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RESUMO

A inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas € uma alternativa
sustentavel para a recuperacdo e manutencao de pastagens. Neste sentido, objetivou-se
com este estudo avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento de
plantas nas caracteristicas estruturais e produtivas de Urochloa (syn. Brachiaria)
brizantha cv. BRS Paiaguéas e Urochloa ruziziensis. O experimento foi desenvolvido em
delineamento em blocos casualizados, em parcelas em esquema fatorial 4x3. Os
tratamentos consistiram de trés bactérias (Azospirillum brasilense Ab-V5, Pseudomonas
fluorescens CCTBO03 e Pantoea ananatis AMG521), mais o tratamento controle (sem
bactéria), e trés doses de N-fertilizante (zero, 50 e 100 kg de N hal). Foram utilizados 15
mL de in6culo para cada kg de semente de cada capim. Os capins eram colhidos quando
apresentavam, em média, 95% de intercepcdo luminosa, deixando-se 15 cm de altura de
residuo. Para o capim Paiaguas, a estirpe CCTBO03 proporcionou os melhores parametros
para massa de forragem, lamina foliar, colmo+bainha e acumulo diério e anual de massa
de forragem. Para valores nutritivos, ndo houve influéncia da inoculagdo. Houve interacédo
entre as bactérias e N-fertilizante para o comprimento radicular. Para a U. ruziziensis, ndo
houve influéncia dos fatores testados sobre a massa de forragem, lamina foliar,
colmo+bainha, acumulo diario e anual de massa de forragem e valor nutritivo. Contudo,
houve interacdo entre as bactérias e N-fertilizante para area radicular, comprimento
radicular e densidade radicular. A inoculacdo do capim Paiaguas proporcionou aumentos
na producdo de biomassa de raizes e melhor morfologia radicular. O uso de BPCP é uma
pratica vidvel a ser utilizada na inoculagdo de espécies de gramineas do género Urochloa,
promovendo beneficios para o crescimento e desenvolvimento, tornando-se, assim, uma
opcéo de manejo para as gramineas forrageiras nos tropicos.

Palavras-chave: biotecnologia, nitrogénio, fitormoénios do crescimento vegetal,
microrganismos endofiticos, rizobactérias



ABSTRACT

The inoculation of plant growth promoting bacteria (PGPB) is a sustainable alternative
for pasture recovery and maintenance. In this sense, this study aimed to evaluate the effect
of the inoculation of PGPB in the structural and productive characteristics of Urochloa
(syn. Brachiaria) brizantha cv. BRS Paiaguas and Urochloa ruziziensis. The experiment
was developed in a randomized block design, within plots in 4x3 factorial scheme. The
treatments consisted of three bacteria (Azospirillum brasilense Ab-V5, Pseudomonas
fluorescens CCTBO03 and Pantoea ananatis AMG521) plus the control treatment (with
no bacteria), and three doses of N-fertilizer (zero, 50 and 100 kg de N ha). 15 mL of
inoculum were used for each kg of seeds of each grass. The grass was harvested when
they presented, on average, 95% of light interception, at 15 cm of stubble height. For
Paiaguas grass, the CCTBO03 strain allowed the best parameters for forage mass, leaf
blade, stem+sheath and daily and yearly accumulation of forage mass. With regard to
nutritious values, the inoculation had no influence. There was interaction between the
bacteria and N-fertilizer regarding root length. As for U. ruziziensis, there was no
influence of the factors tested on forage mass, leaf blade, stem+sheath, daily and yearly
accumulation of forage mass and nutritious value. However, there was interaction
between the bacteria and N-fertilizer when it comes to root area, root length and root
density. The inoculation of Paiagués grass led to increases in the production of root
biomass and better root morphology. The use of PGPB is a viable practice to be applied
in the inoculation of grass speeches of the Urochloa genera, providing benefits to the
growth and development of the plant, thus, becoming an option of forage grass
management in the tropics.

Keywords: biotechnology, Urochloa, plant growth phytormons, endophytic
microorganisms, rhizobacteria



| - INTRODUCAO

Uma das preocupagdes mais eminentes na atualidade é a grande demanda em
aumentar o volume de producdo de alimentos, devido ao crescimento da populagéo
mundial. Neste contexto, o Brasil tem um papel de destaque por ser um pais de dimensdes
continentais e condicdes edafoclimaticas ideais para o cultivo, o que faz com que sempre
figure entre os maiores produtores e exportadores de gréos e produtos de origem animal
(Camargo et al., 2017).

O rebanho bovino mundial é de aproximadamente 1,47 bilhdo de cabecas, dos quais
15%, algo em torno de 218 milhdes de cabecas, se concentram no Brasil, (FAO, 2018).
De acordo com dados preliminares do Censo Agro 2017, o rebanho brasileiro esta
ditribuido em 165 milhGes de ha (IBGE, 2017). Das éareas ocupadas por pastagens,
mensura-se que cerca de 50% se encontram em estagio avancado de degradacdo (Dias-
Filho, 2016).

A degradacdo de pastagens é um processo evolutivo que ocasiona perdas em sua
capacidade de suporte, afetando sua perenidade e regeneracdo natural, tornando-as
incapaz de atingir os niveis de produgdo sustentaveis e as exigéncias nutricionais
requeridas pelos animais (Macedo et. al., 2000).

