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Potencial sinérgico da adubacao nitrogenada e micro-organismos
endofiticos no crescimento inicial de Sorghum bicolor

Synergistic potential of nitrogen fertilization and endophytic microorganisms on
initial growth of Sorghum bicolor

Jéssica Silva Santos?, Larissa de Souza Gois?, Johny de Jesus Mendonca?,
Pedro Rabelo de Oliveira*, Regina Helena Marino®

RESUMO: Os micro-organismos endofiticos, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e os fungos
“dark septate” (DSE), podem influenciar no desenvolvimento vegetal a depender da interagdo microbiana e da
fertilidade do solo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a interacdo de fungos micorrizicos arbusculares e da
microbiota da semente no crescimento inicial do sorgo cultivado com niveis crescentes de nitrogénio, em estufa
agricola. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial de 4 x 4,
correspondentes ao cultivo do sorgo em quatro tratamentos (Testemunha — sem inoculagéo fungica e trés isolados
de fungos micorrizicos arbusculares: UFLA351 - Rhizoglomus clarum, UFLA372 - Claroideoglomus etunicatum
e UFLA401 - Acaulospora morrowiae) com quatro niveis de nitrogénio (N): 0, 100, 300 e 600 mg.Kg* de N. O
adubo nitrogenado utilizado foi ureia com 45% de N. As sementes do sorgo apresentaram os fungos filamentosos
Rhizoctonia, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Helminthosporium e Mucor; e a bactéria Bacillus subtillis, os
quais podem ter interferido no crescimento das plantas. Nos tratamentos UFLA351 e UFLA372, 0 aumento dos
niveis de nitrogénio reduz o crescimento inicial do sorgo, mas ndo influencia na taxa de colonizacéo dos fungos
endofiticos DSE. O isolado UFLA401 favorece o crescimento inicial do sorgo, mas sem adubacdo nitrogenada.
Os fungos endofiticos “dark septate” podem influenciar na taxa de coloniza¢do micorrizica e, portanto, no
crescimento inicial do sorgo, a depender da interagdo microbiana.

Palavras-chave: Poaceae. Fungos micorrizicos arbusculares. Semente.

ABSTRACT: Endophytic microorganisms such as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and dark septate fungi
(DSF) may influence plant development according to soil microbial interaction and fertility. The purpose of the
work was to evaluate the effect of nitrogen levels on the interaction of AMF and DSF on initial sorghum growth.
The experimental design was completely randomized in a 4 x 4 factorial scheme, corresponding to sorghum
cultivation in four treatments (Control - without inoculation of AMF and three mycorrhizal isolates: UFLA351 -
Rhizoglomus clarum, UFLA372 - Claroideoglomus etunicatum, and UFLA401 - Acaulospora morrowiae) and
four nitrogen levels (N): 0, 100, 300, and 600 mg Kg* of N. The sorghum seeds presented the filamentous fungi
Rhizoctonia, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Helminthosporium and Mucor; and the bacterium Bacillus
subtillis, which may have interfered with plant growth. In the UFLA351 and UFLA372 treatments, the increase in
nitrogen levels reduces the initial growth of sorghum, but does not influence the colonization rate of endophytic
fungi DSE. The UFLA401 isolate favors the initial growth of sorghum, but without nitrogen fertilization. The
endophytic fungi “dark septate” can influence the rate of mycorrhizal colonization and, therefore, the initial growth
of sorghum, depending on the microbial interaction.
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INTRODUCAO

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) € a quinta granifera de importancia mundial
depois do trigo, arroz, milho e cevada (Rashwan et al., 2021) e consumido na alimentagéo
humana e animal, bem como vem sendo empregada na geracao de energia renovavel (Kishor et
al., 2017). Dentre os fatores que podem influenciar na producéo desta espécie vegetal pode-se
citar o déficit hidrico, a salinidade e a baixa fertilidade do solo (Hadebe et al., 2017; Lessa et
al., 2017), os quais podem ser minimizados pela associagéo das plantas com micro-organismos
endofiticos, por contribuirem para a tolerancia ou a resisténcia a fatores adversos a depender da
interacdo planta versus microbiota (Teutscherova et al., 2019; Yan et al., 2015).

Nas plantas, os fungos endofiticos “dark septate” (DSE) podem ser caracterizados por
apresentarem hifas septadas e melanizadas (Zubek et al., 2022) ou hialinas (Ndinga-Muniania
et al., 2021), sendo encontrados no solo, nas sementes e nas plantas (Gois et al., 2019; Pandey,
2019). Na interacdo DSE versus planta, estes micro-organismos podem inibir o crescimento de
fitopatdgenos (Santana-Santos et al., 2022) e/ou influenciar no desenvolvimento das plantas
colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares (Mendonga et al., 2019).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) também sdo micro-organismos endofiticos
encontrados em diversas espécies vegetais de importancia agrondémica e florestal (Mendonca et
al., 2019; Van Heijden et al., 2015), pois podem se associar com mais de 86% das espécies
vegetais, principalmente, da regido dos tropicos (Van Heijden et al., 2015). Estes micro-
organismos promovem 0 aumento da area de absorcdo de agua e de nutrientes pela planta
hospedeira; o incremento no crescimento vegetal; a reducdo do consumo de fertilizantes e da
incidéncia de patogenos e de pragas; a inducao a resisténcia a salinidade e ao déficit hidrico; e
a conservacao do solo devido a formacéo de agregados (Symanczik et al., 2018; Zhang et al.,
2017).

