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RESUMO

A palma forrageira € uma cultura de extrema importancia para a regiao
semiarida brasileira, no entanto, é cultivada com baixo nivel tecnoldgico, o que reduz
seu potencial produtivo. Neste sentido, uma tecnologia de baixo custo e de grande
sustentabilidade é o emprego de inoculantes contendo bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPSs), pois apresentam potencial de uso na agricultura
como complemento aos fertilizantes quimicos nitrogenados. Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar o papel de BPCPs na morfologia, crescimento e metabolismo
do nitrogénio em duas cultivares de palma forrageira (baiana e doce miuda) sob
diferentes regimes de adubacado nitrogenada em solo do semiarido piauiense. Seis
tratamentos compostos por duas estirpes de Bacillus subtilis (IPACC29 e IPACC26),
duas estirpes de Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38), um inoculante comercial
contendo estirpes de Azospirillum brasilense (AbV5+AbV6) (AB) e um controle sem
inoculacdo foram associados a trés doses de N (0, 50 e 100%). As cultivares
responderam de forma diferenciada a inoculacdo com as BPCPs e as doses de N. A
maioria dos parametros morfométricos foram influenciados apenas pelas doses de
N. Para a cultivar baiana, quando cultivada sob a dose de 50%, a estirpe IPACC29
aumentou a producao de massa fresca (MFC) e seca (MSC) de cladddios e massa
seca total (MST), a estirpe IPACC26 foi destaque em aumentar o teor (TNC) e
acumulo (ANC) de N dos cladddios, a atividade da nitrato redutase nas raizes e a
proteina soltuvel dos cladédios (PSC), a IPACC55 incrementou os teores de aménio
das raizes (NH4*R) e carboidratos soluvel dos cladddios e essa estirpe juntamente
com a IPACC38 foi eficiente em aumentar o N-aminossolUveis das raizes
(NaminoR). Para a doce miuda, na dose de 50%, a IPACC38 foi destaque em
aumentar a MFC, MSC e MST, as estirpes IPACC29 e AB foram eficientes em
incrementar o TNC, ANC, NH4*R e PSC, todas as inoculagbes aumentaram os
teores de NaminoR e a proteina soluvel das raizes e as estirpes IPACC38 e AB
aumentaram o teor de nitrato dos cladodios. Esses resultados sugerem que as
estirpes IPACC26, IPACC29 e IPACC55 apresentam potencial de uso como

inoculantes na cultura da palma forrageira.

Palavras-chave: Nopalea cochenillifera Salm Dyck, Bacillus subtilis, Paenibacillus
sp., fixacéo bioldgica de nitrogénio, Inoculante.



ABSTRACT

Cactus pear is an extremely important crop for the Brazilian semi-arid region,
however, it is cultivated with a low technological level, which reduces its productive
potential. In this sense, a low-cost and highly sustainable technology is the use of
inoculants containing plant growth-promoting bacteria (PGPB), as they have potential
for use in agriculture as a complement to chemical nitrogen fertilizers. Thus, this
study aimed to evaluate the role of PGPB in the morphology, growth and nitrogen
metabolism of two cactus cultivars (baiana and doce) under different nitrogen
fertilization regimes in semi-arid soil in Piaui. Six treatments composed of two strains
of Bacillus subtilis (IPACC29 and IPACC26), two strains of Paenibacillus sp.
(IPACC55 and IPACC38), a commercial inoculant containing strains of Azospirillum
brasilense (AbV5+AbV6) (AB) and a control withoutinoculation were associated with
three doses of N (0, 50 and 100%). The cultivars responded differently to inoculation
with PGPB and N doses. Most morphometric parameters were influenced only by N
doses. For the baiana cultivar, when cultivated at a dose of 50%, the IPACC29 strain
increased production of fresh (CFM) and dry mass (CDM) of cladodes and total dry
mass (TDM), the IPACC26 strain was highlighted in increasing the content (NCC)
and accumulation (NAC) of N of cladodes, the activity of nitrate reductase in roots
and the soluble protein of cladodes (CSP), IPACC55 increased the ammonium
content of roots (RNH4*) and soluble carbohydrates of cladodes and this strain
together with IPACC38 was efficient in increasing N-aminosolubles of roots
(RNamino). For the doce cultivar, at a dose of 50%, IPACC38 stood out in increasing
CFM, CDMand TDM, the IPACC29 and AB strains were efficientin increasing NCC,
NAC, RNH4* and CSP, all inoculations increased the levels of RNamino and the
soluble root protein and strains IPACC38 and AB increased the nitrate content of
cladodes. These results suggest that the strains IPACC26, IPACC29 and IPACC55

have potential for use as inoculants in cactus pear cultivation.

Keywords: Nopalea cochenillifera Salm Dyck, Bacillus subtilis, Paenibacillus sp.,
Biological nitrogen fixation, Inoculant.
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1 INTRODUCAO

O semiarido brasileiro apresenta grande variabilidade pluviométrica, com
chuvas pouco distribuidas no espaco e no tempo, de altas intensidades e curta
duracdo (Silva et al., 2020). Essa irregularidade pluviométrica, além de outros
fatores, pode causar sérios prejuizos ao setor agropecuario, comprometendo a
criacdo de rebanhos, a producédo de alimentos e a populagdo em geral. Neste
cenario, a palma forrageira € um excelente recurso forrageiro, pois tolera episodios
prolongados de seca e tem elevada eficacia na utilizacdo da &gua em raz&o de seus
atributos morfofisiol6gicos em situacfes de estresse hidrico. Essa forrageira possui o
Metabolismo Acido Crassulaceo (CAM), tornando-a uma das plantas mais
adaptadas as condi¢des aridas (Edvan et al., 2020).

As principais espécies de palma forrageira cultivadas no semiarido do
Nordeste brasileiro sdo Opuntia ficus indica Mill e Nopalea cochenillifera Salm Dyck.
Dentro dessa segunda espécie, ganham destaque as cultivares baiana e doce
miluda, em razdo a sua tolerancia a cochonilha do Carmim (Dactylopius opuntiae),
uma importante praga que acomete a cultura, assim como sua significativa
relevancia como insumo para fabricar alimentos e fonte de agua para os ruminantes,
especialmente durante o periodo de seca (Barbosa et al., 2018). Apesar da
adaptacao da palma forrageira as condi¢gfes semidridas, a sua produtividade ainda é
baixa frente a aptiddo da cultura, o que €é atribuido ao baixo nivel tecnoldgico
adotado (Carvalho et al., 2017). Neste sentido, uma tecnologia de baixo custo e de
grande sustentabilidade, que pode contribuir para nutricdo, desenvolvimento e
produtividade dessa forrageira, € o emprego de inoculantes contendo bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCPs).

As BPCPs sdo microrganismos de vida livre, associativas e/ou simbidticas
gue habitam na rizosfera do vegetal, estimulando o crescimento das plantas através
da modulacao de diferentes processos (Puri et al., 2020). Algumas dessas bactérias,
além de mediar a fixacdo bioldgica de N2 e solubilizacdo de fosfatos inorganicos,
podem sintetizar fitohormoénios e antibidticos e estimular nas plantas a atividade de
enzimas de defesa contra estresses e todos esses fatores podem resultar em

incrementos no crescimento, nutricdo e produtividade de diversas culturas (Oliveira-
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Longatti et al., 2014; Costa et al., 2015; Fukami et al., 2017; Silva et al., 2021a;
Aquino etal., 2021; 2022).

O emprego de BPCPs pode constituir um importante elo na agricultura como
complemento aos adubos quimicos (Masood et al., 2020), especialmente o
nitrogénio (N), elemento requerido em maior quantidade pela maioria dos vegetais.
Assim, a associacdo da adubacdo nitrogenada com BPCPs tém sido bastante
relatada na literatura (Aquino et al., 2019; 2021; 2022), visando reduzir o uso de
fertilizantes nitrogenados, que, além do alto custo, podem provocar contaminacgéo do
ambiente quando mal manejados (Guo et al., 2022).

Estirpes dos géneros Azospirillium, Bacillus e Paenibacillus s&o comumente
citados na literatura como BPCPs (Pathania et al., 2023; Liu et al., 2023a; Ribeiro et
al., 2022). Membros desses géneros sdo importantes promotores do crescimento de
planta, além de alguns defenderem os vegetais contra fitopatdégenos, influenciando
de forma positiva o crescimento e o desenvolvimento vegetal (Aquino et al., 2019;
2021; Patowary, Deka, 2020; Ozfidan-Konakci et al., 2023; Paravar et al., 2023).
Contudo, ainda n&o ha relatos dos beneficios da inoculacdo de estirpes desses
géneros na cultura da palma forrageira.

A hipotese estabelecida para esse trabalho foi que estirpes de BPCPs dos
géneros Azospirillium, Bacillus e Paenibacillus, associadas & adubagéo nitrogenada,
favorecem o crescimento e o metabolismo do nitrogénio de cultivares de palma
forrageira (Nopalea cochenillifera) em solo de regido semiarida. O objetivo deste
estudo foi avaliar o papel de BPCPs na morfologia, crescimento e metabolismo do
nitrogénio de cultivares de palma forrageira sob diferentes regimes de adubacéo
nitrogenada em solo do semiarido piauiense.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Semiéarido brasileiro

A regido semiarida brasileira é representada por temporadas pequenas e
aperiodicas de precipitacdes, elevada evapotranspiracdo e elevada temperatura,
sendo a regido mais superpovoada do pais, com cerca de 27 milhdes de pessoas
(Medeiros et al., 2023). Essa regido ocupa cerca de 12% do territério nacional, com
a maior parte situada no Nordeste do pais, abarcando 1.262 municipios, dos estados
do Maranhd&o, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia e Minas Gerais (da regido Sudeste) (Sudene, 2017).

O semiarido brasileiro apresenta uma extensa exploracdo dos seus recursos,
0 que o deixa exposto a intensa atividade antrépica, desde a coloniza¢do, mas com
maior intensidade apds a década de 1970, resultando em cenarios com extrema
alteracdo, no clima e na paisagem natural, principalmente, vinculados ao
extrativismo, manejo agricola improprio e sobrepastoreio, os modificadores basais
que alteram a vegetagao nativa dessa regiao (Silva et al., 2021b).

A pecuaria constitui-se de uma das fundamentais praticas econdémicas do
territério do Nordeste brasileiro (Macédo et al., 2020). No entanto, existe um grande
problema em se assegurar a nutricdo dos animais com o passar das temporadas,
em razdo as caracteristicas edafoclimaticas dessa regido (Lima et al., 2010),
especialmente em areas inseridas dentro da regido semiarida.

As culturas presentes no semiarido apresentam, na sua maior parte,
metabolismos fotossintéticos Cs e Ca, que proporcionam produtividade limitada nas
situacdes de caréncia de agua, onde as plantas CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas) recebem evidéncia (Silva et al., 2015). Pois, as espécies CAM fecham
os estdmatos no decorrer do dia para impedir a perda de 4gua, porém abrem o0s
estbmatos e fixam CO2 durante a noite, pois as taxas de evapotranspiracdo séo
pequenas, desse modo, essas plantas melhoram a eficacia da utilizacdo da agua em
situacdes de estresse hidrico (Wang et al., 2022a). Dentre as culturas de
metabolismo CAM, a de maxima evidéncia e mais numerosas nas areas semiaridas

sao as cactaceas e estas culturas ttm como evidéncia a particularidade xeréfila, que


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/evapotranspiration
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proporciona maxima resisténcia em situacdes de caréncia de agua, elevada
temperatura e solos de pequena fertilidade (Pereira et al., 2015).

