depende também da qualidade da forragem. Quanto melhor
a qualidade da forragem, menor sera a quantidade de concentrado necessaria para
determinado nivel de produgéo.

Além do aspecto de custo, os fertilizantes nitrogenados utilizados em doses
elevadas podem causar poluicdo ambiental, devido a perda de nitrato por lixiviagdo e
contaminacao do lencol fredtico. A alfafa realiza a FBN atmosférico no sistema solo-
planta, o que a torna uma biofabrica de nitrogénio, eliminando as necessidades de
fertilizantes nitrogenados.

As caracteristicas forrageiras da alfafa, como elevada producéao, alta qualidade
e digestibilidade, fazem com que ela tenha um papel estratégico para melhoria da
gualidade das dietas normalmente utilizadas nas regides tropicais que, associadas,
permitirdo incremento na producao e produtividade da pecuaria leiteira.

Assim, a alfafa constitui uma alternativa importante para a sustentabilidade
econdbmica dos sistemas intensivos de producéao de leite, pois € possivel obter maior
nivel de producédo com a utilizacdo da alfafa associada a determinada quantidade de
concentrado quando comparado com dietas com quantidade semelhante de
concentrado, porém com a utilizacédo de volumoso de menor qualidade do que a alfafa.
E importante mencionar que Varios paises que possuem pecuaria leiteira com elevada
produtividade utilizam a alfafa como principal forrageira na dieta.

Os precos dos alimentos e dos fertilizantes, em especial dos farelos proteicos
e dos fertilizantes nitrogenados, se elevardo irremediavelmente com a demanda
crescente de alimentos no mundo, limitando, em parte, as oportunidades de utilizagao

crescente desses insumos nos sistemas intensivos de pecuéria de leite. A alfafa pode
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contribuir para minimizar os reflexos diretos e indiretos desse cenario, por conta dos
beneficios que pode propiciar para a cadeia produtiva do leite.

Apesar das relevantes possibilidades de contribuicdo para melhoria dos indices
de produtividade da pecuéria leiteira e dos varios esfor¢cos envidados por diferentes
instituices de pesquisa de diversos paises, a utilizacdo de alfafa sob a forma de
pastejo e ou corte no Brasil ainda é muito limitada, principalmente devido ao
desconhecimento do papel que a alfafa pode desempenhar nos sistemas intensivos
de producéo de leite.

A intensificag@o da producéo de leite a pasto € fundamental para tornar o setor
leiteiro competitivo e economicamente rentavel. Contudo, o uso de forrageiras de méa
qualidade e o elevado custo de alimentos concentrados tem sido apontado como 0s
principais fatores responsaveis pela baixa produtividade leiteira. Uma das alternativas
mais econdmicas para melhorar a nutricdo do rebanho leiteiro é a utilizacdo de
forrageiras mais produtivas e de melhor qualidade como a alfafa, que apresenta
elevada produtividade, excelente qualidade nutricional da forragem e boa
aceitabilidade pelo animal. Esses fatores fazem da alfafa a forragem indicada para
vacas de alto potencial de producéo de leite (RODRIGUES et al., 2008).

2.2 Medicago Sativa L.

No Brasil a alfafa foi primeiramente introduzida no Rio Grande do Sul, a partir
do Uruguai e da Argentina, e que desde a década 1980 permanece com a area de
26.000 ha (COSTA; MONTEIRO, 1997), o que nao tem condiz com a realidade da sua
nobreza como planta forrageira. Dentre os principais fatores que obstrui a sua
expansdo no Brasil, evidencia a limitada producdo de sementes, uma pequena
disponibilidade de plantas adaptadas aos trépicos e também pode se destacar o
pequeno conhecimento, por parte da grande maioria de produtores, das exigéncias
dos cultivares quanto a fertilidade do solo, as necessidades e controle de plantas
daninhas e ao seu manejo o da irrigacao utilizada (BRIGHENTI; CASTRO, 2008).

Mais de 70% das areas cultivadas com alfafa no Brasil até 1968, localizava-se
pelo Estado do Rio Grande do Sul, principalmente pelo fato de as condi¢des climaticas
nesse estado serem mais favoraveis as cultivares daquela época. Atualmente, pode-
se verificar o aumento da area de producédo de alfafa em regiées menos tradicionais

como o Centro-Oeste e Sudeste do pais, 0 que ocorre em funcdo do constante
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aumento na implantacdo de sistemas de producdo de leite, o que torna necessario o
aumento de alimentos de alto valor nutritivo, para suprir a demanda e necessidades
desses animais (VILELA, 1992).

Para se formar uma area cultivada com alfafa a primeira decisdo deve-se no
fato de que essa forrageira vai ser fornecida apenas para os animais de alto valor
zootécnico do rebanho e que para animais que forem menos produtivos, as diversas
forrageiras tropicais, que se apresentam com uma menor exigéncia do que a alfafa
em relacéo ao clima e as condi¢des edéficas, garantem plenamente as necessidades
alimentares dessas categorias de animais. Fator importante no desenvolvimento e
formacao de um alfafal estd o tamanho da area escolhida para o cultivo da planta.
Apesar da alfafa obter alto rendimento de forragem de qualidade, a planta é muito
exigente. Dessa forma, o grande nivel de producéo, torna indispensavel grandes
investimentos na formacdo e no manejo da cultura, corretivos necessarios para
manter a fertilidade do solo, sementes de qualidade e certificadas, herbicidas e
sistema adequado de irrigacdo. Sendo assim o importante quanto ao cultivo da alfafa
€ buscar produtividade por area e ndo por meio de maior area plantada,
independentemente das condi¢bes financeiras do produtor (BRIGHENTI; CASTRO,
2008).

Mundialmente, as condi¢des climaticas para a producédo de cultura da alfafa se
apresentam com maior destaque nas regides de clima temperado, sendo os maiores
produtores Estados Unidos, depois a Russia seguido pela Argentina. Essa cultura se
adapta com bastante destague em varias condic¢des climéticas e de condicbes de solo,
pela sua nobre variabilidade genética, a alfafa de flor amarela (Medicago falcata)
sobreviveu a temperaturas inferiores a -26 °C no Alasca e outras variedades comuns
(Medicago sativa) cultivadas no Vale da Morte da Califérnia (EUA), em temperaturas
de até 54 °C (HANSON; TYSDAL; DAVIS,1978).

A alfafa no seu processo de germinacgéo, independe da temperatura ambiente,
mas o desenvolvimento das plantas é favorecido a temperatura de 15 a 20 C (FIELD;
PERARSON; HUNT, 1976). Na primavera e verdo, nos meses que a temperatura se
torna mais quentes, observado, principalmente a noite, um aumento da respiracéo da
planta, como possivel causador da diminui¢cdo na produtividade da alfafa (DELANEY;
DOBRENZ; POOLE,1974). A Embrapa comecou a pesquisar, ha década de 1990,
essa forrageira em suas unidades de pesquisa em Sao Carlos, SP e em Juiz de Fora,

MG. Obteve os resultados que as condi¢cdes climaticas da regido Sudeste do Brasil
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também eram viaveis para o cultivo de alfafa, sendo que as cultivares Crioula, P 30 e
Florida 77, quando cultivadas na regido Central do Estado de S&o Paulo,
apresentavam rendimento de 20t de massa seca (MS)por hectare ano (RASSINI,
1998) e a variedade Crioula no seu primeiro ano de cultivo na Zona da Mata de Minas
Gerais. Observou-se a producéo de 26,8t de MS por hectare ano, demonstrando o
grande potencial forrageiro da alfafa na regido (FONTES et al., 1993).

Em razao das qualidades nutricionais e sua adaptacéo a regidao Centro-Sul, o
potencial de cultivo e utilizacéo da alfafa em pastejo no estado de S&do Paulo € muito
grande, principalmente como parte da dieta de vacas leiteiras, por reduzir a utilizagcéo
de concentrado e ou utiliza-lo com menor teor proteico, diminuir a utilizacdo de
silagem, elevar a lotacdo de animais por ha, decrescer o potencial de timpanismo e
aumentar a persisténcia da lactacdo, reduzindo, consequentemente, o0 custo de
producao da atividade leiteira (RODRIGUES; COMERON; VILELA, 2008).

2.3 Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) promovem beneficios
diretos no aumento da disponibilizacdo de fosfatos e na producdo de hormonios
promotores de crescimento (SOBRAL, 2003) e os indiretos séo os de maior controle
bioldgico através da competicdo por nutrientes, resisténcia a doencas e producéo de
substancias que captam sideroforos e o ferro. Glick (2012) cita que as BPCV atuam
diretamente na captacdo de recursos, fixacdo bioldgica de nitrogénio, realizacao da
producdo de hormonios promotores do crescimento, a solubilizacdo de fosfato e na
inibicdo de patdégenos. Nos sistemas agricolas levando-se em conta a pressao
exercida, autores descrevem, como uma fonte alternativa ao N-fertilizantes, como
substituto a essa adubacédo mineral, a FBN como uma forma sustentavel de ao uso
parcial ou total fertilizantes minerais (BALDANI; BALDANI, 2005; BERGAMASCHI et
al., 2007; HUNGRIA et al., 2010; MUS et al., 2016; GOUDA et al., 2018).