As bacteérias endofiticas também podem estimular o desenvolvimento da planta pelo
aumento da disponibilizacdo de nutrientes atraves da fixacdo bioldgica do nitrogénio e da
solubilizacdo de fosforo. Alem disso, estas bactérias produzem fitohormonios, como o acido
indol-acético, capazes de favorecer a adaptacdo das plantas ao estresse hidrico (Mendonca et
al., 2020).

A associacdo de FMAs e outros micro-organismos endofiticos na produgéo agricola é
uma abordagem alternativa na producdo sustentavel de alimentos sob condi¢Ges de baixa
fertilidade, bem como minimizar o uso de adubos (Ehteshami et al., 2018). Todavia, a

microbiota nativa do solo pode interferir na interagdo microbiana com a planta hospedeira (Yan
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et al., 2015), assim como o tratamento térmico do solo e/ou a desinfestagdo superficial da
semente ndo eliminam a microbiota nativa (Pereira et al., 2011).

Na literatura, os estudos correlacionados com a acdo dos FMAs no desenvolvimento de
plantas hospedeiras desconsideram a possivel presenca de outros micro-organismos endofiticos
no solo, na planta ou nas sementes, 0s quais sdo capazes de favorecer ou ndo a simbiose dos
FMAs e a espécie vegetal. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a interacdo de
fungos micorrizicos arbusculares e da microbiota endofitica da semente no crescimento inicial
do sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) cultivado com niveis de nitrogénio, em estufa

agricola.

2 MATERIAL E METODOS

No periodo de 01 de agosto de 2016 a 31 de julho de 2017, no Laboratério de
Microbiologia agricola e ambiental (LMICRO), do Departamento de Engenharia Agrondmica,
da Universidade Federal de Sergipe (DEA/UFS) foram conduzidos dois bioensaios, conforme

descrito a seguir.

2.1 BIOENSAIO 1: GERMINACAO E IDENTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS
ENDOFITICOS EM SEMENTES DE SORGO

No teste de germinacdo e de identificacdo de micro-organismos endofiticos nas sementes do
sorgo foram utilizadas 100 sementes, selecionadas ao acaso, e obtidas por doacdo do
Laboratdrio de Forragicultura (LABFOR) pertencente ao Departamento de Zooctenia (DZO)
da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

Em camara asséptica, as sementes foram imersas em alcool a 70%, hipoclorito de sodio
a 0,2% e submetidas a triplice lavagem em &agua destilada autoclavada por 1 minuto em cada
solugdo. Em seguida, as sementes foram transferidas para caixas plasticas tipo Gerbox contendo
papel de filtro autoclavado e previamente umedecido com uma solugdo de sulfato de
estreptomicina com auxilio de pinga flambada.

As variaveis analisadas foram: a taxa de germinacéo e presenca de micro-organismos
endofiticos nas sementes, apos oito dias de incubacdo em BOD a 25 + 1 °C sem fotoperiodo.

A taxa de germinacdo (G; em %) foi avaliada pela equagdo: G = (n. de sementes

germinadas/ n. de sementes utilizadas no bioensaio) x 100.

Rev Agro Amb, v. 16, n. 4, e11742, 2023 - e-ISSN 2176-9168



Santos, Gois, Mendonga, Oliveira, Marino

Nas sementes, germinadas e ndo germinadas, os fungos observados foram identificados
ao nivel de género com base nas estruturas reprodutivas com auxilio do microscopio Optico
com aumento de até 400x. As bactérias observadas nas sementes foram isoladas em meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA; 39,0 g.L”t da mistura comercial) e identificadas por
sequenciamento da regido 16S do ribossomo pela pesquisadora Dra. Mariangela Hungria, no
Laboratorio de Biotecnologia do Solo, Embrapa Soja, Londrina - Parana.

2.2 BIOENSAIO 2: CRESCIMENTO INICIAL DO SORGO CULTIVADO COM NIVEIS
DE NITROGENIO E MICRO-ORGANISMOS ENDOFITICOS

Na avaliacdo do crescimento inicial das plantas de sorgo cultivado com niveis de
nitrogénio e micro-organismos endofiticos foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado no esquema fatorial de 4 x 4 correspondente ao cultivo de plantas de
sorgo em quatro tratamentos (Testemunha — sem inoculagdo com flngica; e trés isolados
micorrizicos: UFLA351 - Rhizoglomus clarum Nicolson & Schenck, UFLA372 -
Claroideoglomus etunicatum Becker & Gerdemann e UFLA401 - Acaulospora morrowiae
Spain & Schenck) e quatro niveis de nitrogénio (N): 0, 100, 300 e 600 mg.Kg™ de N com quatro
repeticoes.

Os isolados micorrizicos arbusculares foram obtidos por doacdo do Laboratério de
Microbiologia do Solo pertencente a Universidade Federal de Lavras (UFLA). A multiplicacéo
dos inoculantes micorrizicos foi realizada em solo Neossolo quartarénico autoclavado a 121 °C
durante uma hora e repetido apds 24h. Apo6s o resfriamento do solo, o in6culo micorrizico foi
adicionado entre duas camadas de solo e semeado o capim braquiaria (Brachiaria brizantha
‘Marandt’). O cultivo da braquiaria com o inoculo fungico foi realizado em estufa agricola
com irrigacdo por aspersdo durante 150 dias. Apds este periodo, a parte aérea das plantas foi
cortada e suspensa a irrigacdo por 20 dias, para estimular a formacdo de propagulos
micorrizicos. O solo contendo os propagulos micorrizicos e os fragmentos radiculares do capim
braquiaria foram homogeneizado e usado como inoculante micorrizico.