Nesse sentido, o futuro dos cultivos no semiarido esta sujeito ao manuseio
sustentavel dos agroecossistemas baseados na utilizacéo de plantios apropriados as
suas situacbes. A exploracdo de plantas mais adaptadas as condi¢cdes de
adversidade do semiarido se torna uma alternativa viavel, contribuindo assim, para o

fornecimento de forragem de qualidade para os animais (Oliveira et al., 2010).

2.2 Histérico e importancia da palma forrageira

7

A palma forrageira é uma cactacea exoética, originou-se no México, de
procedéncia natural de modo silvestre. No entanto, evidéncias apontam que a
mesma ocorre em varios locais do planeta, sendo avaliada como uma cultura
cosmopolita, ja que ha explanacdes de sua procedéncia desde as colinas do Peru, a
mais de 4.500 metros de altitude, até em lugares aridos bem como em diversos
locais da Africa e do Oriente Médio, em que as temperaturas durante o dia excedem
0s 50°C (Macédo et al., 2020).

Desde o tempo pré-hispanico a palma forrageira é usada pelos seres
humanos no México, onde ocupava um local de relevancia na economia agrondémica
do Império Asteca. Ainda nesse periodo era corriqueira a utilizacdo da fruta da
palma na nutricdo humana. Apds as atividades colonialistas, o fruto passou a ser
degustado no Sul da Italia e na ilha da Sicilia (Gois et al., 2013).

A palma forrageira foi inserida no Brasil aproximadamente no século XVIII,
levada pelos colonizadores de Portugal, apresentando como principal finalidade a
fabricacdo do corante carmim, empregado no tempo pela industria téxtil (Rocha,
2012). Atualmente, vem sendo cultivada no Nordeste e usada como alimento para
0s ruminantes, entretanto, essa planta € utilizada a nivel global com varios
designios, como por exemplo, preservacdo do solo, ornamentacdo e alimento
humano (Leite et al., 2018a). Na medicina comum, h& informacdes para finalidades
antitlcera, cicatrizante e diurético (Albuquerque et al., 2023).

A palma forrageira € um alimento que oferece 6tima palatabilidade, rica em

aminodcidos, vitaminas, minerais, relevante fonte energética, proporciona pequena
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porcentagem de componentes da parede celular e grande grau de digestibilidade de
matéria seca, sendo um complemento de alimento de elevada capacidade para
nutricdo dos ruminantes (Rocha et al., 2020; Fernandes, 2014). Independentemente
do género proporciona pequenos niveis de matéria seca (11,69 + 2,56%), proteina
bruta (4,81 £ 1,16%), fibra em detergente neutro (26,79 = 5,07%) e fibra em
detergente acido (18,85 + 3,17%), todavia, proporciona bons niveis de carboidratos
totais (81,12 + 5,9%), carboidratos nao-fibrosos (58,55 = 8,13%), carboidratos néao-
estruturais (47,9 + 1,9) e matéria mineral (12,04 £+ 4,7%) (Paulino, 2013).

Em razéo aos pequenos teores de fibra em detergente neutro e proteina bruta
nessa cactacea, é imprescindivel a aplicacdo de fontes de fibra bastante eficientes,
com o intuito de ultrapassar essa restricdo (Cardoso et al., 2019). Em razéo disso, a
tatica nutricional de combinar a palma forrageira aos outros elementos na
alimentagdo enriquece a ingestdo de fibra, ampliando a ingestdo eficaz dos
nutrientes, sendo capaz de cooperar em até 40 a 50% da matéria seca da
alimentacdo dos animais (Galvao Junior et al., 2014).

Essa forrageira possui metabolismo acido das crassulaceas (CAM), o que faz
com que a planta seja uma das mais adaptadas as condi¢fes aridas, pois esta
ferramenta infere numa maior eficiéncia na utilizacdo da agua (Dubeux Janior et al.,
2021). No entanto, quando sujeitas a extensos tempos de seca, acontecem
modificacdes fisioldgicas, como diminuicdo da fotossintese do cladédio em razdo a
reducao do contetdo hidrico, diminuicdo da grossura do parénquima e danos nos
pigmentos fotossintéticos, fazendo-se a irrigacédo propicia em lugares predispostas a
temporadas de seca (Campos et al. 2021).

Assim, a ampla heterogeneidade de empregos e utilidades da palma
forrageira mostra a variabilidade desse vegetal, que embora seja cultivada no
semiarido para alimento dos animais, ndo tem sua capacidade analisada
inteiramente. Tudo isso ocasiona a falta de uso de 6timas possibilidades para o
melhoramento dos niveis sociais e econémicos, por meio da criacdo de postos de
trabalho, ganho, oferta de comidas e conservacdo do ambiente (Chiacchio et al.,
2006).

Desse modo, o conhecimento dos métodos de cultivo dessa forrageira pode
proporcionar importante ajuda na concepg¢ao do manuseio dessa relevante cultura
usada pelos fazendeiros do semiarido do Brasil. Assim, sera possivel encontrar

estratégias e orientar taticas e demandas de analises a serem efetuados, ideias e
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programas de desenvolvimento agrondmico, aspirando conseguir, de modo

sustentavel, todo o potencial produtivo dessa cactacea (Leite et al., 2014).

2.3 Caracterizacao botanica e morfologica de palma forrageira

7

A palma forrageira é classificada na Divisdo: Embryophyta, Sub-divisao:
Angiospermea, Classe: Dicotyledoneae, Sub-classe: Archiclamideae, Ordem:
Opuntiales e familia: Cactaceae (SILVA; SANTOS, 2006). Nessa familia, séo
achados proximo de 130 géneros e 1.500-1.870 espécies destacadas por suas
adaptacdes fantasticas a lugares com restricdo hidrica (Agostini-Costa, 2022).

A palma forrageira € uma planta xerdéfita, suculenta, perene, seu caule é
segmentado em articulos, que compdem os cladddios, onde esses podem ser
colunares ou globosos, cilindricos e planos, sendo definidos em priméarios ou
secundarios. Conforme seu arranjo sobre o desenvolvimento, os cladddios podem
possuir espinhos bem modificaveis nos tamanhos, arranjo, formato e cor, agrupados
em um local deprimido ou acentuado, que compde a aréola, nas quais se formam
flores, espinhos ramos e folhas (Necchi, 2011). O fruto € uma baga que altera em
forma, dimensao e coloracado, apresentando um numero consistente de sementes
rigidas, possuindo elevado contetdo de aglcar e pouca acidez (Issami et al., 2024).

Essas plantas formam raizes bem desenvolvidas, com reparticdo alterando
com o tipo de solo e manuseio adotado, mas com dominancia de raizes superficiais
gue sustenta a amplos tempos de seca e geralmente alcancam a grande
profundidade de 30 cm (Marques et al., 2017).

Determinados géneros, como Opuntia e Nopalea, foram domesticados no
passado e sdo usados pelos homens tanto para sua nutricdo como também dos
animais, apresentando-se como 0s géneros mais produtivos desta cultura
(Dubeux Janior et al., 2021). Dentre as espécies produtivas da palma forrageira
podemos citar a Nopalea cochenillifera Salm Dyck, que ganham destaque as
cultivares baiana e doce miuda.

A cultivar baiana tem habito de crescimento vertical, possuindo cladddios de
tamanho mediano, largura pequena, formato eliptico mediano, espessura grauda, de

cor verde-amarelada, contendo cinco aréolas na fila do centro, coloracdo cinza,
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alterando de 0 a 4 espinhos por aréola (Voltolini et al., 2022). Apresenta G6tima
produtividade, rica em carboidratos, apresenta baixa tolerancia a seca em relagéo a
palma gigante (Opuntia-ficus indica Mill), entretanto apresenta resisténcia a
cochonilha-do-carmim (Senar, 2018).

Ja a cultivar doce miuda exibe cladddios reduzidos e pequenos, formato
eliptico mediano, espessura estreita, cor verde-mediana, com quatro aréolas na fila
do centro e de coloracao cinza, alterando de 0 a 3 espinhos por aréola (Voltolini et
al., 2022). As flores séo de coloragéo vermelha e sua corola continua meio fechada
no decorrer do ciclo, o fruto é em forma de baga e de cor roxa. E bastante nutritiva e
apreciada pelo gado (palatavel), entretanto proporciona baixa resisténcia a seca,

mas proporciona resisténcia a cochonilha do carmim (Galvao Junior et al., 2014).

2.4 Bactérias promotoras do crescimento de plantas

O uso exagerado de adubos e pesticidas comprometem a seguranca
agrondémica e ambiental. A utilizacdo demasiada, por exemplo, de adubos quimicos
nitrogenados e fosfatados induz a poluicdo da agua, prejudicando intimamente a
salde das pessoas e o0 desenvolvimento vegetal (Sun etal., 2023). O solo saudavel
€ muito importante para o desenvolvimento vegetal, com os microrganismos
exercendo um papel essencial como individuos naturais da terra, participando
efetivamente na ciclagem de elementos, aprimorando as populagdes microbianas e
garantindo uma estrutura adequada. Portanto, o emprego adequado desses
microrganismos nas lavouras aparece como uma opg¢ao econdmica, ambientalmente
correta e eficaz aos adubos quimicos (Li et al., 2024).

Assim, a utlizacdo de insumos biologicos, visando melhorar o
desenvolvimento, nutricdo e produtividade das culturas, representa uma importante
estratégia, tanto em termos econdmicos, como ambientais. Dentre os grupos de
microrganismos que podem ser usados na composicao desses insumos, tém-se as
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs). As BPCPs podem ocorrer
livremente no solo, associadas aos vegetais e/ou ser endofiticas, colonizando os
tecidos internos das plantas. Essas bactérias sdo capazes de estimular o

crescimento vegetal através de diferentes processos e sua utilizacdo na agricultura
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sustentavel tem recebido muita atencéo nos ultimos anos em razéo aos seus efeitos
favoraveis no solo e na produtividade das plantas (Ramakrishna et al., 2019).

Essas bactérias podem incrementar o crescimento vegetal de modo direto
e/ou indireto. Dentre os mecanismos de acédo direta, destaca-se a fixacdo bioldgica
de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes minerais (fésforo, potassio e outros
minerais), ampliando a disponibilidade de nutrientes para as culturas, e a sintese de
fitohorménios (citocininas, etileno, auxina e acido indol acético) (Liu et al., 2023a;
Wei et al., 2023; Solouki, et al., 2023; Costa et al., 2015). Os mecanismos de acao
indireta incluem a producdo de antibiéticos, diminuindo os efeitos inibitorios de
diversos fitopatbgenos no desenvolvimento da cultura, e a sintese de enzimas
envolvidas na atenuacdo dos efeitos do estresse abidticos, entre outros (Collado-
Gonzélez et al., 2023; Emmanuel, Babalola, 2020; Silva et al., 2021a).

Conforme Martinez-Viveros et al. (2010), as BPCPs exibem variagfes em sua
relacdo com as células do sistema radicular do vegetal, onde podem ser agrupadas
como BPCPs extracelulares ou intracelulares. No primeiro caso, elas se localizam
tanto narizosfera como em lugares entre as células do cortex da raiz. Ja no segundo
caso, estas sao encontradas comumente em ambientes exclusivos no interior
dessas células. Alguns dos importantes géneros bacterianos mais usados nos
estudos das BPCPs, como o Azospirillum e o Bacillus, estdo dentro do grupo de
bactérias de crescimento extracelular de plantas (Gray; Smith, 2005).

A informacédo da pluralidade de microrganismos relacionados ao vegetal é de
grande relevancia, ja que possibilita a concepcéao do seu desempenho ecolégico e
com potencialidade para utilizacdo biotecnolégica agricola (Roriz et al., 2023).
Assim, dentre os géneros fundamentais com potencialidade de promocédo do
crescimento vegetal podemos citar Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter,
Microbacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas e Azospirillum
(Arfaoui et al., 2018; Lopes et al., 2016; Roriz et al., 2023; Temesgen et al., 2019;
Pathania et al., 2023).