O uso de microrganismos é de fundamental importancia, pois eles podem
melhorar o processo de nodulagcdo e FBN, pois ira contribuir para o aumento da
produtividade da cultura (HUNGRIA et al., 2000).

A técnica de coinoculacdo com estirpes de rizébio em leguminosas também
tem sido sugerido para potencializar a nodulacdo, ocorrer o aumento do crescimento

das plantas, e melhorar o processo de FBN em resposta a interacao positiva entre
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esses grupos de bactérias, na cultura da soja, aumentou a nodulacéo e produtividade
de graos (ARAUJO; HUNGRIA, 1999).

2.3.1 Azospirillum spp.

Caracteriza-se como bactérias Gram-negativas o género Azospirillum, que
pertencem a subdivisdo proteobacteria, aerébicas, ndo fermentativas, vibréides, e que
em sua grande maioria atua como promotores de crescimento vegetal (REIS;
PEDRAZA; TEIXEIRA, 2010). De género de vida livre, o Azospirillum pode ser
encontrado em quase todos os lugares da Terra (HUERGO et al., 2008).

Os efeitos benéficos da bactéria do género Azospirillum, como inoculante séo:
possui a caracteristica de penetrar nas raizes das plantas, ou seja, a bactéria é
endolitica; apresenta antagonismo, realiza a producédo de fitormonios & encontrada
em todos os tipos de clima e de solo (ANDRADE et al., 2016). Como efeitos benéficos,
podemos citar a utilizacdo dessas bactérias como a sintese de auxinas citoquininas e
giberelinas (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004; ORLANDINI et al., 2014).

Atua por diferentes mecanismos sendo que, esses microrganismos apresentam
0 metabolismo de carbono (C) e nitrogénio (N) e dessa maneira, aumentam suas
condicbes de competividade durante o processo de colonizagdo. Esses
microrganismos apresentam uma preferéncia, quanto as fontes de carbono, por
acidos organicos, como o piruvato, malato e ruccinato, e também uma preferéncia
sobre a frutose em relacdo a glucose (QUADROS, 2009). Em relacdo ao N, as
principais fontes sdo aménia, nitrato os aminoacidos e o nitrogénio molecular (Nz2)
(TRENTINI, 2010). Dados reunidos durante 22 anos de pesquisas realizados por Okon
e Vanderleyden (1997), demonstram que 0s microrganismos do género Azospirillum
gera incrementos, nas mais variadas condi¢cdes edafoclimaticas, na producao em
diversas culturas. Os autores relatam com énfase que as plantas conseguem explorar
melhor o solo, além da sua FBN devido a modificagdo que ocorre do sistema radicular
(VANDE BROEK; VANDERLEYDEN, 1995; MIRANSARI; SMITH, 2014; FUKAMI et
al., 2017).

O Azospirillum ssp. atua por diferentes mecanismos de produgé&o ocorrendo
principalmente pela modificacdo da morfologia das raizes, pois altera o crescimento
das plantas, assim maximizando a exploracdo do solo, aumenta por sua vez o

processo da reducéo assimilatoria de nitrato que pode ser disponibilizado na planta e
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fixac&o biologica do N2 (BODDEY et al., 1986; BASHAN; HOLGUIN, 1997; INIGUEZ;
DONG; TRIPLETT,2004).

Na agricultura impulsionada por praticas sustentaveis, vem de forma crescente
a utilizacdo de inoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento de plantas
(HUNGRIA; RIBEIRO; NOGUEIRA,2018). Segundo 0os mesmos autores, alcangou
cerca de 5 milhdes de doses, a comercializagdo dos inoculantes contendo as cepas
de Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6 na safra de 2017-2018.

2.3.2 Coinoculagé&o entre Sinorhizobium meliloti e Azospirillum brasilense

A quantidade do suprimento de N para a alfafa é realizada exclusivamente pela
simbiose entre a planta e estirpes da bactéria Sinorhizobium meliloti. As interagdes
bioldgicas das bactérias Rhizobium e Bradyrhizobium no solo apresentam grandes
impactos econdmicos por consequéncias do aumento da nodulagdo e maior
crescimento experimentado por forrageiras e leguminosas em resposta a interacao
positiva entre bactérias simbidticas e diazotréficas, especialmente as pertencentes ao
género Azospirillum spp. As combinacdes de bactérias aplicadas em sementes
resultaram em aumento da producéo da planta, que foram diretamente associados ao
aumento da fixacao biol6gica de N2 pelos micro-organismos. Nos casos utilizados com
Azospirillum brasilense, houve efeitos benéficos da associacéo, e devido as bactérias
produzirem hormdnios vegetais aumentaram o crescimento do sistema radicular,
possibilitando maior exploracdo do solo (FERLINI, 2006). Deve-se enfatizar que o
suprimento de N para alfafa é realizado exclusivamente pela simbiose entre plantas e
estirpes da bactéria S.meliloti, ndo havendo necessidade de aplicar esse elemento ao
solo (WERNER et al., 1996).

A coinoculacdo na cultura da soja com A. brasilense tem sido preconizada,
juntamente com Bradyrhizobium, no Brasil, na Argentina e na Africa do Sul. H& um
grande interesse na pratica alternativa, que vise a reducdo da aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados. A inoculagdo mista de leguminosas com bactérias
simbidticas e assimbidticas, produzem efeitos sinérgicos, que superam os resultados
produtivos obtidos na forma de aplicac&o individual (BARBARO et al., 2008).

Inoculagbes mistas tém uma maior taxa de sucesso, pois parece que nas
plantas coinoculadas, a nutricdo é mais equilibrada a absor¢éo de nitrogénio, fosforo

e outros nutrientes € significativamente aumentada. A inoculacdo mista de
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Azospirillum com Rhizobium na cultura do feijdo, aumenta a estimulacéo e a funcéo
dos ndédulos, numero total e massa dos noédulos, diferenciagdo das células
epidérmicas nos pélos radiculares, produtividade de grédos e area da superficie
radicular (BASHAN; BASHAN, 2005).

Dardanelliet al. (2008) verificaram efeito positivo da coinoculacédo em feijao com
A. brasilense e Rhizobium tropici sob estresse salino em hidroponia, com maior
desenvolvimento radicular, FBN, e alivio dos efeitos negativos causado pelo NaCl.
Além disso, os resultados sugeriram que Azospirillum permitiu maior exsudacao e
persisténcia dos flavonoéides das raizes de feijao.

A investigacao deste trabalho justifica-se pela hipotese que sementes de alfafa
inoculadas com S. meliloti e coinoculadas com bactérias promotoras do crescimento
vegetal possibilita a obtencdo de elevada producdo de biomassa de forragem e

aumento do valor nutritivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, Solo, Espécie e Estirpes Utilizadas

O experimento foi realizado em condi¢gdes de casa de vegetacdo com cobertura
plastica transparente (com temperatura média de 26°C — 36 °C dia e 20 °C noite), na
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba/Universidade Estadual Paulista,
Campus de Aracatuba, Estado de Sao Paulo, a 415 metros de altitude.

Antes do plantio foi coletado o solo na profundidade de 0-20 cm, cujos
resultados dos atributos quimicos do solo (RAIJ et al., 2001) foram: M.O. = 26 g dm-3;
pH = 5,2; P(resina), S, B, Cu, Fe, Mn e Zn de 23; 19; 0,55; 1,2; 111; 9,9 e 3,5 mg dm~
°, respectivamente; K*, Ca?*, Mg?*, H+Al, SB e CTC de 2,9; 25; 17, 28; 44,9; e 72,9
mmolc dm-3, respectivamente; V = 62 %; argila = 155 g kg, silte = 110 g kg™ e areia
= 735 g kgl. O solo utilizado foi caracterizado como Argissolo Amarelo distréfico
(SANTOS et al., 2018).

A saturacao por bases foi elevada a 80 % (WERNER et al., 1997) com aplicagéo
de CaCOs e MgCOs, na relagdo 3:1, ficando o solo incubado durante 30 dias,
mantendo-se a umidade em 80 % da capacidade de campo. O experimento foi
instalado em recipientes plasticos utilizando-se 5 dm de solo.