Para obtencdo das plantulas de sorgo, as sementes foram desinfestadas superficialmente
através da imersdo das mesmas em alcool a 70%, hipoclorito de sédio a 0,2% e submetidas a
triplice lavagem em &gua destilada autoclavada. Em seguida, as sementes foram semeadas em

solo Neossolo quartarénico, previamente autoclavado (121 °C e a 1 atm durante uma hora e
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repetido apos 24 h), acondicionado em caixas do tipo Gerbox e umedecido com agua destilada
autoclavada. O cultivo foi realizado em BOD a 25 £ 1 °C sem fotoperiodo durante oito dias.

As plantulas de 2 cm de altura foram transplantadas para uma mistura do solo
autoclavado: inoculante (2:1) previamente acondicionado em copos plasticos de 500 mL,
conforme o tratamento. O solo utilizado foi o de textura Franco Arenoso suplementado com
100 mg.dm de pd de rocha (15% P»0s) e os quatro niveis de nitrogénio (0, 100, 300 e 600
mg.Kg™ de N). O adubo nitrogenado utilizado foi a ureia com 45% de N.

O solo utilizado foi caracterizado por apresentar pH 6,9, teor de matéria organica de 4,7
g.Kg?, CTC de 1,3 cmolc.dm=, V = 76,5%, potassio de 8,0 mg.Kg™ e teor de fésforo de 8,0
mg.Kg?, cuja analise foi realizada no Instituto Tecnoldgico e de Pesquisas do Estado de
Sergipe.

No tratamento testemunha (sem inoculacéo fungica) foi adicionado somente a mistura
de solo com fosforo e os niveis de nitrogénio. Nos tratamentos fungicos foram adicionados 50
g de inoculante do isolado de FMA, composto por solo contendo, em média, 100 esporos
micorrizicos e fragmentos de raizes do capim braquiaria colonizado pelos isolados fungicos.

Apbs 15 dias do transplantio e da inoculacdo foram realizadas adubacgdes de cobertura
e repetidas semanalmente até uma semana antes da colheita do bioensaio. Para tanto, adicionou-
se 5,0 mL de uma solucio preparada com 5,0 g.L do adubo comercial, composto por 6% de
nitrogénio (N), 18% de fosforo (P20s), 12% de potassio (K20), 5% de enxofre (S), 2% de calcio
(Ca), 0,08% de magnésio (Mg), 2% de ferro (Fe), 0,2% de zinco (Zn), 0,08% de manganés
(Mn), 0,06% de boro (B), 0,05% de cobre (Cu) e 0,005% de molibdénio (Mo).

As varidveis analisadas foram: taxa de colonizacdo micorrizica e de estruturas
micorrizicas (vesiculas, arbusculos e hifas); relacdo arblsculo: vesicula; taxa de colonizacdo
por fungos endofiticos DSE, altura da planta, comprimento da raiz, massa seca da parte aérea,
massa seca da raiz, massa seca total e dependéncia micorrizica, apds 90 dias da inoculacéo.

A taxa de colonizagdo e de estruturas micorrizicas foram avaliadas pelo método de
interseccdo desenvolvido por Giovannetti e Mosse (1980) e modificado por Mendonca et al.
(2019). Para tanto, os fragmentos radiculares com 1 cm de comprimento foram distribuidos em
laminas previamente quadriculadas (5 x 5 mm) e analisado o nimero de fragmentos colonizados
e ndo colonizados ao microscopio optico. A porcentagem de colonizagdo micorrizica (CM) foi
calculada pela equagdo: CM (%) = [(A/B) x 100], onde A = numero total de fragmentos
radiculares colonizados e B = nimero de fragmentos colonizados e ndo colonizados. A

porcentagem de estruturas micorrizicas (EST) foi determinada pela equacéo: EST (%) = (C/D)
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x 100, onde EST = estrutura analisada (vesicula, arbusculo ou hifas), C = numero total de
fragmentos radiculares colonizados pela estrutura em especifico e D = nimero total de
fragmentos colonizados. A relacdo arbusculo/vesicula (AV) foi determinada pela equagédo: AV
= ARB/VES, em que ARB = numero de arbusculos observados e VES = nimero de vesiculas
observadas por fragmento analisado.

A taxa colonizagdo por fungos endofiticos “dark septate” (DSE) foi avaliada pela
presenca de hifas septadas e melanizadas e calculada pela equacéo: DSE (%) = (E/F) x 100,
onde E = numero de fragmentos radiculares colonizados por DSE e F = numero total de
fragmentos analisados (colonizados e ndo colonizados).

A altura da planta (ALT) e o comprimento da raiz (CR) foram mensurados com auxilio
de uma régua milimetrada, cuja medicdo foi realizada a partir do colo da planta. A massa seca
da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) foram determinadas com auxilio de balanca semi-
analitica, apos secagem da biomassa vegetal em estufa com circulacdo forcada de ar, a 60 °C
até massa constante.