2.4.1 Fixacdao biolégica de nitrogénio

O nitrogénio (N) é um nutriente importante para 0 crescimento e

desenvolvimento vegetal, participando da composicao de diversos compostos como
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proteinas, acidos nucléicos, pigmentos fotossintéticos, dentre outros processos.
Embora o N esteja presente em grande quantidade na atmosfera, os vegetais nao
conseguem absorver de forma direta o N2 do ar, mas somente na forma de amonio
ou nitrato (Ahmed et al., 2023).

Varios microrganismos exercem distintas funcdes relevantes no solo e uma
dessas funcgbes € a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). No processo FBN os
microrganismos possuem a enzima nitrogenase, que € eficaz para o rompimento da
tripla ligagdo da molécula N2, modificando o N em formas disponiveis para as
plantas (Moreira; Siqueira, 2006). Esses organismos sdo chamados de diazotroéficos,
podendo ser de vida livre, ligados as plantas ou até mesmo estar em interagdo com
as leguminosas, sendo o seu estudo de grande relevancia, em razdo a sua
colaboracéo para o suprimento de N a varios ambientes, sejam manejados ou ndo
(Moreira et al., 2010). A FBN exerce uma funcao relevante na preservacao dos
ecossistemas e na instalacdo de uma estabilidade ecolégica de nitrogénio,
proporcionando diversos beneficios, bem como seguranca, eficacia e omissdo de
contaminacao subsidiaria (Zhang et al., 2023).

Algumas BPCPs tem a habilidade de fixar o N da atmosfera e disponibiliza-los
para 0s vegetais por dois meios simbioticos e ndo-simbidticos O primeiro € uma
associacao mutualistica entre a bactéria e o vegetal, em que o procarioto adentra na
raiz e, posteriormente, forma nédulos, onde acontece a FBN (Ahemad; Kibret, 2014),
podendo ser dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Azorhizobium, entre outros (Etesami, 2022). O segundo, sdo os denominados
diazotroficos de vida livre que interage com plantas ndo-leguminosas e podem ser
dos géneros: Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia,
Diazotrophicus, Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas, dentre outros
(Bhattacharyya; Jha, 2011). A fixacdo simbidtica de N faz parte de uma interacao
mutualistica, onde os vegetais ofertam carbono as bactérias e em compensacao
elas fornecem nitrogénio fixo, e isso estar sujeito aos circuitos reguladores
complexos entre os dois companheiros (Mus; Wu, 2023).

A contribuicdo da fixacdo de N2 de vida livre (FNVL) na terra é comumente
restringida pela acessibilidade de carbono (C), jA que os processos bioldgicos de
fixacdo de N gastam bastante energia (Zuberer, 2021). Os microrganismos de vida
livre adquirem energia dos compostos organicos e padece com alteracbes do meio

ambiente (Smercina et al., 2019). Outro fator relevante da FNVL é a acessibilidade
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de N, onde em locais abundantes em N, a FNVL é limitada e os microrganismos nao
atuam nesse processo (Dynarski; Houlton, 2018). Assim, as acessibilidades de C e
N, como também a estequiometria do substrato (relacdo C:N), definem a
contribuicdo da FNVL (Wang et al., 2023). Desse modo, o estudo das bactérias
fixadoras de N2 é de extrema importancia, em razao a sua cooperacao na ciclagem
de nutrientes do solo e para garantir o desenvolvimento dos vegetais como também

a qualidade do solo (Liang et al., 2023).

2.4.2 Geénero Bacillus

7

O género Bacillus € um dos grupos bacterianos mais universais, recebeu
popularidade nos ultimos tempos devido a sua grande variabilidade fenotipica e
diversidade, abrangendo atualmente 268 espécies e 7 subespécies (Becerra et al.,
2022). Com fundamento nos atributos morfologicos e fisiolégicos, as bactérias
presentes neste género sdo relatadas em formato de bastonete, gram-positivas,
aerdbicas ou anaerobicas facultativas e catalase-positivas, em razdo a sua vasta
habilidade fisiol6gica e habilidade de produzir enddsporos, sendo assim tolerantes a
situacOes de adversidade no meio ambiente e ubiquo em uma grande multiplicidade
de locais, abrangendo o solo (Miljakovi¢ et al., 2020).

Espécies desse género sdo aptas para se desenvolver com eficiéncia
utilizando fontes de carbono de baixo peso e secretar uma multiplicidade de
conteudos benéficos, que sao largamente usadas nas industrias agronémica,
alimenticia, ambiental e farmacéutica. No mais, esse género apresenta seguranca
com um fundamento genético levemente simples, que dirige a produtividade
industrial de metabdlitos (Qian et al., 2023).

Membros desse género sao empregados como biofertilizantes e
fitoestimulantes em razdo a sua habilidade promotora do crescimento de vegetais,
operando no biocontrole, competente para eliminar a maior parte dos
microrganismos patogénicos dos vegetais, possuindo estirpes Uteis das espécies B.
amyloliguefaciens, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. subtilis,
B. thuringiensis e B. velezensis, as quais estdo incluidas nos preparos comerciais e

disseminadas como inoculantes em diversos mercados (Etesami et al., 2023). Desse
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modo, € imprescindivel que a rizosfera dos vegetais seja capaz de selecionar essas
bactérias para virtualmente aperfeicoar o desenvolvimento, a protecao e a producao

das culturas (Araujo et al., 2023).

2.4.3 Geénero Paenibacillus

A familia Paenibacillaceae compreende 16 géneros e dentro dela o género
Paenibacillus é o mais variado, que abarca 277 espécies conhecidas. Esse género é
adaptado a diversos locais, mas uma grande variedade de espécies relevantes esta
distribuida nos solos, constantemente associadas ao sistema radicular dos vegetais
(Ribeiro et al., 2022). Espécies desse género produzem enddsporos, possuindo
formato de bastonete, aerdbias ou facultativamente anaerébicas, com propriedades
gram-positivas, gram-negativas ou gram-variaveis (Cho et al., 2020).

O nome Paenibacillus é proveniente do advérbio latino paene, que quer dizer
guase; quase um Bacilo, onde no ano de 1997, uma reforma sugerida relatou
Paenibacillus como apresentando seguimentos de 16S rDNA com mais de 89,6% de
similaridade com o Bacillus, estando mével através de flagelos peritriquios, ademais,
partilham os atributos principais conferidos ao género Bacillus (Grady et al., 2016).

Paenibacillus foi descoberto e esta expandindo ligeiramente, pois diversas
bactérias ligadas a esse género evidenciaram ser relevantes para a agronomia
(PHAM et al., 2017). Em relacdo a isso, algumas espécies desse género tém
distintas caracteristicas benéficas como a producédo de fithormbnios e antibidticos,
solubilizacdo de nutrientes e fixacdo bioldgica de nitrogénio, além do mais, tem a
habilidade de sintetizar enzimas modificadoras da lignocelulose e pode ser analisado
como uma Otima opcdo para a fabricacdo de biocombustiveis (Fallahzadeh-
Mamaghani et al., 2021).

E importante citar a espécie Paenibacillus polymyxa, pois estirpes dessa
espécie podem sintetizar metabdlitos secundarios notadamente multiplos para
ultrapassar problemas e tem se apresentado préspero na intervencdo de uma
multiplicidade de adversidades das industrias alimenticias, agrondmicas e
farmacéuticas, ponderado para secretar uma diversidade de conteudos bioativos

beneficentes, contendo polimixinas antibidticas, fusaricidinas e polipeptideos,
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portanto, uma opcéo favoravel para incrementar a fertilidade do solo e biocontrole
agricola (Daud et al., 2019).

2.4.4 Género Azospirillum

O género Azospirillum faz parte da familia Rhodospirilaceae, que € formada
especialmente por géneros aquaticos, entretanto, esse género, € composto
especialmente por microrganismos terrestres que coevoluiram com 0s vegetais
vasculares (Rodrigues et al., 2022). As espécies desse género estdo largamente
disseminadas, principalmente em solos de climas tropicais, subtropicais e
temperadas e no sistema radicular de cereais, onde a maior parte dos individuos do
género Azospirillum sdo bactérias gram-negativas, em formato de bastonete ou
espiral e ndo produzem esporos (Wu et al., 2021). Ademais, as estirpes desse
género associadas aos vegetais sdo de grande importancia, pois atuam como um
probidtico, aperfeicoando o bem-estar de seus hospedeiros (Maroniche etal., 2017).

Incluso no grupo de BPCPs, o género Azospirillum é um dos mais analisados
e empregados para fabricagao de inoculantes no mundo, devido a sua habilidade de
fixar o nitrogénio presente no ar e influenciar o crescimento e o desenvolvimento
vegetal. Varias espécies plantas submetidas a inoculagdo com essas bactérias tem
sido estudadas, em experimentos conduzidos tanto em estufa como em campo
(Santos et al., 2022).

Esse género é um dos grupos que tem a habilidade de se agregar com cerca
de 113 espécies de plantas, disseminadas em 35 familias botanicas, abarcando 14
espécies de gramineas (Pereg et al., 2016), sendo vendido como inoculante em
varios lugares, como Argentina, México, india, Italia, Franca e Brasil (Bashan; De-
Bashan, 2010). Além disso, no Brasil as estirpes de Azospirillum brasilense
(AbV5+AbV6) sdo as mais usadas para fabricacdo de inoculantes comerciais, onde
o0 mesmo é produzido em turfa ou em forma liquida (Lima-Tendrio et al., 2023).
Desse modo, os feedbacks beneficentes consistentes tornam as bactérias desse
género um biofertilizante vastamente empregado, o que pode auxiliar a reduzir a

utilizacdo de adubos quimicos (Asiloglu et al., 2020).
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2.5 Adubacao nitrogenada na palma forrageira

O nitrogénio (N) € um nutriente requerido em grande quantidade pelos
vegetais, por ser fundamental no metabolismo, bem como na composi¢éo de acidos
nucléicos, fitohormonios, clorofila, proteinas e coenzimas, e sua aplicacdo em
cultivos agricolas é um dos principais fomentadores de produtividade (Hawkesford et
al., 2023). No entanto, em razdo das acdes pedogénicas, os solos do semiarido do
Nordeste apresentam pequenos teores de matéria organica e, por conseguinte,
pequena disponibilidade de nitrogénio para os vegetais (Cunha etal., 2012). Assim,
em solos dessa regido geralmente sao aplicadas elevadas doses de N para alcancar
altas produtividades das lavouras.

A palma forrageira responde de forma positiva a fertilizagdo mineral,
independentemente da cultivar empregada, onde seus resultados estéo relacionados
com aumento da area foliar e de matéria seca, com representacdes positivas no
desenvolvimento vegetal e produtividade, sendo observadas respostas semelhantes
em plantios adensados e com fertilizacdo organica agregadas com fertilizantes
guimicos, tendo como elementos mais retirados pela cultura o N, P, K e Ca
(Magalhaes, 2021).

A palma forrageira pode alcancar elevadas produtividades de massa
forrageira por unidade de area, chegando a alcancar 600 toneladas de massa verde,
0 que explica o requerimento de elevadas doses de fertilizantes, especialmente os
nitrogenados (Dubeux Junior et al., 2010). De acordo com Prado e Leal (2006), a
deficiéncia de N na palma forrageira pode resultar em menor nimero de cladédios,
area foliar reduzida, além da reducéo da altura e do diametro. Desta forma, O N é
um elemento relevante para a produtividade das culturas de interesse agrondémico,
porém um fator restritvo em cultivos com vieis mais sustentaveis, e como
consequéncia, os adubos nitrogenados sdo comumente utilizados para incrementar
a produtividade das culturas (Zhu et al., 2023).