ApoOs o periodo de incubacéo, foi realizada a adubacgao basica composta por:
Ca(H2P0a)2 , 200 mg dm de P; K2S0Oa4, 150 mg dm= de K e 61,53 mg dm=3 de S;
H3BO3, 0,5 mg dm de B; CuSOs, 1,0 mg dm de Cu; H2MoO4, 0,1 mg dm- de Mo;
MnSQ4, 3 mg dm= de Mn; e ZnSO4, 2,0 mg dm de Zn. O nitrogénio foi aplicado em
todos os tratamentos, exceto o sem N (T1), 14 dias apds a emergéncia, na quantidade
de 50 mg dm= de N (NH4NO3).

A populacéo de rizobios microssimbiontes da alfafa foi avaliada pelo método do
ndamero mais provavel em plantas de alfafa e a de microrganismos diazotroficos nos
solos pela técnica do numero maior provavel, em meio NFb semi-sélido forma,
(HUNGRIA; ARAUJO, 1994). As populagées foram estimadas em 1,4 x 102 células de
rizébios g e 1,2 x 10* células de bactérias diazotréficas g de solo.

A espécie forrageira utilizada foi a alfafa (Medicago sativa L.) cv. Crioula. As
estirpes de rizobios utilizadas nos ensaios sdo autorizadas para a producdo de
inoculantes comerciais para a cultura da alfafa no Brasil (BRASIL, 2011). Trés estirpes

classificadas como Sinorhizobium (=Ensifer) meliloti sdo autorizadas: SEMIA 116
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(=USDA 1088, = 3D0i4, = CNPSo0 933), SEMIA 134 (= CNPSo0 934) e SEMIA 135 (=
CNPSo 935), todas selecionadas pela FEPAGRO/UFRGS (BRASIL, 2011) e que
foram listadas oficialmente em 1995 (HUNGRIA; ARAUJO, 1995). Embora as
anotacdes sobre as estirpes sejam precarias, as informacdes sdo de que a SEMIA
116 foi recebida da colecéo de culturas do USDA, visando a producao de inoculante
para a alfafa, enquanto as SEMIA 134 e 135 foram selecionadas a partir de
isolamentos realizados de plantas de alfafa em solo do Rio Grande do Sul.

Como as trés estirpes de rizObios foram selecionadas com base apenas
classificac@o das estirpes de rizébios foi realizadauma sequéncia parcial do gene 16S
rRNA (BRASIL, 2011). Visando o posicionamento taxondmico preciso das trés
estirpes procedeu-se ao sequenciamento do gene ribossomal 16S rRNA e de trés
genes housekeeping, gIinB, gyrB, com os primers e condigbes de amplificacdo
descritos por Ribeiro et al. (2012) e rpoBm com os primers e condicbes de
amplificacéo descritos por Klepaet al. (2019). A extracdo de DNA das trés estirpes foi
realizada utilizando-se o kit DNeasyBlood&Tissue (Quiagen, Hilden, Germany),
conforme as instru¢des do fabricante. O sequenciamento foi procedido conforme as
condicBes descritas por Delamutaet al. (2017) no sequenciador ABI 3500XL (Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram alinhadas por meio do algoritmo MUSCLE
(EDGAR, 2004) e cortadas e as andlises filogenéticas foram procedidas por meio do
software MEGA versdao 6 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis), utilizando o
algoritmo de maxima verossimilhanca (MaximumLikelihood, ML) (TAMURA et al.,
2013), com valor de bootstrap de 1000 repeticées (FELSENSTEIN, 1981). Para a
analise de Multilocus Sequencing Analysis (MLSA) as sequéncias dos genes ginb,
gyrB e rpoB foram concatenadas por meio do software SeaView (GOUY;GUINDON;
GASCUEL,2010) e a arvore filogenética foi construida conforme descrito para os
demais genes (Figura 1 e 2).

Para verificar a identidade genética de cada uma das trés estirpes de rizbios
procedeu-se a analise do DNA por BOX-PCR, conforme descrito por Kaschuk et al.
(2006). Os perfis genéticos foram analisados no software Bionumerics (Applied
Mathematics, Kortrijk, Bélgica, v.7.6), por meio da constru¢cdo de um dendograma de
similaridade, utilizando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Methodwith
Arithmeticmean) (SNEATH; SOKAL, 1973) para a comparacao do agrupamento e o
coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1912), com 3% de tolerancia.
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Figura 1 — Filogenia de maxima verossimilhanca com base nas sequéncias
genéticas concatenadas de ginB + gyrB + rpoB de espécies de Sinorhizobium (=
Ensifer). Valores de inicializagéo > 70% sao indicados nos nédulos. O modelo
utilizado foi o General Time Reversible, com sites distribuidos por gama (G). Bar
indica cinco substituicbes por 100 posi¢cbes de nucleotideo

88| Ensifer meliloti SEMIA 116 (MN708002; MN708005; MN708008)

Ensifer meliloti LMG 61337 (KR818748; AM418808; AM295384)

Ensifer meliloti SEMIA 135 (MN708004; MN708007; MN708010)
™ Ensifer meliloti SEMIA 134 (MN708003; MN708006; MN708009)

Ensifer medicae LMG 199207 (KR818746; AM418802; AM295387)
Ensifer arboris LMG 149197 (HM997093; AM418815; AM295380)
Ensifer alkalisoli YIC4027T (KR154013; LYBW01000057; LYBWO01000026)
m{Ensifer sojae CCBAU 05684 (GU994060; AJQT01000020; GU994049)
Ensifer saheli LMG 78377 (AF169589; AM418804; AM295362)

100

10 Ensifer morelense LMG 213317 (HM997095; AM418803; AM295377)
— Ensifer adhaerens LMG 202167 (HM997090; AM418794; AM295374)
100 Rhizobium tropici CIAT 8997 (EU488791: CP004015; CP004015)
Ensifer glycinis CCBAU 233807 (KJ556511; LPUX01000060; HM057528)
78 Ensifer americanum CFNEI 1567 (GU994065; LNQC01000036; DQ411956)
A Ensifer kostiense LMG 192277 (GU994063; AM418819; DQ411960)
1000  — EnsiferfrediiUSDA 2057 (AF169591; HQ438229; DQ411957)

964{7 Ensifer terangae LMG 7834 (AF169590; HQ438230; DQ411967)
99! Ensifer xinjiangense CCBAU 1107 (EU155088; HQ438228; DQ411958)

0.05

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 2 — Dendrograma das cepas de alfafa SEMIA 116, SEMIA 134 e SEMIA 135
utilizadas em inoculantes comerciais para a forragem no Brasil, com base na andlise
de agrupamentos de produtos BOX-PCR, utilizando o algoritmo UPGMA e o indice
Jaccard, com 3% de tolerancia. O SEMIA 103 também é um simbionte da alfafa,
engquanto o CIAT 899 é um simbionte do feijdo comum
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As estirpes de Azospirillum brasilense Ab-V5 (= CNPSo 2083) e Ab-V6 (=

CNPSo 2084) sdo utilizadas em inoculantes comerciais no Brasil tanto para a
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inoculacdo de gramineas como o trigo (Triticum aestivum L.) e milho (Zea mays L.)
(HUNGRIA et al., 2010; BRASIL, 2011) e pastagens de braquiarias (Urochloa spp.)
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016), como para coinoculacéo de leguminosas,
soja (Glycinemax (L.) Merr.) e feijoeiro (Phaseolusvulgaris L.) (HUNGRIA;NOGUEIRA;
ARAUJO, 2013, 2015). O posicionamento taxondmico das estirpes foi confirmado pelo
sequenciamento dos genomas (HUNGRIA; RIBEIRO; NOGUEIRA, 2018).

Todas as estirpes utilizadas no ensaio estdo depositadas na “Colecao de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Soja: Bactérias Diazotroficas e
Promotoras do Crescimento de Plantas” (Colecdo WFCC#1213; WDCM#1054).

3.2 Delineamento Experimental e Tratamentos

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com oito tratamentos
e cinco repeticbes, com medidas repetidas no tempo a saber: T1 = controle n&o
inoculado e sem N-mineral; T2 = controle ndo inoculado comN-mineral; e os demais
coinoculados recebendo N-mineral com as estirpes, T3 = S. meliloti SEMIA 116; T4 =
S. meliloti SEMIA 116 + A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6); Ts = S. meliloti SEMIA 134; Ts
= S. meliloti SEMIA 134 + Ab-V5 + Ab-V6; T7 = S. meliloti SEMIA 135; Ts = S. meliloti
SEMIA 135 + Ab-V5 + Ab-V6.

Os inoculantes foram produzidos no Centro Nacional de Pesquisa da Soja —
CNPSo, Londrina, PR, no laboratério de Biotecnologia, Sinorhizobium em meio YM
(yeast-extract manitol) modificado (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016) e
Azospirillum em meio DYGS (FUKAMI et al., 2018). A concentracdo de bactérias dos
inoculantes foram ajustadas para 2 x 10° células por mL, para os rizébios e 2 x 108
células por mL para Azospirillum. Utilizou-se a dose de inoculante de 15 mL por kg de
semente para realizar a coinoculagdo. Uma aliquota de 100 gramas de sementes foi
separada dentro de um saco plastico para homogeneizar o inoculante, aguardando 60
minutos em local fresco e abrigado do sol para secar e, em seguida, foi realizada a
semeadura com 15 sementes por vaso. Foi realizado o desbaste permanecendo cinco

plantas uniformes por vaso.