A dependéncia micorrizica (DM, em %) foi calculada segundo Machineski et al. (2011)
pela equacdo: DM (%) = [(VM-VC)/VM] x 100, onde VM = valor da massa seca total na planta
micorrizada e VC = valor da massa seca total na testemunha (sem inoculacdo fingica e sem
nitrogénio). A massa seca total da planta foi determinada pela somatdria da massa seca da parte
aerea e da raiz.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na andlise de correlacdo e de regressdo das variaveis

analisadas foi aplicado os testes de F e t, respectivamente, a 1 e 5% probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 BIOENSAIO 1: GERMINACAO E IDENTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS
ENDOFITICOS EM SEMENTES DE SORGO

As sementes de sorgo apresentaram taxa de germinagdo de 23% e foram colonizadas
pelos fungos Curvularia (1%), Rhizoctonia (4%), Colletotrichum (3%) e pela bactéria Bacillus
subtillis (4%). Nas sementes ndo germinadas foram identificados os fungos Curvularia (2%),
Rhizoctonia (15%), Fusarium (1%), Mucor (1%), Helminthosporium (3%) e a bactéria B.
subtillis (21%). Desta maneira, a presenca destes géneros de fungos pode ter influenciado na

germinacdo das sementes do sorgo, pois sdo capazes de causar podridées em geral (Amorim et
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al., 2018), mas também podem ser considerados DSE capazes de interferir no crescimento
vegetal, conforme observado por Santana-Santos et al. (2022).

Os fungos Rhizoctonia sp. e Colletotrichum sp. de hifas hialinas observados nas
sementes germinadas também podem ser considerados como DSE (Ndinga-Muniania et al.,
2021) e podem competir ou inibir o crescimento de outros micro-organismos nativos ou
inoculados junto das sementes, tal como os FMAs (Gois et al., 2019).

Nas sementes de sorgo, a auséncia dos fungos Mucor, Fusarium e Helminthosporium
nas sementes germinadas pode ter sido devido a presenca da bactéria B. subtillis, que pode
excretar metabolitos secundarios antifungicos (Caulier et al., 2019).

A presenca de fungos endofiticos e da bactéria endofitica B. sutillis nas sementes de
sorgo demonstra que o processo de desinfestacdo superficial, ndo eliminou estes micro-
organismos como observado também por Gois et al. (2019) em sementes de arroz. Neste
resultado é importante considerar que Bamisile et al. (2018) e Mendonga et al. (2019)
verificaram que os micro-organismos endofiticos podem influenciar no desenvolvimento das
plantas a depender da interacdo com a microbiota. Entretanto, a presenca deste micro-
organismos em sementes vem sendo frequentemente desconsiderada nos trabalhos que

descrevem a agdo de fungos micorrizicos sobre o desenvolvimento de plantas hospedeiras.

3.2 BIOENSAIO 2: CRESCIMENTO INICIAL DO SORGO CULTIVADO COM NIVEIS
DE NITROGENIO E MICRO-ORGANISMOS ENDOFITICOS

Na literatura tem-se que os fungos endofiticos “dark septate” (DSE) e os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) podem estimular o desenvolvimento vegetal devido ao
aumento da disponibilidade de nutrientes, da toleréncia a fatores adversos, bem como inibir o
crescimento de fitopatdgenos, a depender da interacdo com a planta hospedeira (Santana-Santos
et al., 2022; Symanczik et al., 2018; Zhang et al., 2017).

No sorgo, a taxa de colonizagéo das plantas de sorgo por DSE foi observada em todos
0s tratamentos, com e sem inoculagdo dos isolados micorrizicos testados, provavelmente devido
a presenca de fungos endofiticos nas sementes, conforme discutido no item anterior. Ndo houve
influéncia os niveis de nitrogénio na taxa de colonizacéo por DSE, exceto no UFLA401 em que
o uso de 600 mg.Kg* de N favoreceu incremento significativo desta variavel, cujos dados foram

ajustados a regressao quadratica (Tabela 1).
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Tabela 1. Colonizagdo por fungos endofiticos “dark septate” (DSE) e por fungos micorrizicos (CM);
estruturas micorrizicas: hifas (HIF), vesiculas (VES), arblsculos (ARB) e relagdo arbdsculos/vesiculas
observados em raizes de sorgo, por tratamento, ap6s 90 dias de inoculacdo

Trat N DSE CM H ARB VES ARB/

(mg Kg*) (%) (%) (%) (%) (%) VES

0 0,0 al 0,0a 0,0b 0,0a 0,0a 0,0a

‘c,; 100 0,5a 33a 46,7 a 0,0a 0,0a 0,0a
g 300 0,0a 34a 51,3a 0,0a 23a 0,0a
2 600 0,5a 9,3a 16,0 a 8,0a 53a 0,3a
& Regressdo Quadratica Linear Quadratica Linear Linear Linear
R? 0,39 ns? 0,91%**2 1,0* 0,78ns 0,98 ns 0,78 ns

0 0,0a 87,0a 42,1a 20,4 b 25,0a 10a

o 100 0,0a 84,1a 33,0a 25,8b 20,0a 24a
p 300 0,0a 82,9 a 40,3 a 25,4b 18,0 a 2,1la
T 600 0,4a 73,2a 32,2a 40,9 a 18,3 a 2,8a