Cunha et al. (2012), ao avaliarem trés doses de N (100, 200 e 300 kg ha'l) e
um controle (sem fertilizacdo nitrogenada), em estudo com a cultivar doce miuda,
néao constataram diferencas significativas da fertilizacdo com N para a maioria dos

atributos morfologicos. Entretanto, foi observado efeito linear e positivo no nimero
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de cladddios, com numeros que alteravam de 27,7 a 36,1 cladodios, para falta de
fertilizacdo e para a dose de 300 kg ha' de N, de forma respectiva. Leite et al.
(2018b) ao analisar a cultivar doce mitda aos 730 dias posteriormente ao plantio em
forma de sequeiro, observou que com o incremento das doses de N até 600 kg ha!
ndo amplia a maioria dos atributos morfolégicos e nem a produtividade de matéria
seca da mesma.

Lima et al. (2020) para determinar a area de cladodio e o fator de correcao de
cultivares de palma forrageira, por distintos artificios, sob fertirrigacdo nitrogenada
em regido semiarida, usaram duas laminas de irrigacdo (100 e 25% da ETo), duas
doses de N (0 e 600 kg ha'! de N) e trés cultivares de palma (orelha de elefante
mexicana, IPA-sertania e doce miuda). Os autores verificaram que a lamina de
irrigacdo de 100% da ETo agregada a dosagem de N de 600 kg ha! possibilitou as
maximas areas de cladddios dessas cultivares.

Costa (2018), ao analisar as cultivares baiana e orelha de elefante mexicana,
observo que o0s maiores teores de massa seca (MS), com valores de 15,44 e
12,01%, foram adquiridos com as doses de 425 e 350 kg ha?'l de N,
respectivamente, constituindo aumentos de 47 e 51% em analogia aos teores de
8,22 e 5,88% de MS adquiridos na dose de 0 kg ha'! de N.

Conforme Silva (2017), o incremento da lamina de irrigagcdo destacou,
significativamente, a massa verde de cladddios da cultivar orelha de elefante nas
seguintes dosagens de 0; 150; 300; 450 e 600 kg de N ha-1, constituindo o0 maximo
resultado adquirido na lamina de 125% da ETo, representando de 2705,97; 2761,19;
3119,82; 3773,59 e 4036, 16 g de massa verde, respectivamente. Desse modo, a
irrigacdo associada com a adubacao nitrogenada € de grande relevancia para o
cultivo da palma forrageira em regido semiérida.

Avaliando a produtividade de trés cultivares de palma forrageira aos 360 dias
apos o plantio, foi observado que os mesmos apresentaram efeito quadratico, sendo
a maior produtividade adquirida com 284,5; 309,2 e 226,2 kg ha! de N utilizado via
fertirrigacdo, representando uma produtividade de 567; 432 e 303,8 t ha', de forma
respectiva, para a orelha de elefante, baiana e doce mitda (Borges, 2018). Portanto,
a aplicacdo desse nutriente no plantio da palma forrageira € uma relevante tatica

para que essa cultura mostre todo o seu potencial produtivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das estirpes e obtencédo dos inoculantes

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas duas estirpes de Bacillus subtilis
(IPACC29 e IPACC26) e duas estirpes de Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38),
as quais foram obtidas de tecidos (desinfetados superficialmente) de cana-de-acucar
e identificadas por Antunes etal. (2017). As estirpes foram selecionadas em funcéo
da sua capacidade de atuar em diferentes processos bioldgicos (producéo de acido
indol-3-acético e fixagdo de N2 em vida livre), além de promover o crescimento do
milho e sorgo em condi¢cdes de casa de vegetacdo (Aquino et al., 2019; 2021) e
campo (Aquino et al., 2022).

Antecedendo a instalacdo do experimento, as estirpes foram reativadas e
verificadas quanto a pureza em meio Agar Triptona de Soja (TSA) a 25%. Para o
preparo dos inoculantes, as quatro estirpes foram crescidas, individualmente, em
frascos Erlenmeyers contendo 50 mL de meio liquido (TSB — Caldo Triptona de
Soja) e incubadas em agitador rotatério tipo shaker (110 rpm) por 72 h, até turvagao
do meio de cultura.

Para determinacdo da densidade da populacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio de vida livre previamente existente no solo, foram realizados
experimentos de diluicbes seriadas em meio de cultura semissolido NFB (Ddbereiner
et al., 1995). Inicialmente, 10 gramas de solo foram diluidas em 90 mL de soluc¢éo
salina (0,85%) estéril e agitados (125 rpm) por 30 minutos. Posteriormente, foram
realizadas diluicGes seriadas decimais (102 a 10°7), com cinco repeticdes, para
inoculacdo de aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo em frascos contendo 10 mL do
meio de cultura. O numero mais provavel (NMP) foi estimado de acordo com a
presencga e auséncia de crescimento nas diferentes dilui¢des, utilizando-se a tabela
de McCrady, conforme descrito por Ddbereiner et al. (1995). O resultado do NMP foi

de 300 unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de solo.
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3.2 Localizacao, instalacdo e conducdo dos experimentos e delineamento
experimental

Foram realizados dois experimentos em paralelo, um para cada cultivar de
palma forrageira (baiana e doce miuda), os quais foram instalados em ambiente
protegido, no periodo de maio a novembro de 2022, na Universidade Federal do
Piaui (UFPI), Campus Professora Cinobelina Elvas (CPCE), no municipio de Bom
Jesus, estado do Piaui. Além das quatro estirpes de BPCPs mencionadas
anteriormente, utilizou-se um inoculante liguido comercial contendo estirpes de
Azospirillum brasilense (AbV5+AbV6), que foi empregado como referéncia por
apresentar eficiéncia na promocédo do crescimento vegetal em diferentes culturas
(Hungria etal., 2010; 2016; Fukami et al., 2016).

Os dois experimentos foram conduzidos em delineamento experimental em
blocos casualizados, em esquema fatorial duplo (6 x 3), com quatro repeticdes. O
primeiro fator foi constituido por seis tratamentos de inoculacédo (quatro estirpes de
BPCPs mencionadas, um inoculante comercial e um controle sem inoculacao) e o
segundo fator foram trés doses de nitrogénio (0, 50 e 100% da dose recomendada
para aplicacdo na cultura).

Amostras representativas de uma classe de solo da regido semiérida foram
coletadas, na camada de 0-20 cm, na fazenda da UFPI (8°22’30.51"S e
43°51’6.76"0) e usadas como substrato de cultivo em vasos de plasticos,
adicionando-se 9 kg por vaso. Esse solo apresentou as seguintes caracteristicas
quimicas e de textura: pH= 5,4; P= 14 mg dm; Ca= 1,10 cmolc dm3; Mg= 0,19
cmolc dm3; K= 0,21 cmolc dm3; Al= 0,00 cmolc dm3; H+Al= 1,50 cmolc dm3; SB=
1,50 cmolc dm3; CTC= 3,01 cmolc dm3; Cu= 0,06 mg dm-3; Mn= 25,50 mg dm-3; Fe=
38,73 mg dm3; Zn= 0,04 mg dm3; V= 50%; m= 0,0%; M.O= 5,60 g kg'!; areia= 848 g
kg?l; silte= 48 g kgt e argila= 104 g kg™

O solo foi corrigido, aumentando a saturacdo por bases a 70% com calcario
de PRNT de 81,03%, e a adubacé&o nitrogenada foi realizada com aplicacéo de 100
e 200 kg de N ha! (nas doses de 50 e 100%, respectivamente) na forma de ureia,
de acordo com a recomendacao para cultura, segundo Edvan e Carneiro (2019). A
adubacédo com fésforo foi feita com aplicacdo de 25 kg P20s ha! (usando a fonte

superfosfato simples), com base na disponibilidade do elemento na anélise quimica
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do solo e recomendacéo para cultura (Edvan; Carneiro, 2019). As adubacdes com
zinco e cobre foram realizadas de acordo com a recomendacéo de Malavolta et al.
(1989) para experimentos em vasos com solo, aplicando-se 5 e 1,5 mg dm3, usando
como fonte 0 ZnSO47H20 e CuSO45H20, respectivamente. A irrigagéo foi efetuada
através da pesagem dos vasos elevando a umidade a 60%.

Os cladodios de cada cultivar foram coletados e armazenados, passando pelo
periodo de cura de 15 dias. Apés isso, foi feito o plantio, utilizando um cladddio por
vaso. Para os tratamentos inoculados, foi aplicado 1,0 mL na base do cladédio do
meio TSB contendo cada estirpe de BPCPs, nos respectivos tratamentos. Para o
tratamento com inoculante comercial liquido também foi aplicado 1,0 mL por
cladédio. J4 para o controle sem inoculacgéo, foi adicionado 1,0 mL do meio TSB
autoclavado, sem crescimento bacteriano. Durante a conducdo dos experimentos,
foram registrados valores de temperatura do ar maxima (variando de 40.1 a 47.3 °C)
e minima (25.4 a 31 °C) e umidade do ar maxima (variando de 42 a 81%) e minima

(10 a 33%) em ambiente protegido.

3.3 Avaliacdo de parametros morfométricos e bioquimicos, producdo de
biomassa e acamulo de nitrogénio

Ao final dos seis meses de cultivo foram realizadas fotografias representativas
dos tratamentos em cada cultivar de palma forrageira, onde foi escolhida uma planta
por tratamento que fosse visualmente mais parecida com todas as outras do mesmo
tratamento (Figura 2). Posteriormente, foram avaliadas quanto a morfometria, onde
foram mesuradas a altura de planta (AP), numero (NCP), largura (LCP),
comprimento (CCP) e espessura (ECP) de cladddios primarios e numero (NCS),
largura (LCS), comprimento (CCS) e espessura (ECS) dos secundarios. Para
quantificar a altura e largura da planta foi utilizada uma fita métrica graduada (em
cm), com realizacdo da medida na vertical, da base da planta até o ponto mais alto
(altura), na horizontal, de um ponto a outro do claddédio que apresentasse maior
envergadura (largura) e vertical do cladédio de um ponto a outro (comprimento),

enquanto a espessura foi aferida usando um paquimetro digital medido (em mm).
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A massa fresca (MFC) e seca (MSC) dos cladodios e massa fresca (MFR) e
seca (MSR) das raizes e massa seca total (MST), comprimento das raizes (CR) e a
area de cladodios primarios (ACP), secundarios (ACS) e matriz (AM) foram feitos
apos as coletas de ambas as cultivares. Inicialmente foi feita a pesagem em gramas
(g) para avaliacdo da massa fresca e, posteriormente, o material foi seco em estufa
a 65 °C para avaliacdo da massa seca. O CR foi mesurado usando uma fita métrica
graduada (em cm) e a ACP, ACS e AM foi realizado no medidor de area foliar LI-
3100C.

A extracdo e atividade da enzima nitrato redutase das raizes (NR) foi
realizada in vivo, onde foi coletado em torno de 300 mg das raizes e transferido o
material para tubos de ensaio e adicionado o meio de incubacéo, em seguida foi
fechado e coberto com papel aluminio. Posteriormente, foi dado vacuo por 2 minutos
€ esse processo se repetiu mais uma vez, apoés isso foi colocado em banho-maria a
30 °C, por 30 minutos. Ao passo que esperava a reacao enzimatica proceder, foi
pipetado nos tubos de ensaio o tampdo fosfato, o extrato de incubacéao,
sulfanilamida 1,0% e o NNEDA 0,02% e em seguida foram deixados em repouso por
15 minutos, apos isso foi feito a leitura em espectrofotbmetro a 540 nm (Coombs;
Hall, 1987; Snell; Snell, 1949).