3.3 Avaliagdes e Andlises Realizadas
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Foram realizados trés cortes a 10 cm de altura do solo quando as plantas
estavam com 10% de inicio de florescimento (a cada 30 dias em média) para avaliar
a altura das plantas, numero de perfilhos, indice relativo de clorofila e a massa seca
da parte aérea (MSPA) da alfafa. O teor de clorofila foi determinado de forma indireta,
antes da coleta com o equipamento Clorophyll Meter SPAD-502 Plus (SPAD — Soil
and Plant Analysis Development), para as tomadas leituras de valor SPAD no tergo
meédio, de cinco plantas por vaso. A MSPA foi seca em estufa de circulacéo forcada
de ar a temperatura de 55 °C, durante 72h (SILVA; QUEIROZ, 2002). Posteriormente
o material foi moido para analises quimicas bromatologicas. Foram realizadas
analises de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) e teor de N
total segundo metodologia descrita por Campos, Nussio e Nussio (2004). A
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi obtida com o uso do rimen artificial
DAISYII (ANKON™ Technology Corp., Faiport, NY). A concentracéo de proteina bruta
foi calculada multiplicando o teor de N por 6,25. A quantidade de N acumulado foi
calculada multiplicando o teor de N pela quantidade de massa seca.

No final do experimento foi determinada a biomassa radicular da alfafa, e
posteriormente colocadas em uma proveta de capacidade de 1000mL com 600mL de
agua, adicionando-se a raiz, obtendo-se o volume de raizes. Em seguida as amostras
de raizes foram colocadas para secagem em estufa com circulacédo forcada de ar a

65°C até peso constante, depois moidas para a determinacéo do N-total.

3.4 Anélise Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade dos erros, homogeneidade de
variancias e a variavel producdo de massa seca, altura, numero de perfilhos, indice
relativo de clorofila, massa do sistema radicular, volume do sistema radicular e
composicdo bromatolégica foram avaliados estatisticamente através da analise da
variancia (ANOVA), utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2000), para o
modelo de parcelas subdivididas no tempo, sendo os tratamentos considerados como
parcela principal e os cortes como sub-parcela, com medidas repetidas. Os resultados
foram submetidos a ANOVA e teste de t (LSD) para a comparacao multipla de médias
a 5% de significancia (PIMENTEL-GOMES; GARCIA, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo das Estirpes

Tanto a andlise filogenética do gene 16S ribossomal (Figura 1), como de MLSA
com trés genes housekeeping (Figura 2) confirmaram a classificacdo das trés estirpes
de rizobios como pertencentes a espécie Sinorhizobium (=Ensifer) meliloti. A analise
do perfil do DNA por BOX-PCR indicou perfis idénticos para as estirpes SEMIA 135 e
SEMIA 136 (Figura 2). Como essas duas estirpes foram isoladas de nédulos eficientes
de alfafa em solo do Rio Grande do Sul, podem indicar uma estirpe eficiente e
adaptada as condicbes edafoclimaticas da regido, que se destacou no processo de
selecdo. Como nao era realizada a caracterizacdo genética das estirpes na época da
selecd@o, ndo foi possivel identificar que se tratava da mesma estirpe. Contudo, 0s
perfis sdo bastante distintos da estirpe norte-americana SEMIA 116 (Figura 2),
indicando que a SEMIA 135 e SEMIA 136 podem ser estirpes indigenas, de alguma

leguminosa nativa, que se adaptaram a cultura da alfafa.

4.2 Producao de Biomassa da Parte e Raizes, Perfilhamento e Spad

Pela andlise de variancia, a altura das plantas (cm) foi significativamente
afetada pela interacdo entre os tratamentos e os cortes de avaliagdo (Tabela 1). A
altura das plantas variou, em média, de 37,9 a 53,3 cm, sendo que o controle absoluto
(sem N e sem inoculacdo) apresentou a menor altura em relacdo aos demais, no
terceiro corte de avaliacdo, ndo havendo diferenca entre os tratamentos nos demais
cortes. Cabe destacar que mesmo sem significancia, o tratamento coinoculado com
S. meliloti SEMIA 134 associado ao A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 comparado com o
controle positivo (com N e sem inoculagéo) foi superior em 12,7%. As plantas
inoculadas com BPCP tendem a apresentar um maior estimulo para crescer. No
terceiro corte, os tratamentos inoculados e coinoculados, exceto o coinoculado com a
SEMIA 135foram superiores estatisticamente em relagédo tanto ao controle absoluto,
como ao controle néo inoculado recebendo N-mineral, enfatizando, principalmente, os

beneficios pela simbiose com rizébios.
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Tabela 1 — Altura das plantas (cm) de alfafa inoculadas com Sinorhizobium meliloti e
coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos 1°Corte  2°Corte 3°Corte Meédias
.............................. (o1 | P

Sem N e sem inoculacéo 38,00aB 48,20aA 27,40dC 37,87
Com N e sem inoculacédo 36,20aB 57,40aA 49,20cA 47,60
S. meliloti semia 116 45,00 aB 53,20 aAB 60,60 aA 52,93
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 40,60aB 57,60aA 59,00 abA 52,40
S. meliloti semia 134 44,80aB 57,60 aA 55,60 abcA 52,67
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 43,60aB 56,60 aA 58,60 abcA 52,93
S. meliloti semia 135 43,40aB 56,40aA 60,20abA 53,33
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 44,80aB 54,60 aA 50,60 bcAB 50,00
Médias 42,05 55,20 52,65

Médias seguidas de mesma letra mindscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A alfafa pode se beneficiar fortemente pelo processo de fixacdo biolégica do
N2(FBN) quando em simbiose com Sinorhizobium meliloti (BIONDI et al., 2003;
ELBOUTAHIRI; THAMI-ALAMI; UDUPA, 2010).

Houve efeito significativo da interacdo tratamentos e cortes para o indice
relativo de clorofila (SPAD) (Tabela 2), que variou na média das trés avaliacdes de
35,5 a 50,0, em concordancia com valores relatados por Moreira, Moraes e Fageria
(2015), entre 31,4 a 44,9, na mesma cultivar de alfafa em diferentes doses de Zn e na
presenca e auséncia de aminoacidos. As diferencas mais expressivas foram
observadas no segundo e terceiro corte de avaliacdo, sendo que no segundo corte as
plantas inoculadas com S. meliloti e Ab-V5+Ab-V6 apresentaram valores mais
elevados que o controle negativo e positivo. Verificou-se que com o desenvolvimento
das plantas estas diferencas foram mais expressivas no terceiro corte para 0S
tratamentos em inoculagéo ou coinoculacdo com as estirpes SEMIA 134 e SEMIA 135.
O tratamento coinoculado com SEMIA 135 + Ab-V5 + Ab-V6 foi 32,04% maior que o
controle positivo, para o indice relativo deFBN.

Considerando que valores superiores acima de 30,00 indicam boa nutricdo em
N (MOREIRA; MORAES; FAGERIA, 2015) tem-se que somente o controle néo
inoculado e sem N-mineral foi inferior a esse valor no segundo corte (26,82). O indice
relativo de clorofila é utilizado como um indicador de respostas das plantas que
apresentam maior conteuddo de N. No presente estudo, nos tratamentos sem
inoculacao, o indice foi diminuindo com os cortes indicando uma provavel diminui¢éo

do mecanismo fotossintético, entretanto, as plantas inoculadas com S. meliloti e Ab-
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V5+Ab-V6 tiveram maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos (Tabela 2).

Moreira, Moraes e Fageria (2015) avaliando a alfafa cultivar Crioula sob doses de Zn

e na presenca e auséncia de aminoacidos encontrou valores do indice relativo de

clorofila variando de 31,4 a 44,9, sendo esses similares aos obtidos neste trabalho.