) Regressédo Linear Linear Linear Linear Quadratica  Quadratica

R? 0,78 ns 0,93 ns 0,30 ns 0,88** 0,93* 0,63 ns

0 0,0a 35,7b 324a 8,0b 29,7a 0,2b

N 100 0,4a 29,2b 242 a 17,7b 12,6b 1,1b
p 300 0,0a 18,1b 30,6 a 30,3 a 9,2b 2,2a
0 600 0,0a 60,7 a 233a 43,6 a 24,7 a 2,1la
> Regressdo Quadratica Quadratica Linear Linear Quadratica Linear
R? 0,18 ns 0,97 ns 0,33 ns 0,98** 0,92 * 0,72 *

0 0,0b 78,3 a 40,7a 20,8b 32,4a 0,7b

S 100 0,0b 59,8 a 34,0a 23,1b 25,0a 1,0b

P 300 0,0b 34,0b 40,1a 24,7h 17,1b 14b
T 600 1,1la 44,4 b 36,1 a 44,8 a 13,2b 4,0a
) Regressdo Quadratica Quadratica Linear Linear Linear Linear
R? 0,99* 0,54* 0,06 ns 0,88 * 0,89 ** 0,92**

1 Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade; ?ns
= ndo significativo; (*) = significativo a 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05) e (**) = significativo a 1% de
probabilidade (p < 0,01).

No tratamento testemunha (sem inoculacdo com FMA), a taxa de colonizacdo
micorrizica variou de 3,3 a 9,3% com 100 e 600 mg.Kg* de N, sem diferenca significativa entre
0s niveis de nitrogénio testado pelo teste de Tukey. Todavia, os dados de colonizagdo
micorrizica foram ajustados a regressao linear com os niveis crescentes de nitrogénio. Neste
tratamento, a coloniza¢do micorrizica apresentou 16 a 51,3% de hifas hialinas com 100 a 600
mg.Kg™ de N, valores estes significativamente superiores ao tratamento 0 mg.Kg?, cujos dados
foram ajustados a regressao quadratica (Tabela 1).

Neste resultado deve-se considerar que a presenca de hifas hialinas ndo garante que as
mesmas sejam de fungos micorrizicos, pois Ndinga-Muniania et al. (2021) relataram que outros
fungos endofiticos também podem apresentar hifas hialinas. Assim como, os fungos de hifas
hialinas pertencentes aos géneros Rhizoctonia, Fusarium e Colletotrichum observados no
bioensaio 1 nas sementes do sorgo, podem ter ido considerados com FMAs devido a auséncia

das estruturas tipicas micorrizicas para identificacdo do fungo.
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Da mesma forma, o emprego do tratamento térmico do solo utilizado como substrato
para producdo das plantas de sorgo pode né&o ter eliminado os micro-organismos nativos,
conforme descrito por Pereira et al. (2011). Portanto, as hifas hialinas observadas no tratamento
testemunha com 100 a 600 mg.Kg™ de N podem ser dos fungos observados e identificados nas
sementes e/ou também do substrato autoclavado, os quais podem influenciar no crescimento
inicial do sorgo, a depender da interagdo planta versus microbiota nativa.

Neste sentido, deve-se ressaltar que na avaliacdo da eficiéncia dos isolados micorrizicos
testados no crescimento inicial do sorgo foi adotado como referéncia os dados obtidos no
tratamento testemunha com 0 mg.Kg! de N, em que nio foi observada a presenca de
colonizagdo micorrizica e de DSE (Tabela 1), o que garante uma avaliacdo dos isolados
micorrizicos testados sem interferéncia de outros micro-organismos.

Segundo Jalonen et al. (2013), os FMAs s6 influenciam no crescimento das plantas
hospedeiras se ocorrer a formacéo de estruturas como arbusculos, por serem responsaveis pela
transferéncia de nutrientes entre os simbiontes, e as vesiculas por armazenarem energia
(Mendoncga et al., 2020).

No tratamento testemunha, os arbusculos foram observados somente com 600 mg.Kg*
de N e as vesiculas com 300 e 600 mg.Kg™* de N, mas sem influéncia dos niveis de nitrogénio
nestas variaveis (Tabela 1), tal como verificado por Gois et al. (2019) em plantas de arroz
cultivadas com os mesmos isolados micorrizicos e niveis de nitrogénio.

A presenca de arbusculos e de vesiculas, no tratamento testemunha, pode ser resultado
da dispersao de esporos dos isolados fangicos micorrizicos testados pela agua da irrigacéo e/ou
pelo vento na estufa agricola, bem como pelos fungos micorrizicos arbusculares nativos podem
ndo ter sido eliminados pelo processo de tratamento térmico do solo, conforme discutido
anteriormente.

Na avaliacdo do efeito da colonizacdo micorrizica sobre o crescimento vegetal, a relacdo
arbusculo por vesicula é um indicador da eficiéncia da interacdo FMA versus planta, cujos
valores menores que 1,0 indicam competi¢cdo por nutrientes entre os simbiontes e podem
influenciar negativamente no crescimento da planta hospedeira (Jalonen et al., 2013).