A mensuracao dos teores de nitrato dos cladodios (NOsC) e raizes (NOz'R)
foram realizadas utilizando 60 mg do p6 dos tecidos das plantas liofilizadas em 1,5
mL de agua deionizada, onde ficou no banho-maria a 75° por 1 hora. Apdés isso foi
para centrifuga a 3000 rpm a 16° por 10 minutos e, em seguida, foi coletado
sobrenadante. Posteriormente, foram adicionados nos tubos o extrato, o acido
salicilico 5% e solucdo de NaOH 2N e agitados, deixando 0s mesmos em repouso
até alcancarem a temperatura ambiente. Apos isso, procederam-se as leituras em
espectrofotdbmetro a 410 nm (Cataldo et al., 1975). A determinacdo do aménio dos
cladodios (NH4*C) e raizes (NH4*R) foi feita usando o mesmo extrato para o nitrato
em ambas as partes das plantas. Foi colocado nos tubos de ensaio 0 extrato, uma
solucdo A (mistura de fenol e nitroprussiato de sodio) e uma solu¢cédo B (mistura de
NaOH e agua sanitéria), em seguida foi colocado os tubos em banho-maria a 37 °C,
por 20 minutos, depois desse tempo foi deixado em repouso por 45 minutos e apos
isso, foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a 625 nm (Weatherburn, 1967).

Para determinacéo dos carboidratos solUveis dos cladédios (CSC) foi usado

20 mg do p6 dos tecidos das plantas liofilizados em 2 mL de alcool a 80%, onde
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ficou no banho-maria a 75° por 1 hora. Posteriormente foi para a centrifuga a 3000 g
a 4° por 10 minutos e ap6s isso foi coletado o sobrenadante. Esse processo se
repetiu por mais 2 vezes, sendo o tempo no banho-maria reduzido para 30 minutos.
Apés isso, adicionou-se aos tubos o extrato, o fenol a 5% e &cido sulfarico
concentrado e posteriormente foi feita a leitura em espectrofotometro a 490 nm
(Dubois et al., 1956). A concentracdo de N-aminossoluveis dos cladddios (NaminoC)
e raizes (NaminoR) foi realizada utilizando o mesmo extrato feito para o0s
carboidratos solUveis. Foi colocado o extrato em tubos de ensaio, 0 tampé&o citrato
0,2 M, cianeto de potassio (KCN) e ninhidrina 5%, em seguida, agitados e colocados
em banho-maria a 93 °C, por 20 minutos. Apds esse tempo, foi interrompida a
reacdo colocando os tubos em banho de gelo. Posteriormente, adicionou-se aos
tubos o etanol 60% e assim procedeu-se a leitura em espectrofotbmetro a 570 nm
(Yemm; Cocking, 1955).

Para a determinacdo das proteinas sollUveis dos cladodios (PSC) e raizes
(PSR) foram utilizadas 20 mg do pé liofilizado dos tecidos das plantas.
Primeiramente, foi realizado a extracao das proteinas adicionado 0,1 mL de tampé&o
fosfato pH 7,0 a 50mM e macerado o material por um minuto, depois foi adicionado
mais 0,1 mL do tamp&o e macerado por mais um minuto. Em seguida os extratos
foram mantidos em uma caixa com gelo em torno de 1 hora. Apds esse tempo, foi
centrifugado a 3000 g por 10 minutos a 4 °C e coletado sobrenadante.
Posteriormente adicionou-se o extrato diluido e o reagente Bradford e em seguida
foram agitados, apos 15 minutos foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro
a 595 nm (Bradford, 1976).

A determinacdo do teor de N nos cladddios (TNC) e nas raizes (TNR) foi
realizada a partir dos valores de proteinas solUveis dos tecidos das plantas, onde foi
dividido o teor de proteina soltvel das amostras pelo fator 6,25 e a partir disso foi
encontrado o teor de N das amostras, conforme Baethgen e Alley (1989). O acamulo
de N dos cladddios (ANC) e das raizes (ANR) foi calculado multiplicando-se a

concentracdo de N pela respectiva massa seca dos cladddios e raizes.
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3.4 Andlise estatistica dos dados

Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e a
homogeneidade das variancias. Verificada a normalidade, os dados foram
submetidos a analise de variancia (p>0,05), empregando-se o programa de analise
estatistica Sisvar 5.6 (Ferreira, 2019). As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e os graficos foram plotados usando
SigmaPlot (versdo 14.0). Para as variaveis TNC, ANC, ANR, NR, NO3'R e NaminoC
da cultivar baiana e MFR, TNC, ANC, ANR, NaminoC e PSC da cultivar doce miuda,

os dados foram transformados pela raiz quadrada de (y+0,5).
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4.1 Aspectos visuais das plantas e parametros morfométricos

Ao avaliar os aspectos visuais das plantas com aplicacdo dos diferentes

tratamentos, evidencia-se que o crescimento e desenvolvimento da palma forrageira

foram mais afetados pelas doses de nitrogénio, enquanto os efeitos dos tratamentos

de inoculacdo foram mais ténues em ambas as cultivares (Figura 1A e B).
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Figura 1 - Aparéncia fenotipica de plantas representativas das cultivares baiana (A)
e doce miuda (B) de palma forrageira (Nopalea cochenillifera Salm Dyck),
ao final dos seis meses de cultivo sob inoculacdo com Bacillus subtilis

(IPACC29 e IPACC26),

Paenibacillus sp.

(IPACC55 e IPACC38),

Azospirillum brasilense (AB) e o controle sem inoculagéo (SI) e trés doses

de nitrogénio.

Nao foi observada interacdo e nem efeito isolado dos fatores avaliados para
as variaveis NCP, LCP, CCP, ECP, ECS, CR e AM de ambas as cultivares (Tabelas
S1; S2; S3 e S4). Para a cultivar baiana, houve apenas efeito isolado das doses de
N para o NCS, LCS, CCS e ACS (Tabela S1), onde a dose de 100% de N foi

superior as demais para os tratamentos Sl e IPACC55 (Figura2A e C; 3B e C). Para

a cultivar doce miuda também teve efeito isolado das doses de N para NCS e ACS,

além da AP (Tabela S3). Para maioria dos tratamentos de inoculagéo, as doses
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correspondentes a 50 e 100% de N foram estatisticamente iguais entre si e
superiores a de 0% (Figura 2D e F; 3D). A Unica varidvel morfométrica com interacao
significativa entre os fatores foi a ACP para essa mesma cultivar (Tabela S3), em
que os tratamentos com IPACC29, IPACC38 e AB se sobressairam na dose de 50%
de N em relacdo as demais inoculacées e o controle Sl, com valores de 372,28;

324,60 e 337,34 cm? plantal, respectivamente (Figura 2E).
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Figura 2 - NUmero de cladddios secundarios (A, D), area de cladodios primarios (B,
E) e secundarios (C, F) de cultivares de palma forrageira inoculadas com
Bacillus subtilis (IPACC29 e IPACC26), Paenibacillus sp. (IPACC55 e
IPACC38), Azospirillum brasilense (AB) e o controle sem inoculacéo (SI)
sob doses de nitrogénio. As médias seguidas das mesmas letras
minusculas ou maiusculas néao diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia. Letras maiusculas diferentes indica
diferengca entre as inoculagbes dentro da mesma dose de N; letras
minusculas distintas indica diferenca entre as doses de N dentro do
mesmo tratamento de inoculacdo. Valores de F da Anova: *= significativo
a 5% de probabilidade; " = n&o significativo.
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Figura 3 - Altura de planta (A, D), largura (B, E) e comprimento (C, F) de cladddios

secundarios de cultivares de palma forrageira inoculadas com Bacillus
subtilis (IPACC29 e IPACC26), Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACCS38),
Azospirillum brasilense (AB) e o controle sem inoculacéao (SI) sob doses
de nitrogénio. As médias seguidas das mesmas letras minusculas ou
maiusculas néo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significAncia. Letras mailsculas diferentes indica diferenca entre as
inoculagbes dentro da mesma dose de N; letras minusculas distintas
indica diferenca entre as doses de N dentro do mesmo tratamento de
inoculacdo. Valores de F da Anova: "= significativo a 5% de probabilidade;
NS = ndo significativo.
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4.2 Producéo de biomassa

Foi encontrada interacdo significativa entre os fatores para MFC, MFR, MSC,
MSR e MST em ambas as cultivares (Tabelas S2 e S4). De maneira geral, a cultivar
baiana apresentou melhores respostas as inoculacdes do que a cultivar doce mitda
em relacdo aos parametros de producédo de biomassa (Figuras 4 e 5). Para a cultivar
baiana, na dose de 0% de N, as inocula¢cdes com IPACC55, IPACC26, IPACC38 e
AB promoveram médias de MFC e MST significativamente superiores aos demais
tratamentos, exceto para IPACC26 em relacdo a MFC (Figura 4A e 5C). J4 na dose
de 50%, a IPACC29 foi superior aos demais tratamentos para MFC, MSC e MST,
com valores de 612,19; 83,85 e 92,50 g plantal, respectivamente (Figura 4A; 5A e
C). JA os tratamentos IPACC26 e IPACC38 foram superiores aos demais
tratamentos na MSC na dose de 100% de N (Figura 5A).
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Figura 4 - Massa fresca de cladodios (A, C) e massa fresca de raiz (B, D) de
cultivares de palma forrageira inoculadas com Bacillus subtilis (IPACC29
e IPACC26), Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38), Azospirillum
brasilense (AB) e o controle sem inoculagdo (SI) sob doses de
nitrogénio. As médias seguidas das mesmas letras minusculas ou
maiusculas nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a
5% de significancia. Letras maiusculas diferentes indica diferenca entre
as inoculacdes dentro da mesma dose de N; letras minusculas distintas
indica diferenca entre as doses de N dentro do mesmo tratamento de
inoculacdo. Valores de F da Anova: = significativo a 5% de
probabilidade; "s = n&o significativo.
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Para MFR da cultivar baiana as inoculacdes com IPACC26 e AB se

sobressairam do restante na dose de 0% de N, com valores de 26,49 e 24,12 g

plantal, respectivamente (Figura 4B). Esses mesmos tratamentos, além da

inoculagdo com IPACC55, também resultaram em médias de MSR superiores aos

demais tratamentos na dose de 0% de N (Figura 5B). J4 na dose de 50% de N,

todas as inoculagdes foram superiores ao controle Sl para MFR e MSR (Figura 4B e

5B), enquanto na dose de 100% de N néo houve diferenca entre os tratamentos
para MFR e as inocula¢des com IPACC55, IPACC26 e IPACC38 se destacaram dos
demais tratamentos para MSR (Figura 4B e 5B).
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subtilis (IPACC29 e IPACC26), Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38),
Azospirillum brasilense (AB) e o controle sem inoculagéo (SI) sob doses
de nitrogénio. As médias seguidas das mesmas letras minusculas ou
mailsculas ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%
de significancia. Letras mailsculas diferentes indica diferenca entre as
inoculacdes dentro da mesma dose de N; letras minusculas distintas
indica diferenga entre as doses de N dentro do mesmo tratamento de
inoculacdo. Valores de F da Anova: "= significativo a 5% de probabilidade;

NS = ndo significativo.
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Para a cultivar doce mituda, ndo houve respostas positivas das inoculacoes
para MFR, MSC e MST na dose de 0% de N e para MFC, MFR, MSR na dose de
100% de N (Figura 4C e D, 5D, E e F). J4 na dose de 50%, a inoculacdo com a
IPACC38 foi superior a todos os outros tratamentos para MFR e MSR (Figura 4D e
5E) e as inoculacdes com IPACC55 e IPACC38 se sobressairam dos demais
tratamentos nas variaveis MSC e MST (Figura 5D e F). Para MFC, além desses dois
tratamentos, a IPACC29 também de destacou na dose de 50% (Figura 4C). Os
tratamentos IPACC55 e IPACC26 foram superiores aos demais tratamentos para
MSC e MST na dose de 100% de N (Figura 5D e F).