Tabela 2 — indice relativo de clorofila (SPAD) de alfafa inoculadas com

Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos 1° Corte 2° Corte 3°Corte Médias
.............................. (o1 1 | EUUT TR

Sem N e sem inoculacéo 48,76 b 26,82 c 30,84 e 35,47
Com N e sem inoculacédo 51,18 ab 33,20 b 38,32d 40,79
S. meliloti semia 116 50,54 b 36,62ab 44,14 cd 43,77
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 55,02ab 38,70 ab 44,46 bcd 46,06
S. meliloti semia 134 53,70 ab 38,18a 49,18 abc 47,02
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 54,06 ab 40,80a 50,02abc 48,29
S. meliloti semia 135 57,04 a 41,36 a 51,66 ab 50,02
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 54,48 ab 42,00 a 50,60 a 49,03
Médias 53,09 37,21 44,90

Médias seguidas de mesma letra minUscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A contagem para o numero de perfilhos apresentou significancia para a

interacdo tratamentos e cortes (Tabela 3), no entanto, o niumero de perfilhos das

plantas ndo variou estaticamente entre os tratamentos nos dois primeiros cortes e no

terceiro corte o controle ndo inoculado e sem N-mineral foi inferior aos demais. O

ndamero médio de perfilhos variou de 21,7 a 36,7 entre os cortes e analisando a

dindmica dos trés cortes observamos que houve um acréscimo no numero de perfilhos

do primeiro para o terceiro corte.
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Tabela 3 — Numero de perfilhos das plantas de alfafa inoculadas com Sinorhizobium
meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos 1° Corte 2° Corte 3°Corte Médias
............................... CMetiieeieee e
Sem N e sem inoculacéo 20,20 a 28,40 b 16,40 b 21,67
Com N e sem inoculacédo 19,60 a 31,80ab 48,00 a 33,13
S. meliloti semia 116 20,40 a 34,20ab 47,40 a 34,00
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 21,00 a 39,20 a 50,00 a 36,73
S. meliloti semia 134 22,20 a 34,00ab 51,40a 35,87
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 21,80 a 39,00 a 46,00 a 35,60
S. meliloti semia 135 20,40 a 3760ab 51,00a 36,33
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 23,40 a 36,40ab 4540a 35,07
Médias 21,13 35,07 44,45

Médias seguidas de mesma letra minldscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A producdo de massa seca da parte aérea (MSPA)apresentou significancia
para a interacdo tratamentos e cortes (Tabela 4) apesar de ndo variar estaticamente
no primeiro corte, sendo que no segundo a menor producao foi obtida com o controle
nao inoculado e sem N-mineral, e no terceiro corte houve um destaque para 0s
tratamentos inoculados com S. meliloti + Ab-V5 + Ab-V6 em relagcdo ao obtida com o
controle ndo inoculado e sem N-mineral e controle n&o inoculados e sem N-mineral e
controle ndo inoculado com N-mineral. Observou-se uma reducdo da producédo de
MSPA do controle negativo evidenciando que a alfafa é exigente em N. Houve um
maior acumulo de MSPA do primeiro para terceiro em todos os tratamentos, exceto o
controle negativo. Os tratamentos inoculados com S. meliloti + Ab-V5 + Ab-V6
produziram em média no terceiro corte de avaliacdo 63,3% a mais que o controle
positivo, evidenciando a contribuicdo e importancia da fixacdo simbidtica do N.
Embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica, a coinoculacdo com SEMIA 116
+ Ab-V5 + Ab-V6 produziu 16,8% a mais que S. meliloti SEMIA 116. O efeito das cepas
de S. meliloti ndo apresentarem diferencas significativas entre si indicando
comportamento semelhante, o que pode ser atribuido & pouca variagdo entre as

cepas, uma vez que foram selecionadas em raizes de alfafa.



30

Tabela 4 — Producédo de massa seca (g vaso™) das plantas de alfafa inoculadas com
Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos 1° Corte 2° Corte 3°Corte Médias
.............................. gIVaSO0....cecviiieiiiee e
Sem N e sem inoculacéo 3,50 a 2,88b 5,58d 3,99
Com N e sem inoculagéo 4,32 a 8,86 a 14,88 ¢ 9,35
S. meliloti semia 116 4,62 a 8,14 a 21,00 b 11,25
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 5,36 a 10,46 a 24,52 a 13,45
S. meliloti semia 134 534 a 10,02 a 22,64 ab 12,67
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 526 a 10,56a 23,04 ab 12,95
S. meliloti semia 135 540a 10,18a 24,18 ab 13,25
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 5,18 a 10,98 a 24,28 a 13,48
Médias 4,87 9,01 20,01

Médias seguidas de mesma letra mindscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Houve diferenca estatistica para a producdo acumulada de MSPA da alfafa,
bem como a massa seca de raizes (MSR)e o volume de raizes (Tabela 5).

Tabela 5 — Producéo acumulada de massa seca da parte aérea (gvaso!), massa
seca de raizes (g vaso™) e volume de raizes de alfafa inoculadas com Sinorhizobium
meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos MS MS raizes Vo'u”.‘e

acumulada de raiz
............... g/vaso..............ml..........

Sem N e sem inoculagdo 11,96 c 3,28 ¢ 50,00 b
Com N e sem inoculacédo 29,06 b 10,74b 164,80 a
S. meliloti semia 116 39,30 a 16,20 a 201,20 a
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 40,32 a 17,10 a 210,00 a
S. meliloti semia 134 38,00 a 17,06 a 198,00 a
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 38,86 a 17,64 a 194,00 a
S. meliloti semia 135 39,76 a 17,32a 184,00a
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 40,44 a 17,30 a 192,00 a
Médias 34,71 14,58 174,25

Médias seguidas de mesma letra minascula para tratamentos ndo diferem entre si pelo teste
t (LSD) (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A producdo acumulada MSPA das plantas variou de 12,0 a 40,4 gramas por
vaso, sendo que o tratamento controle negativo foi inferior, seguido pelo controle
positivo, enquanto os demais tratamentos inoculados nao diferiram estatisticamente

entre si. O tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 +A. brasilense Ab-V5 +
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Ab-V6 produziu 39,2% a mais quando comparado com o controle positivo,
demonstrando que a cultura da alfafa responde positivamente a coinoculagao.

Resultados semelhantes tem sido encontrado com a cultura da soja
(Glycinemax L.), como relatou Bracciniet al. (2016) que compararam VAarios
tratamentos de coinoculacdo de Bradyrhizobium e Azospirillum e concluiram que a
coinoculagdo proporcionou incrementos nos caracteres fisioldgicos, bem como no
rendimento de grados da soja, quando comparado com controle.

Ja a MSR variou de 3,3 a 17,6 gramas por vaso, sendo que os tratamentos
controle negativo e positivo foram inferioresaos demais, que nao diferiram entre si. O
tratamento inoculado com S. meliloti SEMIA 134 com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6
produziu 64,2% a mais quando comparado com o controle positivo. Para o volume
das raizes, houve destaque para o inoculado com S. meliloti SEMIA 116 com A.
brasilense Ab-V5 + Ab-V6, que representou 27,4% a mais em relacdo ao controle
positivo.

Para a MSR acumulada obtidas neste experimento, nota-se que a maioria das
bactérias diazotroficas demonstraram produzir fito horménios, a partir da estimulacao
da nodulacdo que pode ocorrer como resultado de uma resposta direta das raizes a
esses compostos. Similarmente ao observado em varias gramineas e cereais (OKON;
KAPULNIK, 1986), a inoculacdo com A. brasilense promoveu a formacao de pelos
radiculares no feijoeiro ou alfafa (ITZIGSOHN et al., 1993; BURDMAN et al., 1996).
Como a infec¢ao por Rhizobium ocorre pela formacao de fios de infec¢cédo nos pelos
radiculares (LONG, 1989), a estimulacdo do numero maior de células epidérmicas
para diferenciar-se em células ciliadas radiculares infectaveis pode aumentar a
probabilidade de infeccé&o por Rhizobium, aumentando com isso, o potencial radicular
de iniciacdo de nddulos (YAHALOM; OKON; DOVRAT, 1987).

Além da FBN, as BPCP também sdo conhecidas pela sua capacidade de
produzir horménios de crescimento das plantas. A producdo dessas substancias
promotoras de crescimento pode estimular o aumento da densidade de pelos
radiculares, da taxa de aparecimento de raizes secundarias e da superficie radicular.
Esse incremento resulta em melhoria na absorcédo de agua e nutrientes, aumentando
assim a capacidade de a planta produzir e suportar estresses ambientais (ITZIGSOHN
et al., 1993).