A relacdo arbusculo/ vesicula no tratamento testemunha variou de zero com 0 a 300
mg.Kg? de N até 0,3 com 600 mg.Kg™ de N, sem influéncia dos niveis de nitrogénio. Neste
resultado, deve-se considerar que o0s arbusculos que séo estruturas responsaveis pela simbiose
propriamente dita com a planta hospedeira (Van Heijden et al., 2015), ndo foram observados

com 0 a 300 mg.Kg* de N (Tabela 1), ou seja, pode ndo comprometer o crescimento do sorgo.
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Nos tratamentos com UFLA351, UFLA372 e UFLA401, a taxa de colonizagédo
micorrizica média do sorgo foi 81,8%, 35,9% e 54,1%, respectivamente (Tabela 1).
Comparativamente, os valores médios de colonizacdo micorrizica do sorgo com UFLA 351
(Rhizoglomus clarum) de 73,2 a 87,0% foram superiores aos 40% obtidos por Gomide et al.
(2009) com sorgo cultivado com Glomus clarum (=R. clarum).

A adicdo da adubacdo nitrogenada com niveis crescentes ndo influenciaram a
colonizacdo do sorgo pelo isolado UFLA351. Enquanto no UFLA372, o emprego de 600
mg.Kg™ de N estimulou significativamente a colonizagdo micorrizica do sorgo em comparagao
ao tratamento com 0 mg.Kg™ de N, porém os dados ndo foram ajustados a nenhum modelo de
regressdo (Tabela 1). Da mesma forma, Puschel et al. (2016) verificaram que as plantas de
Andropogon gerardii colonizado por Rhizophagus irregulares e adubado com nitrogénio
apresentaram aumento da taxa de colonizacéo.

No tratamento UFLA 401, a adicdo de 300 e 600 mg.Kg? de N reduziu
significativamente a colonizagao micorrizica do sorgo em comparacdo com 0 e 100 mg.Kg™ de
N, cujos dados foram ajustados a regressdo quadratica (Tabela 1), tal como mencionado por
Cobb et al. (2016) no sorgo colonizado por FMAs nativos do solo na presenca de fertilizantes.

Outro fator que pode interferir na taxa de colonizacéo micorrizica é a colonizacdo por
micro-organismos endofiticos (Yan et al., 2015). Nos tratamentos testemunha, UFLA 372 e
UFLAA401 ndo houve correlacdo da colonizagdo micorrizica (CM) com a colonizagéo por DSE
(p>0,05), tal como obtido por Gois et al. (2019) em arroz com o0s mesmos isolados micorrizicos.
No UFLA351 houve correlacdo negativa entre a colonizacdo micorrizica e por DSE (r = - 0,68;
p<0,01), ao contrario do que foi mencionado por Santos et al. (2018a) no capim vetiver com o
mesmo isolado micorrizico.

De forma geral, a taxa de colonizacdo micorrizica do sorgo foi influenciada pelos niveis
de nitrogénio e pela presenca dos micro-organismos endofiticos DSE, a depender do isolado
UFLA. Todavia, as bactérias endofiticas, observadas nas sementes, também podem influenciar
na taxa de colonizagdo micorrizica (Gois et al., 2019).

Segundo Bernaola et al. (2018), a colonizacdo micorrizica ocorre com elevada
porcentagem de hifas, seguido pela presencga de arbusculos e vesiculas, conforme a espécie
fangica. Contudo, a adubacdo nitrogenada pode estimular a formacéo de hifas dos fungos
micorrizicos arbusculares em poaceas (Mandyam; Jumpponen, 2008).

No sorgo cultivado com UFLA 351, UFLA 372 e UFLA 401, ndo houve influéncia dos

niveis de nitrogénio na porcentagem de hifas, que variou de 23,3% a 42,1% (Tabela 1), mas
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deve-se considerar que estas hifas podem ser dos fungos observados nas sementes e/ou da
microbiota nativa do solo utilizado como substrato de cultivo, tal como discutido anteriormente.

Em relacdo as estruturas tipicas micorrizicas, a porcentagem de arbusculos no UFLA
351, no UFLA 372 e no UFLA 401 aumentou significativamente com os niveis crescentes de
nitrogénio, cujos dados médios de 17,7 a 44,8% foram ajustados a regressao linear em todos 0s
tratamentos com os FMAs (Tabela 1). Neste sentido, vale ressaltar que a presenga dos
arbasculos poderad influenciar no crescimento inicial do sorgo, pois estas estruturas sdo
responsaveis disponibilidade de nutrientes, como fosforo e nitrogénio as plantas hospedeiras,
bem como podera contribuir para a adaptagdo ao estresse hidrico e a baixa fertilidade (Van
Heijden et al., 2015).

No UFLA351, os niveis de nitrogénio ndo interferiram na formacéo de vesiculas pelo
teste de Tukey, mas os dados foram ajustados a regressdo quadratica. No UFLA372, a adi¢do
de 100 e 300 mg.Kg™ de N reduziu significativamente a formagao de vesiculas, em comparagéo
aos niveis de 0 e 600 mg.Kg™ de N, cujos dados foram ajustados a regressdo quadratica. Para
UFLA401, o uso de 300 a 600 mg.Kg™? de N reduziu significativamente a porcentagem de
vesiculas em relagdo aos niveis de 0 e 100 mg.Kg? de N, cujos dados foram ajustados a
regressao linear (Tabela 1).