4.3 Teor e acumulo de nitrogénio nos cladddios e raizes

Foi encontrada interacéo significativa entre os fatores para as variaveis TNR e
ANR e efeito isolado de ambos os fatores para TNC e ANC da cultivar baiana
(Tabela S2), enquanto na cultivar doce mitda houve interacao significativa entre os
fatores para todas essas variaveis (Tabela S4). Quanto ao TNC e ANC da cultivar
baiana, nas doses de 0 e 50% de N, todas as inocula¢des foram superiores ao
controle Sl, exceto para AB em relacdo ao TNC na dose de 0% de N (Figura 6A e
C). J& para o TNR, néo foram verificadas respostas positivas as inoculagdes em
nenhuma das doses de N (Figura 6B) e para o ANR apenas na dose de 0% de N
ndo houve respostas positivas as inoculacdes (Figura 6D). A estirpe IPACC26 foi
superior aos demais tratamentos para o TNC e ANC, com valores de 37,04 g/kg e
2575,19 mg plantal, respectivamente, na dose de 0% de N (Figura 6A e C). Todas
as inoculacfes foram superiores ao controle Sl para ANR, na dose de 50% de N
(Figura 6D). Ja na dose de 100%, a IPACC29, IPACC26 e IPACC38 se
sobressairam dos demais tratamentos para ANC (Figura 6C) e as inoculagdes com
IPACC26, IPACC38 e AB se destacaram dos demais tratamentos para ANR com
valores 387,54; 319,66 e 316,21 mg plantal, respectivamente (Figura 6D).
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nitrogénio nos cladodios (C, G) e nas raizes (D, H) de cultivares de palma
forrageira inoculadas com Bacillus subtilis (IPACC29 e IPACC26),
Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38), Azospirillum brasilense (AB) e 0
controle sem inoculacdo (SI) sob doses de nitrogénio. As meédias
seguidas das mesmas letras minusculas ou maiusculas ndo diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Letras
maiusculas diferentes indica diferenca entre as inocula¢gdes dentro da
mesma dose de N; letras minUsculas distintas indica diferencga entre as
doses de N dentro do mesmo tratamento de inoculacdo. Valores de F da
Anova: "= significativo a 5% de probabilidade; "s = n&o significativo.
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Quanto a cultivar doce miuda, nao foram verificadas respostas positivas as
inoculacdes para as varidveis TNC e ANC, nas doses de 0% e 100% de N (Figura
6E e G) e para TNR e ANR na dose de 100% de N (Figura 6F e H). Na dose de 0%
de N, todas as inoculagdes, exceto com a estirpe IPACC38, aumentaram o TNR e as
inoculacdes com IPACC29, IPACC38 e AB promoveram aumentos do ANR, com
destaque para a IPACC29 que promoveu média superior aos demais tratamentos
(Figura 6F e H). Na dose de 50% de N, duas inoculacbes (IPACC29 e AB)
destacaram-se dos demais tratamentos para TNC e ANC (Figura 6E e G), todas as
inoculacdes foram superiores ao controle para TNR e as inoculacdes com IPACC29

e IPACC38 se destacaram em relagéo ao ANR (Figura 6F e H).

4.4 Parametros bioquimicos

Foi encontrada interacdo significativa entre os fatores para todas as variaveis
bioquimicas das raizes de ambas as cultivares, exceto para o NO3'R da cultivar doce
milda que nao apresentou efeito significativo (Tabela S5; S6). Para a cultivar
baiana, todas as inoculagcbes, com destaque para a IPACC26, aumentaram a
atividade da NR nas doses de 0 e 50% de N, exceto a estirpe IPACC38 na dose de
50% (Figura 7A). Na dose de 100%, as inoculagbes com IPACC55, IPACC26 e AB
apresentaram as maiores meédias para a NR com valores de 0,52; 0,40 e 0,39 umol
NOz2 h-! gl MF, de forma respectiva. Para o0 NOs'R houve respostas positivas a
inoculacdo somente na dose de 0% de N, onde as estirpes IPACC29 e IPACC55 se
sobressairam dos demais tratamentos com médias de 8,01 e 6,53 umol g-! MS,
respectivamente (Figura 7B).

Ja para o NH4*R da cultivar baiana houve respostas semelhantes as
observadas para NR, onde a todas as inoculagdes aumentaram as concentragdes
relacdo ao controle S| nas doses de 0 e 50% de N, exceto AB na dose de 50%
(Figura 7C). A IPACCH55 destacou-se das demais estirpes com valor de NH4*R de
11,89 umol g1 MS na dose de 50%. Essa mesma estirpe, juntamente com IPAC29 e
IPACC26, também aumentou as concentracfes de NH4*R na dose de 100% de N.
Em relacdo a NaminoR houve aumento das concentracdes apenas em resposta as
inoculagdes com IPACC55 e IPACC38 na dose de 50% de N (Figura 7D), enquanto
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para PSR nao foram verificadas respostas positivas as inoculacées em nenhuma

das doses de N em relagao ao controle (Sl) (Figura 7E)
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Figura 7 - Nitrato redutase (A, F), nitrato (B, G), aménia livre (C, H), n-aminosséluvel
(D, 1) e proteinas soluveis (E, J) das raizes de cultivares de palma
forrageira inoculadas com Bacillus subtilis (IPACC29 e IPACC26),
Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38), Azospirillum brasilense (AB) e o
controle sem inoculacdo (SI) sob doses de nitrogénio. As médias
seguidas das mesmas letras minusculas ou maiusculas nédo diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Letras
mailsculas diferentes indica diferenca entre as inocula¢gbes dentro da
mesma dose de N; letras minUdsculas distintas indica diferenca entre as
doses de N dentro do mesmo tratamento de inoculacdo. Valores de F da
Anova: "= significativo a 5% de probabilidade; "s = n&o significativo.
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De modo geral na cultivar doce midda houve uma resposta diferenciada em
relacdo a cultivar baiana sobre a regulacédo dos parametros bioquimicos avaliados
nas raizes. Para atividade da NR na cultivar doce miuda houveram respostas
positivas a inoculagbes somente na dose de 0%, onde as estirpes IPACC55,
IPACC26 e IPACC38 apresentaram as maiores meédias, com destaque para
IPACC38 com média de 0,30 pumol NO2  hl g MF (Figura 7F). Para NH4'R e
NaminoR foram observadas repostas parecidas, havendo respostas a inoculacfes
somente nas doses de 50 e 100% de N (Figura 7H e I). Na dose de 50% de N, as
estirpes IPACC29 e AB foram superiores aos demais tratamentos para NH4*'R
(Figura 7H) e todas as inoculagbes aumentaram NaminoR em relagéo ao controle Sl
(Figura 71). Ja na dose de 100%, as estirpes IPACC29, IPACC55, IPACC38 e AB
promoveram médias de NH4*R e NaminoR significativamente superiores aos demais
tratamentos, exceto para AB em relacdo a NaminoR (Figura 7H e I). Em relacéo a
PSR, todas as inoculacdes foram superiores ao controle Sl nas doses de 0 e 50% de
N, exceto a estirpe IPACC38 na dose de 0%, enquanto na dose de 100% n&ao houve
diferengas entre os tratamentos (Figura 7J).

Foi encontrada interacéo significativa para as todas as variaveis bioquimicas
dos cladddios, exceto NH4*C que teve apenas efeito isolado de ambos os fatores na
cultivar baiana, enquanto na cultivar doce mitida, houve interacao significativa para
todas as variaveis, exceto NOs'C, que apresentou efeito isolado de ambos os fatores
(Tabela S5; S6). Para a cultivar baiana, houve aumento das concentragdes de NO3z
C e NH4*C em relacédo ao controle (SI) nas doses 0 e 100% (Figura 8A e B). Na dose
de 0%, a estirpe IPACC55 foi superior aos demais tratamentos para NO3C com
média de 10,69 umol g1 MS, jA para NH4*C a estirpe com maior destaque foi a
IPACC26. Na dose de 100%, as estirpes IPACC26, IPACC38 e AB se sobressairam
dos demais para o NO3'C e somente o AB foi superior para NH4*C. J4 para CSC foi
observado aumento do teor em relacdo ao controle (SI) apenas na dose de 50% de
N no tratamento inoculado com a estirpe IPACC55, com valor de 566,41 pmol g1 MS
(Figura 8C). Para NaminoC, as estirpes IPACC29 e IPACC55 e IPACC26 exibiram
maiores médias em relacdo aos demais tratamentos na dose de 100%, enquanto
para as demais doses ndo houve respostas positivas as inoculagdes (Figura 8D).
Em relacdo a PSC todas as inoculagdes foram superiores ao controle (Sl) nas doses

de 0 e 50%, exceto AB na dose de 0% (Figura 8E), com destaque para IPACC26, na
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dose de 50%, com média de 23,15 mg g! MS (Figura 8E). Na dose de 100%, as
estirpes IPACC29, IPACC55 e IPACC26 exibiram maiores médias de PSC.

Na cultivar doce mituda, houve aumentos das concentracdes para NO3C e
CSC em relacao ao controle (SI) nas trés doses de N (Figura 8F e H). Na dose de
0% de N, as inoculacdes com IPACC29, IPACC38 e AB exibiram maiores médias
para o0 NO3'C, enquanto para CSC as estirpes com maior destaque foram IPACC26
e AB. Na dose de 50% de N, as inoculacdes com IPACC38 e AB se sobressairam
sobre os demais para o NO3C com média de 6,58 e 7,11 umol g* MS, de forma
respectiva, ja para CSC, todas as inoculacdes, exceto a estirpe IPACC38, foram
superiores ao controle (Sl) (Figura 8F e H). Para NH4*C e NaminoC, os aumentos
das concentracbes em relacdo ao controle (SI) foram obtidos nas doses de 0 e
100% (Figura 8G e I). Na dose de 0%, as estirpes IPACC26 e AB foram superiores
aos demais tratamentos em relagcdo ao NH4*C e IPACCS55 foi que a proporcionou
maior média par NaminoC. Na dose de 100%, as estirpes IPACC26, IPACC38 e AB
apresentaram as maiores médias em relagdo aos demais tratamentos para NH4*C e
NaminoC, exceto IPACC26 para NaminoC. Para PSC houve resposta positiva a
inoculacao apenas na dose de 50 % (Figura 8J), onde IPACC29 e AB destacaram-
se das demais inoculacdes, com valores de 20,22 e 24,62 mg g! MS,

respectivamente.
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Figura 8 - Nitrato (A, F), ambnia livre (B, G), carboidratos soluveis (C, H), n-
aminossoluvel (D, I) e proteinas soluveis (E, J) dos cladodios de cultivares
de palma forrageira inoculadas com Bacillus subtilis (IPACC29 e
IPACC26), Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38), Azospirillum
brasilense (AB) e o controle sem inoculacgéo (Sl) sob doses de nitrogénio.
As médias seguidas das mesmas letras mintsculas ou maiusculas ndo
diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
Letras mailusculas diferentes indica diferenca entre as inoculac¢des dentro
da mesma dose de N; letras minusculas distintas indica diferenca entre as
doses de N dentro do mesmo tratamento de inoculacdo. Valores de F da
Anova: "= significativo a 5% de probabilidade; "s = n&o significativo.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo, foram testadas duas estirpes de Bacillus subtilis (IPACC29 e
IPACC26) e duas estirpes de Paenibacillus sp. (IPACC55 e IPACC38), um
inoculante liquido comercial contendo estirpes de Azospirillum brasilense
(AbV5+AbV6) associado a trés doses de N (0, 50 e 100% da dose recomendada
para aplicacdo na cultura) em duas cultivares de palma forrageira (baiana e doce
miuda). De acordo com a hipoétese, as bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCPs) foram eficientes em favorecer o crescimento e o metabolismo do
nitrogénio de cultivares de palma forrageira (Nopalea cochenillifera) em solo de
regido semiarida. A inoculacdo com BPCPs € uma importante estratégia tecnolégica
sustentavel para contribuir com a nutricdo, desenvolvimento e produtividade dessa
forrageira, além de reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados.