As combinacdes de bactérias aplicadas podem proporcionar incremento nas

caracteristicas agronémicas da alfafa, resultando em uma maior FBN. A utilizacao de



32

A. brasilense tem demonstrado efeitos benéficos, pois a bactéria tem capacidade de
produzir fitohormonios, que resultam em maior desenvolvimento do sistema radicular
e, portanto, a possibilidade de explorar um volume maior de solo (FERLINI, 2006).
Niewiadomska e Swedrzynska (2011) verificaram o efeito da coinoculacao em
alfafa com S. meliloti e Herbaspirillumfrisingense e concluiram que a inoculacdo das
cepas apresentou um efeito benéfico no processo de simbiose com a semente e a
producdo de MSPA e MSR e aumento do nimero de ndédulos e maior atividade da
nitrogenase. Esses resultados confirmam os resultados do presente experimento,
visto que as BPCP promovem uma influéncia benéfica na atividade das bactérias
propiciando uma simbiose com a semente e confirmam o aumento da MSPA e MSR.
Martinez et al. (2015) avaliaram o efeito da coinoculagdo com Ensifermeliloti e
Halomonas maura sobre o crescimento da alfafa em condi¢fes salinas e concluiram
gue a coinoculacdo com Ensifermeliloti e Halomonas maura pode aumentar a
producdo da alfafa sob condi¢cdes especificas de salinidade, aumentando o valor
nutricional e funcional das plantas. Esses resultados corroboram os obtidos neste
trabalho em que a associacdo com bactérias diazotréficas melhora a produtividade
das plantas e o acumulo de N. Martinez et al. (2015) também observaram efeito
positivo da dupla inoculacao através de concentracdes mais elevadas de Ca e Mg que
melhoraram o valor nutritivo da alfafa. Este enriquecimento poderia ser através da
acdo combinada das bactérias com os exsudados derivados das raizes das plantas,
e a presenca destes exsudados na rizosfera com quantidades pequenas de citrato,

malato e succinato, estando envolvida na solubilizagdo de minerais como Fe e P.

4.3 Teor e Acumulo de N-Total na Parte Aérea e Raizes

O teor de N total da parte aérea apresentou significancia para a interacédo
tratamentos e cortes (Tabela 6). O teor de N das plantas de alfafa foi menor para os
tratamentos controle negativo e positivo na média dos nos cortes de avaliagéo,
variaram de 22,7 a 31,9 g kg* de N nas plantas. No terceiro corte de avaliacdo, o
tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 + A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6
apresentou 59,3% a mais de nitrogénio no terceiro quando comparado com controle
positivo. Embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica o tratamento
coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 + A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 produziu 8,1%

no terceiro corte a mais que Sinorhizobiummeliloti SEMIA 135 e 7,6% na média.
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Tabela 6 — Médias do teor de nitrogénio total (g kg!) das plantas de alfafa
inoculadas com Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense

Ab-V5 + Ab-V6.
Tratamentos 1° Corte  2° Corte 3°Corte Médias
............................. /K.

Sem N e sem inoculagdo 36,48 b 15,77¢c 15,87 bc 22,71
Com N e sem inoculacdo 48,74 a 17,07bc  15,09c 26,97
S. meliloti semia 116 47,47 a 22,03ab 21,28a 30,26
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 48,43 a 2241 ab 20,51 ab 30,45
S. meliloti semia 134 48,05 a 23,24a 20,96 ab 30,75
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 46,78 a 23,29a 20,55ab 30,20
S. meliloti semia 135 44,42 a 22,26 ab 22,24 a 29,64
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 45,42 a 26,25 a 24,04 a 31,90
Médias 45,72 21,53 20,07

Médias seguidas de mesma letra mindscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Xavieret al. (2005) estudando a eficiéncia de inoculantes comerciais em alfafa,
também encontraram resultados similares aos observados neste experimento, sendo
os tratamentos inoculados superiores ao tratamento com N e sem inoculacédo e sem
N e sem inoculacao. Isto demonstra a eficiéncia comprovada dos inoculantes e que a
cultura da alfafa ndo pode ser estabelecida sem a prética da inoculacdo porque as
estirpes de rizobios presentes no solo ndo sao suficientes para proporcionar a fixagéo
simbidtica de N2. Moreira, Moraes e Fageria (2015) avaliando a alfafa sob doses de
Zn e na presenca e auséncia de aminoacidos relataram resultados similares aos
obtidos neste trabalho, sendo que a concentragdo de N variou de 18,1 a 24,3 g kg™.

Deve-se ressaltar que, no primeiro corte, o controle positivo (com N e sem
inoculacao) foi similar as estirpes e coinoculacdes avaliadas, provavelmente em
decorréncia da mineralizacdo do N existente no solo, que foi suficiente para o
desenvolvimento inicial das plantas. Esse processo é acentuado quando o solo é
revolvido, e, principalmente quando da aplicagéo de calcario e fertilizantes minerais.
No segundo e terceiro corte, porém, os dados de teor de N total obtidos com o controle
positivo, que recebeu o correspondente a 50 kg hat de N, indicam que essa dose nédo
foi suficiente para garantir um crescimento satisfatorio, o que refletiu em valores mais
baixos que os obtidos nos tratamentos inoculados, mas com diferenga estatistica no
terceiro corte. Segundo Moreira et al. (2007) o teor ideal de N para a cultura da alfafa

deve estar entre 26,0 a 35,0 g kg, sendo que no presente experimento esse teor sé
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foi encontrado no primeiro corte e nos demais ficaram abaixo de 26,0 g kgide N,
exceto no segundo corte, onde tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 +
A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 apresentou teor de N total de 26,3 g kg'de N,
evidenciando a sua importancia.

Resultados semelhantes foram reportados por Radkowski e Grygierzer (2006),
que avaliando variedades e hibridos de alfafa encontraram valores de 27,2 a 35,2 g
kg'de N. O teor de N na MS da alfafa depende do tempo de colheita e da fase de
desenvolvimento. Pietrzak (2011) encontrou para a alfafa colhida no primeiro corte o
teor de 43,0 g kg'lde N (fase de emborrachamento) e 22,0 g kg*de N (final do
florescimento). Em cortes subsequentes da alfafa, o teor de N encontrado na MSPA
foi de 24,0 a 35,0 g kg* de N. Symanowicz e Skorupka (2019) avaliando o efeito da
adubacéo na alfafa por trés anos, verificaram teores de 36,9 g kgt, valores superiores
aos encontrados neste trabalho.

Para o0 acimulo de N total da parte aérea, a ANOVA apresentou significancia
para a interacdo tratamentos e cortes (Tabela 7). No primeiro corte, s6 nao diferiu da
SEMIA 116, o tratamento controle negativo apresentou o menor acumulo de N em
relacdo aos demais, enquanto no segundo corte o tratamento coinoculados com S.
meliloti SEMIA 135 + Ab-V5 + Ab-V6 foi superior ao controle positivo (288,89 e 153,91
g kg') e a SEMIA 116 apresentando maior acimulo de N. Ja no terceiro corte, 0s
tratamentos S. meliloti + Ab-V5 + Ab-V6 foram superiores aos controles, evidenciando
uma elevada superioridade em termos de acumulo de N na parte aérea. No terceiro
corte o tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 + Ab-V5 + Ab-V6 acumulou
157,5% a mais de N e quando comparado com controle positivo. O tratamento
coinoculado comS. meliloti SEMIA 116 + Ab-V5 + Ab-V6 acumulou 11,0% a mais de
N quando comparado com a estirpe sozinha SEMIA 116, evidenciando assim, a
participacdo das BPCP na fixacdo do N2 e acumulo de N nas plantas. Na média dos
trés cortes o tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 com A. brasilense Ab-
V5 + Ab-V6 acumulou 369,8 g kgt de N quando comparado com o tratamento controle
positivo com N e sem inoculagdo acumulou 74,0% a mais de N.Resultados
semelhantes com alfafa foram verificados por Symanowicz e Skorupka (2019), que
encontraram um aumento consecutivo da absor¢cdo do N do primeiro para o terceiro
ano de 382 kg ha? para 649 kg ha?l, respectivamente. No presente experimento
também foi observado um aumento médio do acumulo de N total do primeiro para o
terceiro corte de 229,2 para 416,7 g kg (Tabela 7).
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Tabela 7 — Acumulo de nitrogénio (g kg?) das plantas de alfafa inoculadas com
Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos 1° Corte 2° Corte 3°Corte Médias
............................. O/KG e

Sem N e sem inoculacdo 127,36 b 45,64 c 88,35d 87,12
Com N e sem inoculacédo 257,75a 15391b 226,14c 212,60
S. meliloti semia 116 218,67ab 176,20b 451,05b 281,98
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6  257,54a 233,96ab 500,50ab 330,67
S. meliloti semia 134 252,56a 232,70ab 477,74b 321,00
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6  242,05a 244,52ab 473,28b 319,95
S. meliloti semia 135 239,63a 226,86ab 535,43ab 333,97
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6  238,21a 288,80a 582,34a 369,81
Médias 229,22 200,34 416,85

Médias seguidas de mesma letra minUscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Fontes et al. (1992), que
trabalhando com alfafa onde as sementes foram inoculadas, verificaram que a adicéo
de N mineral aumentou a producdo de massa seca e 0 teor de proteina bruta.
Entretanto, o aumento médio foi da ordem de 1,6 kg de MS por 1,0 kg de N adicionado,
indicando baixa conversao do N aplicado sobre a produgéo de MSPA.