Segundo Jalonen et al. (2013), valores da relacdo do numero de arbusculo/vesicula
acimade 1,0 pode estimular o crescimento da planta. Neste contexto, no UFLA 351 esta relagédo
variou de 1,0 a 2,8, sem influéncia dos niveis de nitrogénio pelo teste de Tukey e pela regressdo
(Tabela 1).

Por outro lado, a ocorréncia da relacdo arbusculo: vesicula menor 1,0 nos tratamentos
UFLA 372 e UFLA 401 com 0 mg.Kg? de N (Tabela 1) pode interferir negativamente no
crescimento inicial das mudas. Uma vez que, valores baixos desta variavel indica maior
competicdo por nutrientes entre os simbiontes (Jalonen et al., 2013). No UFLA372, 0 aumento
dos niveis de nitrogénio de 0-100 para 300-600 mg.Kg* favoreceu o incremento significativo
darelacdo arbdsculo: vesiculas de 0,2 a 1,1 para até 2,2, cujos dados foram ajustados a regressao
linear. No UFLA 401, a relacdo arbusculo/ vesiculas aumentou significativamente de 0,7 a 1,4
(0 a 300 mg.Kg* de N) para 4,0 (600 mg.Kg™ de N), cujos dados foram ajustados a regressdo
linear com os niveis crescentes de nitrogénio (Tabela 1).

Desta forma, a ocorréncia de alta relagdo arbusculo/vesicula com a adi¢éo de nitrogénio
ao substrato de cultivo do sorgo demonstra uma possivel interacdo positiva dos isolados

fangicos UFLAs testados e o sorgo. Entretanto, deve-se considerar que a taxa de colonizagdo
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micorrizica nem sempre garante maior eficiéncia da simbiose entre FMAS no crescimento da
planta hospedeira (Santos et al., 2018b) e que a época de cultivo pode influenciar na eficiéncia
da simbiose (Lopes et al., 2018), bem como a microbiota nativa pode interferir no crescimento
vegetal (Santos et al., 2018a).

Considerando as variaveis analisadas de altura da planta, de massa seca da parte aérea,
comprimento da raiz e de massa seca da raiz, ndo houve aumento significativo dos niveis
crescentes de nitrogénio na testemunha e com UFLA 351, UFLA372 e UFLA 401 pelo teste de
Tukey, mas os dados do comprimento da raiz na testemunha e no UFLA 351 com o aumento do

nivel de nitrogénio foram ajustados a regressao linear (Tabela 2; Figura 1).

Tabela 2. Altura da planta (ALT), massa seca da parte aérea (MSPA), comprimento da raiz (CR) e
massa seca da raiz (MSR) de plantas de sorgo cultivado com FMAs e niveis de nitrogénio (N), apds 90
dias da inoculagéo

Trat N ALT MSPA CR MSR
(mg Kg') (cm) (¥) (cm) (%)
o 0 44,4 a 0,60 a 13,7 a 0,53a
< 100 442 a 0,60 a 125a 0,49 a
2 300 46,0 a 0,63 a 112a 0,62 a
2 600 47,3 a 0,82a 111a 0,98 a
2 Regresséo Linear Linear Linear Linear
R? 0,93 ns 0,87 ns 0,77 * 0,90 ns
0 50,3 a 0,70 a 125a 0,49 a
o 100 425a 0,47 a 12,1a 0,62 a
P 300 50,4 a 0,74 a 11,3a 0,56 a
m 600 46,7 a 059a 109a 0,82a
> Regressédo Linear Linear Linear Linear
R? 0,01 ns 0,00 ns 0,93 * 0,78 ns
0 43,7 a 0,57 a 13,0a 0,61a
X 100 46,7 a 0,68 a 125a 0,58 a
P 300 46,5 a 0,74 a 109a 0,46 a
m 600 477a 0,632 117a 052a
> Regressdo Linear Linear Linear Linear
R? 0,62 ns 0,05 ns 0,46 ns 0,43 ns
0 53,6 a 0,98 a 124a 0,75a
= 100 475a 0,64 a 109a 0,61a
3 300 455a 0,67 a 10,6 a 0,48 a
T 600 46,5 a 0,6la 10,6 a 0,88 a
> Regresséo Linear Linear Linear Linear
R? 0,47 ns 0,48 ns 0,48 ns 0,15 ns

!Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade; 2
ns = ndo significativo; (*) = significativo a 5% de probabilidade (0,01 < p < 0,05) e (**) = significativo a 1% de
probabilidade (p < 0,01).
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Figura 1. Plantas de sorgo cultivadas com isolados de fungos micorrizicos arbusculares e niveis de nitrogénio
(0, 100, 300 e 600 mg Kg™ de N) apés 90 dias de cultivo

Todas as varidveis de crescimento analisadas ndo foram correlacionadas com a
colonizacdo micorrizica pelos isolados UFLAs de FMAs e por DSE nativos (p>0,05), ou seja,
a maior colonizacdo micorrizica do sorgo no tratamento UFLA351, ndo influenciou no
crescimento inicial da planta, tal como também observado por Santos et al. (2018b) em
gliricidia cultivada com este mesmo isolado micorrizico.