As estirpes de Bacillus e Paenibacillus selecionadas para esse estudo foram
caracterizadas previamente quanto a sua capacidade de atuar na producéo de acido
indol-3-acético e fixacdo de N2 em vida livre (Aquino et al., 2019; 2021). Embora
essas estirpes tenham sido isoladas de cana-de-acgulcar, sua eficiéncia na promocéao
do crescimento vegetal ja foi comprovada em experimentos conduzidos com milho e
sorgo em condicdes de casa de vegetacdo (Aquino et al.,, 2019; 2021) e campo
(Aquino etal., 2022). As estirpes de Azospirillium do inoculante comercial também ja
foram caracterizadas quanto a atuacdo em diferentes processos (HUNGRIA et al.,
2010) e promocéao do crescimento de diferentes culturas (Hungria et al., 2010; 2016;
Fukami et al., 2016).

As inoculagdes com estirpes de BPCPs aqui testadas néo influenciaram os
parametros morfométricos de ambas as cultivares de palma forrageira, exceto para a
ACP na cultivar doce mitda (Figura 2E). Por outro lado, as doses de N influenciaram
alguns desses parametros tanto na cultivar baiana (NCS, LCS, CCS e ACS), quanto
na cultivar doce mitda (AP, NCS e ACS) (Figuras 2 e 3). Para o NCS e ACS de
ambas as cultivares e AP da cultivar doce mitda, as doses correspondentes a 50 e
100% de N proporcionaram incrementos dos cladodios e altura de plantas quando
comparado a dose de 0% (Figuras 2 e 3). Além disso, a dose de 100% de N
aumentou aLCS e o CCS da cultivar baiana. Embora alguns atributos morfométricos

sejam mais influenciados por fatores ambientais ou controlados geneticamente (Liu
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et al., 2023b), aqui foi observado efeito positivo da fertilizacdo nitrogenada sobre
esses atributos. Além de ser constituinte da molécula de clorofila, aminoacidos e
proteinas, o N amplia a assimilacdo e o emprego de alguns nutrientes, ao passo que
estimula o desenvolvimento e crescimento vegetal, e em decorréncia, esti
entrelacado em quase todos os processos metabdlicos da planta (Subedi et al.,
2023; Liu et al., 2023c). Com isso, a fertilizacdo com esse nutriente possibilita a
emissao de novos cladddios e aumento da area foliar, altura de plantas, largura e
comprimento de cladédios.

Em geral, todas as BPCPs aumentaram o crescimento das cultivares de
palma forrageira, entretanto h& diferengcas entre as BPCPs nas respostas dos
vegetais tanto na presenca como na auséncia de N. Quando as plantas foram
cultivadas na dose de 50% de N, evidenciou-se o potencial da estirpe IPACC29 no
aumento da massa fresca (MFC) e seca (MSC) de cladddios e massa seca total
(MST) da cultivar baiana (Figuras 4 e 5). Por outro lado, a estirpe IPACC38 esteve
entre os melhores tratamentos aplicados na cultivar doce mitda para MFC, MSC e
MST e destacou-se das demais inoculagbes para MFR e MSR (Figuras 4 e 5). As
BPCPs usadas no nosso estudo produzem o acido indol-3-acético (AlA), um
fitohormbénio que age dentro das células das plantas, atuando na divisdo e
diferenciacéo celular e na regulacdo de genes, aperfeicoando a arquitetura do
sistema radicular, instigando o desenvolvimento das raizes e o namero de pelos
radiculares, atribuindo ao vegetal, maior competéncia de assimilacdo de agua e
nutrientes do solo, com isso proporcionando o crescimento das plantas e acumulo
de biomassa (Khan et al., 2023; Wang et al., 2022b; Zuluaga et al., 2021).

Apesar das respostas diferenciadas, dependendo da dose de N e/ou da
cultivar, todas as inoculac¢des proporcionaram melhoria da nutricdo nitrogenada da
palma forrageira (Figura 6). O aumento do teor e/ou acimulo de N dos cladédios e
nas raizes das plantas inoculadas pode estar ligado ao incremento de quantidades
expressivas de nitrogénio simbidtico em relagdo com as plantas de controle (SI).
Esta melhoria na nutricdo procede de um maior abastecimento de N por meio da
FBN, bem como da entrada de N mineral. Desse modo, quando ha uma grande
assimilacdo desse nutriente, ocorre incremento na producao de clorofila, amplia a
taxa fotossintética e, por conseguinte incrementa a producdo de fotoassimilados
(Lobato-Ureche et al., 2023). Nosso estudo demonstra a eficiéncia das estirpes na

FBN e/ou na ampliacdo da absorcdo desse elemento, especialmente em condicdes
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de falta ou baixa disponibilidade de N, conforme observado também em estudo
prévio (Aquino et al., 2021). Entre as estirpes avaliadas, na dose de 50% de N,
merece destaque a estirpe IPACC29, a qual esteve entre os melhores tratamentos
para todos os parametros de N da cultivar doce miuda, enquanto a IPACC26 foi a
mais eficiente em relacdo ao TNC e ANC da cultivar baiana (Figura 6). Estudos
prévios apontaram que a inoculagdo com a estirpe IPACC26 resultou em aumento
no acumulo de N em milho e sorgo (Aquino etal., 2019).

De maneirageral, as inoculagées com BPCPs proporcionaram uma regulacao
diferenciada no metabolismo do nitrogénio nas raizes e cladédios de ambas as
cultivares, nas diferentes doses de N (Figura 7 e 8). Na cultivar baiana, por exemplo,
houve aumento da atividade da NR nas raizes em resposta a inoculacdo em todas
as doses de N, enquanto na cultivar doce mitda houve aumento da atividade da NR
de tratamentos inoculados somente na dose 0%, mostrando claramente uma
regulacéo diferenciada entre essas cultivares (Figura 7). Observa-se que, na cultivar
baiana, as maiores concentracdo de nitrato e amonio nas raizes, na dose 0% de N,
foi associado com a maior atividade da NR para algumas inoculagdes (IPACC29 e
IPACCS55). J& na cultivar doce mitda, na dose de 0%, embora algumas inoculagbes
tenham aumentado a atividade da NR, n&o houve associacdo com os maiores teores
de nitrato e aménio, mas resultou nos maiores teores de proteinas com as
inoculacdes das estirpes (IPACC55 e IPCC26).

A enzima nitrato redutase atua na etapa inicial do processo de assimilagao do
N, sendo responsavel pela conversédo do nitrato a nitrito, o qual sera convertido a
amonia, pela acdo da enzima nitrito redutase, e, posteriormente, a aménia sera
fixada, via glutamato sintase/glutamina sintase (GS/GOGAT), a esqueletos
carbbnicos para formagdo de compostos organicos (aminoécidos, proteinas etc.).
Desse modo, uma alta atividade dessa enzima pode apontar uma alta taxa de
absorcado de N no decorrer do periodo (Dos Santos et al., 2017). Geralmente os
vegetais que tém maior preferéncia por absorver o N na forma de nitrato apresentam
atividades da nitrato redutase mais altas, entretanto, vegetais que tem maior
preferéncia por amoénio tem atividades mais reduzidas dessa enzima, principalmente
no sistema radicular (Fu et al., 2020). No nosso estudo, verificou-se que a cultivar
baiana parece apresentar uma maior preferéncia por nitrato que a cultivar doce

miuda, resultando na maior atividade do nitrato redutase em suas raizes.
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Para os parametros bioguimicos nos cladodios, de modo geral, houve uma
menor variagdo das respostas entre as cultivares comparado as respostas
observadas paras as raizes. Por exemplo, o teor de nitrato e amdénio nos cladédios
foi aumentado em respostas a inoculagcdes em ambas cultivares na dose de O e
100% de N (Figura 8). Para a cultivar baiana, a estirpe IPACC55 foi a mais eficiente
em aumentar o teor de nitrato nos cladddios e uma das estirpes que se destacou
também no teor de nitrato na raiz na dose de 0% (Figuras 7 e 8). Para a cultivar
doce miuda, observou-se efeito positivo das inoculacbes com IPACC38 e AB em
todas as doses de N. O nitrato (NO3") é bastante mével e com facilidade fisgado por
vegetais e microrganismos e as BPCPs podem favorecer a absorcdo de NOs-N
pelos vegetais para satisfazer as exigéncias de desenvolvimento (JU et al., 2022).
Entretanto, o baixo acimulo de NO3z observados em alguns tratamentos neste
estudo pode estar relacionado ao incremento da atividade da enzima nitrato
redutase, que reduz o nitrato a nitrito no citosol, diminuindo assim sua
disponibilidade (Oliveira et al., 2023).

De modo geral, as inoculacbes com BPCPs regularam de maneira
diferenciada os teores de amonio nas raizes e cladddios, principalmente na cultivar
baiana, onde nas raizes observou-se aumentos das concentracdes em todas as
doses de N na maioria dos tratamentos inoculados, enquanto nos cladédios apenas
as inoculacdes com IPACC26 e AB aumentaram os teores de aménio nas doses de
0 e 100% de N, respectivamente (Figura 7 e 8). Verificou-se ainda, que as
inoculacdes com IPACC26 e AB também foram as mais eficientes em aumentar os
teores de aménio nos cladddios da cultivar doce midda na dose de 0% de N. BPCPs
podem expelir ambénio em ambientes intracelular do sistema radicular,
incrementando, por conseguinte a acessibilidade desse ion nas raizes (Machado et
al., 1998). Por outro lado, maiores teores de ambnio nos tratamentos inoculados
podem estar associados a maiores taxas de fixacdo de N2 e/ou maior atividade da
via de absorcdo de amoénio (Carvalho etal., 2014).

O aumento das concentracdes de N-aminossollveis nas raizes ou cladédios
em resposta a algumas inoculagdes nas duas cultivares nas doses de 50 e 100% de
N (Figura7 e 8) indicaque aauséncia de N mineral pode refletirem uma reducgéo da
maior parte dos aminoacidos, conforme relatado em diversas espécies de vegetais
(Collado-Gonzalez et al., 2023). Entretanto, observou-se que a estirpe IPACC55

promoveu incrementos do teor de NaminoC da cultivar doce mitida na dose de 0%,
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indicando a eficiéncia dessa estirpe na fixacdo de N2 e acumulacdo de N-
aminossoluveis em ambientes sem N mineral. Em ambas as cultivares, a estirpe
IPACC55 também mostrou potencial para aumentar os teores de N-aminossollUveis
nas raizes (Figuras 7).

A cultivar doce mitda se mostrou mais responsiva a inoculacdo com BPCPs
que a cultivar baiana em relagéo aos carboidratos solGveis nos cladédios (Figura 8).
Para a cultivar baiana, a Unica estirpe que teve influéncia positiva em incrementar o
teor de carboidratos soltuveis foi IPACC55, e apenas na dose de 50% de N,
enquanto para a doce mitda, houve respostas positivas a inoculacées em todas as
doses de N, onde, a IPACC26 esteve entre os melhores tratamentos nas diferentes
dose. A IPACC55, IPACC29 e AB também foram eficientes em aumentar os teores
de carboidratos sollveis da cultivar doce midda nas doses de 50 e 100% de N. A
regulacdo do acumulo de carboidratos pode ser consequéncia de uma cadeia
formadora de adaptacBes metabdlicas influenciadas pelo fator inoculagéo, induzindo
a um maior desenvolvimento e produtividade dos vegetais (Rocha et al., 2023).