O teor de N total das raizes, apresentou significAncia para a interacao
tratamentos e cortes (Tabela 8). O teor de N das raizes variou de 13,1 a 17,8 g kg,
sendo que os tratamentos controle positivo e negativo apresentaram valores inferiores
aos demais. O tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 com A. brasilense
Ab-V5 + Ab-V6 apresentou um acréscimo no teor de 28,1% quando comparado com
controle positivo. Embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica, o tratamento
coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 apresentou
teor de N 9,2% maior que S. meliloti SEMIA 135.



36

Tabela 8 — Teor de nitrogénio total (g kg') e acimulo de N-total (g kg?) das raizes
de alfafa inoculadas com Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum
brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos Teor N  AcUmulo N

............... /K.
Sem N e sem inoculacéo 13,14 b 43,47 c
Com N e sem inoculagéo 13,90 b 141,89 b
S. meliloti semia 116 15,76 a 224,18 a
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 17,46 a 298,79 a
S. meliloti semia 134 17,54 a 302,41 a
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 17,64 a 312,32 a
S. meliloti semia 135 16,30 a 284,54 a

S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 17,80 a 312,34 a

Médias seguidas de mesma letra minascula para tratamentos ndo diferem entre si pelo teste
t (LSD) (p = 0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor.

As BPCV estimulam o crescimento das plantas, facilitando a absorcédo de
nutrientes pela planta. Sugere-se que o aumento da captacdo de minerais pelas
plantas se deva a um aumento geral no volume do sistema radicular, refletido por um
namero, espessura e comprimento de raizes aumentados, e nao a qualquer
aprimoramento especifico do ion normal (BISWAS; LADHA; DAZZO, 2000).

Por outro lado, experimentos com espécies de Azospirillum sugeriram que esse
organismo aprimora especificamente a absorcdo de nutrientes (KAPULNIK et al.,
1983; LIN; OKON; HARDY, 1983; MURTY; LADHA, 1988).

O acumulo de N total nas raizes da alfafa, apresentou significancia para a
interacdo tratamentos e cortes (Tabela 8). O acumulo de N total das raizes variou de
43,5 a 312,3 g kg?, sendo que os tratamentos controle positivo e negativo foram
inferiores aos demais. O tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 com A.
brasilense Ab-V5 + Ab-V6 acumulou 120,1% a mais que o controle positivo. Embora
nao tenha apresentado diferenca estatistica, o tratamento coinoculado com S. meliloti
SEMIA 135 com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 apresentou um maior acumulo de N
total de 9,8% a mais que S. meliloti SEMIA 135.

Além de explorar sua capacidade individual de promover crescimento de
plantas, o potencial das bactérias flavonoides selecionados podem ser melhorados
com a inoculagdo com outros microrganismos para efeitos aditivos e ou sinérgicos.
Os diazotrdéficos bacterianos capazes de colonizar as zonas radiculares das plantas

leguminosas, por exemplo, podem estimular o desempenho de uma espécie
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leguminosa, afetando o processo de fixacdo simbiética de N2. Demonstrou-se que a
inoculacdo combinada de Rhizobium com Azospirillumou Azotobacter aumenta a
producdo de MSPA, e o teor de N de varias leguminosas quando comparada a
inoculacdo apenas com Rhizobium (BURDMAN; HAMAQUI; OKON, 2000).

Os resultados nao apresentaram aumentos significativos da coinoculagao, no
entanto, Prasad e Chandra (2003) demonstraram o incremento da populagédo de
Rhizobium quando cultivados com BPCV. Pandey e Maheswari (2007) ao
descreverem a relagdo entre dois isolados distantes, Burkholderia sp. BPCP e
Sinorhizobium meliloti PP3, verificaram que, em combinag¢do, ambas as linhagens
promovem o crescimento de plantas hospedeiras devido ao aumento da producao de
acido indol-3-acético (IAA) e a solubilizacao de fosfato do que a inoculacéo Unica em
condicBes de laboratério. Um aumento de cerca de 25% na taxa média de crescimento
foi registrado para S. meliloti PP3 quando cultivado em culturas de duas espécies e
espécies mistas em relagdo a cultura de espécies Unicas. Essa interacdo também
indica que, no solo, a associagcao com Burkholderia sp. BPCV favorece o S. meliloti
PP3 como uma adaptacéo de alta taxa de reproducéo, uma estratégia bem conhecida
que permite que 0S organismos sobrevivam e se mantenham com sucesso nas
comunidades. Seneviratne (2003) mencionou que a coinoculagéo e a co-cultura de
micrébios tém desempenhado melhor as tarefas do que os micrébios individuais.

Como a maioria dos diazotréficos demonstrou produzir fitohorménios, a
estimulacdo da nodulacdo pode ocorrer como resultado de uma resposta direta das
raizes das plantas a esses compostos. Similarmente ao observado em varias
gramineas e cereais (OKOM; KAPULNIK, 1986), a inoculacdo com A. brasilense
promoveu a formacgéao de pelos radiculares de feijoeiro e na alfafa (ITZIGSOHN et al.,
1993; BURDMAN et al., 1996). Como a interagao por Rhizobium ocorre pela formacao
de fios de interacdo nos pelos radiculares (LONG, 1989), a estimula¢do de um ndmero
maior de células epidérmicas para diferenciar-se em células ciliadas radiculares
infectaveis pode aumentar a probabilidade de infeccdo por Rhizobium, aumentando
assim a iniciagdo de nodulos (YAHALOM; OKON; DOVRAT, 1987). Além de seu efeito
direto na morfologia radicular, os fitos horménios também podem influenciar o
processo de nodulagédo (SYONO et al., 1976; YAHALOM; OKON; DOVRAT, 1987).

Sabe-se que os flavonoides das raizes das plantas sdo os indutores da
expressdo do gene da nodulagdo (nod) no Rhizobium (BAMFALVI et al., 1988;
MAXWELL et al., 1989; PETER; VERMA, 1990). Portanto, essa produ¢céo aumentada
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de flavondides pode ser um fator adicional na promocdo de nédulos por essas
bactérias. Além disso, a luteolina flavondide teve efeitos semelhantes aos de
Azospirillum no aumento do nimero principal de nédulos radiculares e do numero total
de nddulos de alfafa (ITZIGSOHN et al., 1993).

Com relagédo a nodulagao, verifica-se que 0s tratamentos controle negativo
(sem N e sem inoculacdo) e controle positivo (com N e sem inoculagdo) nao
nodularam, indicando que no solo trabalhado ndo h& presenca de S. meliloti na
populacdo nativa de rizobio. Estas observacdes reforcam a necessidade de se
inocular a alfafa. Xavier et al. (2005), avaliando a eficiéncia de inoculantes comerciais
na cultura da alfafa, também encontraram resultados similares. Demonstrando que a
auséncia de estirpes especificas nos solos tropicais propicia maior possibilidade de

sucesso com a inoculacao.

4.4 Composicdo Bromatologica

As caracteristicas da qualidade nutricional da alfafa variaram em funcéo da
coinoculacdo com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 e das cepas de S. meliloti utilizadas.
O teor de proteina bruta (PB) apresentou significAncia para a interacédo tratamentos e
cortes (Tabela 9). Na avaliacdo dos trés cortes os tratamentos controle negativo e
positivo apresentaram 0s menores teores de PB, exceto para o primeiro corte para o
controle positivo. Os teores de PB variaram em média de 14,2 a 20,1% de PB, sendo
gue o tratamento coinoculado com S. meliloti SEMIA 135 com A. brasilense Ab-V5 +
Ab-V6 apresentou 19,33% de PB a mais quando comparado com controle positivo.
Embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica tratamento coinoculado com S.
meliloti SEMIA 135 com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 apresentou um maior teor de
PB 8,63% superiora inoculacdo com S. meliloti SEMIA 135, na média dos trés cortes
de avaliacdo. Gashaw (2015), avaliando a qualidade nutricional da alfafa relatou
teores médios de PB de 18,0 a 25,0%, sendo gque estes teores estdo em consonancia
com os encontrados no presente trabalho, que variaram de 14,0 a 20,0%, na média

dos trés cortes.
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Tabela 9 — Teor de proteina bruta (%) das plantas de alfafa inoculadas com
Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6

Tratamentos 1° Corte  2° Corte 3°Corte Médias
.............................. WPB...ccoveeeeeeee
Sem N e sem inoculacéo 22,80 b 9,85¢ 9,92 bc 14,19
Com N e sem inoculacédo 30,46 a 10,67 bc 9,44 c 16,86
S. meliloti semia 116 29,67 a 13,77 ab 13,30 a 18,91
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 30,27 a 14,01ab 12,82 ab 19,03
S. meliloti semia 134 30,03 a 1453a 13,10ab 19,22
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 29,24 a 1456a 12,84ab 18,88
S. meliloti semia 135 27,76 a 13,91 ab 13,90 a 18,52
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 28,38 a 16,94 a 15,02 a 20,12
Médias 28,58 13,53 12,54

Médias seguidas de mesma letra mindscula para tratamentos e maildscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A diminuicdo do teor de PB com o0s cortes esta relacionada com o teor de N
que foi diminuindo na planta, e ndo teve influéncia da idade de maturidade de corte
porque o mesmo foi realizado com 4 semanas de crescimento, sendo considerado
ideal e com 10% do inicio do florescimento das plantas.