Segundo Machineski et al. (2011), plantas colonizadas por isolados micorrizicos
arbusculares podem ser consideradas responsivas a inoculacdo fungica quando apresentarem
um incremento maior que 25% na biomassa em relacdo ao tratamento testemunha (sem
inoculagdo micorrizica). Neste trabalho, a adicdo de 600 mg.Kg? de N resultou em um
incremento de 26,3% na massa seca total do sorgo na testemunha, quando comparado ao
tratamento sem adubac&o nitrogenada (0 mg.Kg? de N), ou seja, o sorgo foi responsivo a

adubacdo nitrogenada a base de ureia (Tabela 3).

Tabela 3. Dependéncia micorriza da massa seca total das plantas de sorgo colonizadas por isolados de
FMAs e niveis de nitrogénio (0, 100, 300 e 600 mg.Kg™), apés 90 dias de cultivo

Tratamentos Dependéncia micorrizica por nivel de nitrogénio (%)
0 mg.Kg? 100 mg.Kg? 300 mg.Kg! 600 mg.Kg*
de N de N de N de N
Testemunha 1 -10,22 -4.9 26,3
UFLA 351 2,1 -15,4 12,9 9,5
UFLA 372 3,7 4,9 4,1 0,5
UFLA 401 32,4 74 -11,6 13,3

! Tratamento utilizado como referéncia para analise do crescimento micelial das plantas de sorgo cultivadas com
niveis de nitrogénio e/ou inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares; 2 Valores positivos de dependéncia
micorrizica correspondem ao incremento de biomassa vegetal; e valores negativos representam redugdo da
biomassa vegetal em relacdo ao tratamento referéncia (Testemunha, sem nitrogénio)
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No tratamento testemunha com 600 mg.Kg?* de N deve-se considerar que houve a
formacdo de arbdsculos e que estas estruturas sdo importantes na disponibilidade de nutrientes
a planta hospedeira (Van Heijden et al., 2015), principalmente de nitrogénio em poaceas
(Nakmee et al., 2016). E que o nitrogénio é um nutriente mineral essencial ao metabolismo
vegetal, pois participa da sintese de proteinas, aminoacidos, enzimas, acidos nucléicos e da
clorofila e, consequentemente, a adi¢do deste elemento promove o crescimento da planta, além
de poder reduzir a incidéncia de doencas em condi¢fes de campo (Zhang et al., 2017).

Por outro lado, a adi¢do de 100 e de 300 mg.Kg™ de N ndo favoreceu o aumento da
biomassa seca total do sorgo no tratamento testemunha, pois apresentou dependéncia
micorrizica com valores negativos (Tabela 3), provavelmente devido a presenca de hifas e
vesiculas, sem a formacdo de arbusculos (Tabela 1). Desta forma, tem-se que 0 sorgo, sem
inoculacdo micorrizica (testemunha) ndo respondeu a adubacdo nitrogenada e nem sofreu
influéncia da taxa de colonizagdo micorrizica.

Nos tratamentos UFLA351 e UFLA372, o0 sorgo ndo foi responsivo a inoculagédo flngica
e aos niveis de nitrogénio testados, pois apresentou dependéncia micorrizica de -15,4% a 12,9%
na massa seca total. O sorgo foi responsivo ao UFLA401 com 0 mg Kg de N, pois apresentou
dependéncia micorrizica de 32,4%, sendo considerada como moderada segundo Machineski et
al. (2011). Entretanto, neste tratamento, 0 aumento dos niveis de nitrogénio reduziu a resposta
do sorgo a inoculagdo micorrizica, ou seja, a dependéncia micorrizica (Tabela 3), tal como
observado por Teutscherova et al. (2019).

O sorgo colonizado por UFLA401 (Acaulosporoa morrowiae) e sem adubacdo
nitrogenada (0 mg Kg* de N) representa uma economia no consumo de adubo. Pois, Qiao et al.
(2022) mencionaram que a coloniza¢do micorrizica aumentou a absor¢do de nitrogénio e de
fosforo, os quais sdo rapidamente imobilizados ao tecido vegetal, o que resulta no crescimento
da planta (Symanczik et al., 2018).

A interacdo do sorgo com o isolado UFLA 401, sem adi¢do de adubo nitrogenado a base
de uréia, pode representar um meio de sobrevivéncia das plantas em condi¢des de campo
desfavoraveis. E que na avalia¢do da interacdo dos isolados micorrizicos no desenvolvimento
de planta hospedeiras é importante considerar que nas sementes utilizadas nos bioensaios
podem conter micro-organismos endofiticos e/ou promotores de crescimento, 0s quais podem
influenciar no crescimento vegetativo a depender da interacdo fungo-planta, tal como

mencionado por Yan et al. (2015).
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4 CONCLUSOES

Nos tratamentos UFLA 351 e UFLA 372, o aumento dos niveis de nitrogénio reduz o
crescimento inicial do sorgo, mas nao influencia na taxa de colonizagéo dos fungos endofiticos
“dark septate”.

O isolado UFLA401 favorece o crescimento inicial do sorgo, mas sem adubacéo
nitrogenada.

Os fungos endofiticos “dark septate” podem influenciar na taxa de colonizacao
micorrizica e, portanto, no crescimento inicial do sorgo, a depender da interacdo microbiana.
Desta forma, é importante que nos trabalhos que visem avaliar a interacdo de fungos
micorrizicos e plantas hospedeiras levem em consideragdo que as sementes podem apresentar
micro-organismos endofiticos que sdo capazes de interferir na eficiéncia da simbiose e,

portanto, no desenvolvimento vegetal.
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