Foi observada uma grande variacdo na regulacdo dos teores de proteina
soluvel nas raizes e cladddios dependendo da cultivar de palma forrageira nos
diferentes tratamentos de inoculacédo e doses de N (Figura 7 e 8). Na cultivar baiana,
ndo foram observadas respostas positivas as inoculacdes para o aumento dos
teores de proteinas nas raizes em nenhuma dose de N, enquanto nos cladddios
observou-se que as estirpes IPACC26, IPACC29 e IPACC55 foram eficientes no
incremento dos teores de proteinas em todas as doses. Para a cultivar doce mituda,
verificou-se aumento dos teores de proteinas em respostas a inocula¢cdes somente
nas doses 0 e 50% de N nas raizes e na dose de 50% nos cladodios, sendo a
estirpe IPACC29 e AB eficientes em incrementar os teores de proteinas soluveis
tanto nas raizes como nos cladédios.

Proteinas e acucares sdo solutos orgéanicos que nao perturbam no
metabolismo das células ainda que em grandes teores, entretanto ajustam a
regulacdo osmaética da solucao no citoplasma e vacuolo (Karimi; Noori, 2022). Além
disso, o aumento dos teores de proteinas nas forragens € importante para a
melhoria da nutricdo animal, pois a palma forrageira possui baixo teor de proteina
bruta (Macédo et al., 2020). Assim, o aumento de proteinas resultaria em um maior

ganho no desempenho animal.
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Embora a palma forrageira seja considerada uma espécie rastica adaptada as
regides semidridas, a implementacdo de praticas agricolas modernas pode
aumentar sua producdo de biomassa e melhorar sua nutricdo e metabolismo de
forma sustentavel, de acordo com os resultados do presente estudo. As diferentes
respostas das duas cultivares de palma forrageira a inoculacdo de BPCPs
observadas neste estudo indica que o gendtipo do vegetal desempenha um papel
significativo na colonizacdo e desempenho desses microrganismos, o que pode
estar ligado a associacdo rizosfera/bactéria. Os efeitos benéficos desses
microrganismos tém sido muito pesquisados; todavia, sua influéncia mitua com
distintos gendtipos de palma forrageira ainda precisa ser mais estudada, como
também as causas que afetam esta interacdo, especialmente em regides
semiaridas, onde a palma forrageira € adaptada e representa excelente recurso
forrageiro. Estudos futuros sdo imprescindiveis visando a sele¢do de estirpes que

possam contribuir para seu crescimento e nutri¢ao.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou claramente o potencial de bactérias
promotoras de crescimento de plantas dos géneros Azospirillum, Bacillus e
Paenibacillus associadas a diferentes niveis de nitrogénio em influenciar de forma
positiva o crescimento e metabolismo de cultivares de palma forrageira em regiéao
semiarida. As estirpes IPACC26, IPACC29 e IPACC55 apresentam potencial para
serem usados como inoculantes na cultura da palma forrageira. Futuros estudos séo
necessarios para validar a eficiéncia dessas bactérias na promocéo do crescimento
e metabolismo das cultivares de palma forrageira em diferentes condi¢cbes de

campo, visando 0 manejo sustentavel dessa cultura.
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Tabela S1 - Andlise de variancia para as variaveis de altura de plantas (AP), nimero de cladédios primarios (NCP), largura de cladédios primarios (LCP),
comprimento de cladédios primarios (CCP), espessura de cladddios primarios (ECP), area de cladddios primarios (ACP), nimero d e cladédios
secundarios (NCS), largura de cladédios secundérios (LCS), comprimento de clad6dios secundarios (CCS), espessura de cladoédios secundarios
(ECS), area de clad6dios secundarios (ACS) e area da matriz (AM) da cultivar baiana.

FV GL AP NCP LCP CCP ECP ACP NCS LCS CCS ECS ACS AM
Bloco 3 1,92ns 0,64ns 0,63"s 1,13ms 2,79 0,39"s 1,95 1,76"s 2,25 1,14ns 3,39 1,21ns
Inoculagéo (1) 5 1,46"s 1,42"s 0,76"s 1,26"s 1,14"s 0,98ns 1,31ns 1,74"s 1,75 1,66"s 0,79ns 1,88"s
Dose de N (D) 2 1,18"s 2,36"s 0,32"s 0,06"s 0,40"s 4,87ns 14,97 3,65 5,09 1,95"s 20,66 0,97ns
Ix D 10 1,15 0,79ns 1,08ns 0,77ns 0,70ns 0,73ms 1,02ns 0,88ns 0,84ns 1,13ns 1,06"s 0,95"s
Erro 51
Total 71
CV (%) 11,72 30,22 8,99 16,73 14,24 16,74 48,80 37,17 38,23 39,05 47,16 57,38

*= significativo a 5% de probabilidade; " =ndo significativo

Tabela S2 - Analise de varidncia para as variaveis de massa fresca de cladédios (MFC), massa fresca de raiz (MFR), massa seca de cladddios (MSC),
massa seca de raiz (MSR), massa seca total (MST), comprimento de raiz (CR), teor de nitrogénio nos cladddios (TNC) e raizes (TNR) e
acumulo de nitrogénio nos cladédios (ANC) e raizes (ANR) da cultivar baiana.

FVv GL MFC MFR MSC MSR MST CR TNC ANC TNR ANR
Bloco 3 1,50ns 0,57ns 1,61ns 0,95ns 1,93ns 0,52ns 1,07ns 0,60ms 0,39ns 0,37ms
Inoculacéo (1) 5 4,83 4,59 3,12 8,30 4,39 1,58ns 8,52 10,04 13,47 8,95"
Dose de N (D) 2 91,66" 1,99ns 32,63 2,32ns 33,00 1,03 86,78" 115,29" 7,93 7,13
Ix D 10 4,36 3,34 3,34 3,13 3,69 1,20ms 1,86 1,07ns 3,67 2,81
Erro 51
Total 71
CV (%) 6,50 32,78 8,83 26,32 8,61 23,09 9,46 10,49 19,40 15,10

= significativo a 5% de probabilidade; " =n&o significativo.
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Tabela S3 - Andlise de variancia para as varidveis de altura de plantas (AP), nimero de cladddios priméarios (NCP), largura de cladddios primérios (LCP),
comprimento de cladddios primérios (CCP), espessura de cladédios primarios (ECP), area de cladddios primarios (ACP), nimero d e cladddios
secundérios (NCS), largura de cladédios secundarios (LCS), comprimento de cladédios secundarios (CCS), espessura de cladédios secundarios
(ECS), &rea de cladddios secundéarios (ACS) e &rea da matriz (AM) de palma forrageira da cultivar doce miuda.

FV GL AP NCP LCP CCP ECP ACP NCS LCS CCs ECS ACS AM
Bloco 3 0,75n 0,89ns 2,04ns 0,58ns 2,90" 1,02ns 0,76"s 1,31"s 0,72 1,44ns 0,19ns 0,24ns
Inoculacgéao (1) 5 0,59ns 1,64ns 0,17ns 1,57ns 1,43"s 1,82ns 0,55 0,36"s 1,64"s 1,97ns 0,93"s 0,75n
Dose de N (D) 2 9,48" 0,01ns 0,89ns 1,30"s 0,02ns 11,65 26,65 1,30ms 2,31ns 0,04ns 28,70" 0,39ns
IxD 10 0,66"s 1,55"s 0,56"s 1,21ns 0,68"s 2,91" 0,65"s 0,75ns 1,13 0,64ns 1,470 0,64
Erro 51
Total 71
CV (%) 11,01 27,46 10,32 15,64 14,95 16,69 29,51 10,95 11,70 14,36 25,49 62,76

= significativo a 5% de probabilidade; " =né&o significativo.

Tabela S4 - Analise de variancia para as variaveis de massa fresca de cladédios (MFC), massa fresca de raiz (MFR), massa seca de cladddios (MSC),
massa seca de raiz (MSR), massa seca total (MST), comprimento de raiz (CR), teor de nitrogénio nos cladédios (TNC) e raizes (TNR) e

acumulo de nitrogénio nos cladddios (ANC) e raizes (ANR) da cultivar doce mitda.

FV GL MFC MFR MSC MSR MST CR TNC ANC TNR ANR
Bloco 3 0,78"s 1,73 1,81ns 1,26" 2,03ns 0,29"s 0,61ns 1,60m 3,46 3,563
Inoculagao (1) 5 9,96 5,69" 7,72 4,76" 6,30" 3,210 12,87 17,29 12,08 8,91"
Dose de N (D) 2 50,02" 3,85" 60,27 5,78 55,66" 2,051 126,35" 171,71 5,03" 2,561
IxD 10 17,20 3,23 9,58 3,08 9,88 0,461 4,54 6,83" 3,99" 2,64"
Erro 51
Total 71
CV (%) 5,86 9,80 7,12 26,79 7,14 26,96 9,50 9,77 17,27 16,95

= significativo a 5% de probabilidade; " =né&o significativo.
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Tabela S5 - Andlise de variancia para as variaveis de atividade de nitrato redutase das raizes (NR), nitrato dos cladddios (NOsC) e raizes (NO3'R), ambnio
dos cladédios (NH4™C) e raizes (NH4'R), carboidratos sollUveis dos cladédios (CSC), n-aminossolliveis dos cladédios (NaminoC) e raizes
(NaminoR) e proteinas solliveis dos cladddios (PSC) e raizes (PSR) da cultivar baiana.

FV GL NR NOs-C NOsR NHa*C NH4*R csc NaminoC ~ NaminoR PSC PSR
Bloco 3 0,21ns 2,89" 3,29" 1,02ns 0,95n 1,077 0,09ms 1,24"s 1,01ns 0,39
Inoculagao (1) 5 31,44 3,89" 9,83 9,86" 122,81" 3,45" 10,14" 21,40 15,01" 13,47
Dose de N (D) 2 14,75" 0,04ns 4,74 17,33 2,64ns 1,73ns 126,34 2,670 136,33 7,93
IxD 10 3,30 5,46 13,56" 1,107 8,96 2,09" 6,84 26,28" 2,55 3,67
Erro 51
Total 71
CV (%) 5,86 11,23 6,23 20,54 10,59 18,73 7,69 18,83 14,80 19,40

*= significativo a 5% de probabilidade; " =ndo significativo.

Tabela S6 - Analise de varidncia para as variaveis de atividade de nitrato redutase das raizes (NR), nitrato dos cladddios (NO3C) e raizes (NO3'R), ambnio
dos cladédios (NH4*C) e raizes (NH4*R), carboidratos sollveis dos cladédios (CSC), n-aminossollveis dos cladédios (NaminoC) e raizes

(NaminoR) e proteinas sollveis dos cladddios (PSC) e raizes (PSR) da cultivar doce miuda.

FV GL NR NOsC NOsR NH4*C NH4*R CsC NaminoC  NaminoR PSC PSR
Bloco 3 1,26"s 0,10ms 5,09 2,41ns 2,33ns 0,22ns 1,09ms 3,49 0,61"s 3,46
Inoculacgéo (I) 5 10,15 15,75 0,70ms 24,70 5,58 9,28" 16,94 3,14 12,82 12,08
Dose de N (D) 2 5,03 5,24" 1,83ns 4,63 22,14 0,87 229,01 10,88" 126,37 5,03
IxD 10 4,61 1,398 1,90"s 2,88" 3,12 2,05 12,60 8,64" 4,52 3,99
Erro 51
Total 71
CV (%) 15,32 15,93 20,94 17,40 14,10 17,56 6,51 17,01 9,39 17,27

= significativo a 5% de probabilidade; " =né&o significativo.
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