Delicet al. (2007) avaliando o efeito de diferentes cepas de S. meliloti em alfafa
encontraram resultados do teor de PB superiores aos obtidos no presente
experimento, sendo que somente no primeiro corte os teores de PB foram superiores
aos relatados pelos autores. A aplicacdo efetiva de cepas de S. meliloti em alfafa
associadas as BPCP mostrou ser importante para o aumento do teor de PB em 19,0
a 42,0% quando comparadas com o controle negativo e positivo, respectivamente.

Bernardi et al. (2013), trabalhando com a mesma cultivar Crioula sob doses de
calcario e gesso agricola encontraram teores de PB superiores aos relatados neste
trabalho, que variaram de 23 a 25%.

A fibra em detergente neutro (FDN) apresentou significancia para a interacao
tratamentos versus cortes (Tabela 10). Na média dos trés cortes os tratamentos
coinoculados foram os que apresentaram menor teor de FDN foram S. meliloti SEMIA
116 + Ab-V5 + Ab-V6, S. meliloti SEMIA 134 + Ab-V5 + Ab-V6 e S. meliloti SEMIA 135
+ Ab-V5 + Ab-V6, exceto no terceiro corte o tratamento SEMIA 116 + Ab-V5 + Ab-V6

demonstrando o efeito positivo das BPCP.
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O conteldo de FDN indica a taxa de ingestdo de matéria seca da alfafa. Quanto
maior o valor de FDN, menor a qualidade da alfafa e o conteddo de nutrientes é

reduzido comprometendo o desempenho dos animais (GASHAW, 2015).

Tabela 10 — Teores de fibra em detergente neutro (%) das plantas de alfafa
inoculadas com Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense

Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos 1° Corte 2° Corte 3°Corte Médias
.............................. % FDN.....oeevieeeeiieeee,
Sem N e sem inoculacéo 47,64 ab 46,17 b 63,60 a 52,47
Com N e sem inoculacédo 4769ab 50,99ab 60,98 ab 53,15
S. meliloti semia 116 46,90ab 51,62ab 57,94 ab 52,15
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 41,74 b 48,72 ab 59,88 ab 50,08
S. meliloti semia 134 50,20 a 52,52a 59,88 ab 54,20
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 43,12 b 4761ab 55,80b 48,85
S. meliloti semia 135 4549ab 50,54ab 57,98 ab 51,34
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 4197 b 4791ab  56,68b 48,85

Médias 45,57 49,51 59,08

Médias seguidas de mesma letra mindscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Bernardi et al. (2013) trabalhando com a mesma cultivar obtiveram valores de
FDN entre 28 a 35%, e Monteiro, Costa e Silveira (1998) relataram valores médios de
42%, sendo estes superiores em qualidade dos resultados encontrados neste
trabalho. A porcentagem de FDN compde a estrutura da parede celular, composta
principalmente de carboidratos estruturais, que sdo de baixa disponibilidade no
processo de digestao (SILVA; QUEIROZ, 2002). Portanto a reducao no teor de FDN
implica em aumento dos constituintes do conteudo celular: carboidratos soliveis,
proteinas e lipideos, os quais apresentam maior disponibilidade.

A fibra em detergente acida (FDA) apresentou significancia para a interacao
tratamentos versus cortes (Tabela 11). A FDA das plantas ndo variou estaticamente
entre os tratamentos no primeiro corte e no segundo a diferenga observada foi para o
tratamento controle negativo em relacdo aos demais. No terceiro corte as plantas
inoculadas apresentaram significativamente menor teor de FDA quando comparadas
com o controle negativo e positivo.

Valores altos de FDA indicam baixa producao de energia, isto €, a qualidade &
reduzida (GASHAW, 2015). Os teores de FDA nos primeiros dois cortes ficaram bem

abaixo do nivel maximo tolerado (entre 24,0 e 35,0%), e o terceiro corte passou um
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ponto percentual (42,0%), mas na média dos trés cortes os teores foram considerados
bons.

Bernardi et al. (2013) trabalhando com a cultivar ‘Crioula’ relatou valores bem
inferiores (entre 24 e 32%) e Monteiro, Costa e Silveira (1998) encontrou valores
médios de 30% de FDA, sendo estes similares aos obtidos no primeiro corte e nos
demais cortes os valores foram superiores. A fracdo de FDA representa a fragao
fibrosa do alimento ou a composicao da parede celular, e esta intimamente ligada a
digestibilidade, uma vez que a lignina é o principal componente quimico da parede
celular das forrageiras (SILVA; QUEIROZ, 2002).

Tabela 11 — Teores de fibra em detergente acida (%) das plantas de alfafa
inoculadas com Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense

Ab-V5 + Ab-V6.
Tratamentos 1° Corte 2° Corte  3° Corte Médias
.............................. %WFDA.......cccvveeeeeeeeee.
Sem N e sem inoculagdo 26,85 a 28,13 b 47,36 a 34,11
Com N e sem inoculacdo 26,50 a 33,19a 43,87 ab 34,52
S. meliloti semia 116 25,93 a 3517a 41,65bc 34,25
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 24,44 a 33,74a 40,39 bc 32,86
S. meliloti semia 134 26,43 a 34,88a 41,91bc 34,41
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 24,74 a 32,85a 40,30 bc 32,63
S. meliloti semia 135 26,18 a 34,70a 41,09 bc 33,99
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 26,06 a 32,46 a 39,96 C 32,83
Médias 25,89 33,14 42,07

Médias seguidas de mesma letra mindscula para tratamentos e maidscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A digestibilidade in vitro na matéria seca (DIVMS) apresentou significancia para
a interacao tratamentos versus cortes (Tabela 12). No primeiro e segundo cortes nao
houve diferengas entre os tratamentos. No terceiro corte os tratamentos inoculados
foram superiores estatisticamente ao controle negativo e positivo, sendo que, a
coinoculagéo S. meliloti SEMIA 135 + Ab-V5 + Ab-V6 apresentou 12,69% maior
digestibilidade quando comparado com controle positivo. Na média dos trés cortes a
digestibilidade variou 67 a 71%, ficando dentro do valor considerado adequado (70%)
por Conrad, Pratt e Hibbs (1964) para uma dieta de ruminantes. Bernardi et al. (2013)
obteve valores de 68 a 71%, sendo estes similares aos encontrados no presente

trabalho.
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A DIVMS da alfafa depende do contetdo de celulose e lignina. Como a lignina
€ virtualmente indigestivel, lignificacdes intensas da parede celular em estagios
avancados de crescimento da alfafa tende a reduzir o coeficiente de DIVMS. No
presente experimento observamos que os tratamentos controle negativo e positivo no

terceiro corte apresentaram menor DIVMS e altos teores de FDN e FDA.

Tabela 12 — Digestibilidade in vitro na MS (%) das plantas de alfafa inoculadas com
Sinorhizobium meliloti e coinoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 + Ab-V6.

Tratamentos 1° Corte  2° Corte 3°Corte Médias
............................. %DIVMS.......oveeeeeeeieeee

Sem N e sem inoculagao 75,40 ab 70,00 a 55,24 c 66,88
Com N e sem inoculacdo 75,97 ab 68,53 a 60,60 b 68,37
S. meliloti semia 116 75,23 ab 69,94a 64,77 ab 69,98
S. meliloti semia 116 + A. brasilense AbV5 + AbV6 76,98 a 70,42 a 66,50 a 71,30
S. meliloti semia 134 71,77 b 70,71 a 65,83 a 69,44
S. meliloti semia 134 + A. brasilense AbV5 + AbV6 75,15 ab 71,19 a 65,53 a 70,62
S. meliloti semia 135 72,85 ab 72,97a 6511ab 70,31
S. meliloti semia 135 + A. brasilense AbV5 + AbV6 7511 ab 70,31 a 68,29 a 71,24
Médias 74,81 70,51 63,98

Médias seguidas de mesma letra minUscula para tratamentos e mailscula para cortes nao
diferem entre si pelo teste t (LSD) (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 CONCLUSOES

A alfafa coinoculada com A. brasilense ndo diferiu das plantas inoculadas
somente com S. meliloti. No entanto, para a maioria das variaveis foi superior ao
tratamento com N e sem inoculagao (controle positivo), ou seja, a coinoculagdo com
bactérias promotoras de crescimento vegetal, promoveram resultados positivos no
desenvolvimento da alfafa, na altura, indice relativo de clorofila, PB, DIVMS, e
principalmente na producdo de MSPA, MSR, e no teor acumulado de N da planta e

suas raizes.
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