A escassa reposicdo de nutrientes para as plantas esta entre as principais causas da
degradacéo das pastagens (De Moraes et al., 2011). Dentre os nutrientes requeridos pelas

plantas, o N se destaca como principal elemento para que seja assegurada a manutencao



da produtividade das pastagens (Werner, 1994), sendo sua aplicagdo mediante o uso de
N-fertilizantes.

Porém, vale ressaltar que o N-fertilizante no sistema apresenta perdas expressivas
via volatilizacao, desnitrificacdo e, em algumas regides, por lixiviacdo (Martha Janior et
al., 2004), além de ocasionar problemas ambientais ligados ao seu mau uso (De Campos
etal., 2003). Por essa razao, € crescente a preocupagdo em buscar tecnologias alternativas
sustentaveis para a nutricdo de plantas forrageiras.

A exploracédo do potencial da fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) é considerada
uma alternativa viavel para a utilizacdo em pastagens de gramineas tropicais, devido a
possibilidade de incrementar a producéo de massa de forragem, ao passo que aumenta o
valor nutritivo do pasto. A FBN é realizada por um grupo restrito de bactérias
denominadas diazotréficas, comumente conhecidas como bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP) (Reis, 2007). No processo, o N2 atmosférico é convertido
em compostos nitrogenados que podem ser assimilados pelas plantas (Nunes et al., 2003).

As BPCP vém sendo estudadas e descritas como promotoras do crescimento
vegetal, em funcdo da producéo de substancias que auxiliam no crescimento radicular e
proporcionam uma interacao das raizes das plantas com a ciclagem de nutrientes (Moreira
et al., 2010).

Na literatura, ja sdo de conhecimento comum os beneficios promovidos pelas BPCP
em culturas agricolas como o milho, o trigo e o arroz. Contudo, em se tratando de plantas
forrageiras, esse conhecimento ainda € insuficiente devido a escassez de trabalhos com
as espécies disponiveis no mercado. Por isso, a avaliacdo dos efeitos das BPCP no
estabelecimento, manutencao e producéo de plantas forrageiras de uso comercial se torna

essencial para modernizar a producdo animal a pasto e torna-la mais sustentavel.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Pastagens no Brasil

A producdo pecuaria é realizada de diversas formas, em diferentes sistemas de
producdo e com uma ampla diversidade de ragas em todo o planeta (Steinfeld et al., 2006).
Na atual conjuntura, o Brasil se caracteriza como o segundo maior produtor e 0 maior

exportador mundial de carne bovina. A producédo pecudria brasileira é baseada na criagéo



a pasto e, portanto, um modelo de producdo mais econémico (Carvalho et al., 2009; Jank
et al., 2013). Dos 350 milhdes de ha destinados as atividades agropecuérias no territorio
nacional, 47,1% é ocupada por pastagens, sendo que 13,9% esta cultivada com pastagens
naturais e 33,2% com pastagens cultivadas (IBGE, 2017).

As altas taxas de lotacOes exercidas nas pastagens do Brasil, devido a negligéncia
empregada no manejo do pastejo e, a ndo utilizagdo de técnicas difundidas como a altura
ideal para a colheita do pasto, sdo algumas das causas que contribuiem para a degradacao
das pastagens (Borghi et al., 2013). Segundo Parsons e Chapman (2000), uma alta
remocao da area foliar do pasto reduz a maquinaria fotossintética, e sucessivas desfolhas
drésticas acarretam na perda da capacidade de rebrota do pasto. Nessas circunstancias, a
busca do equilibrio entre rendimento e qualidade da forragem ¢é reflexo da
sustentabilidade do modelo pecuéario, alavancando os indicadores produtivos
(Nascimento Junior et al., 1994).

A érea destinada a producdo animal é caracterizada por solos acidos e de média a
baixa fertilidade, ocupados por Urochloa sp. e Panicum sp., géneros que possuem
caracteristicas adaptativas as condi¢des tropicais brasileira (Ferraz e De Felicio, 2010;
Resende et al., 2015).

A produtividade média da atividade pecuéria nessas areas de pastagens situa-se em
torno de 5,1 @.ha.ano, sendo assim, a adocdo de tecnologias que venham a auxiliar no
manejo das pastagens, podem trazer incrementos significativos (Torres Junior et al.,
2013).

1.2. Uso de BPCP em gramineas forrageiras

A associacao de gramineas a bactérias promotoras do crescimento de plantas ocorre
de forma natural no ambiente da rizosfera, uma vez que ambos organismos se beneficiam
dos produtos sintetizados e disponibilizados no ambiente a partir das suas atividades
metabolicas. Por essa razdo, acredita-se no potencial da interagdo BPCP-graminea como
alternativa inovadora e sustentavel ao modelo convencional de produgéo animal a pasto.

Ha 60 anos, Ddbereiner e Ruschel (1958) isolaram a primeira bactéria com
potencial de associacdo com gramineas. Desde entdo, as pesquisas se intensificaram e
outras bactérias vém sendo identificadas. O Brasil tem grande participacédo, contribuindo

como fonte e referéncia nesta area de estudo. As rizobactérias promotoras do crescimento



de planta, assim denominadas por Kloepper e Schroth (1978), sdo definidas como a ampla
gama de microrganismos que habitam a rizosfera e promovem o crescimento das espécies
vegetais hospedeiras (Freitas, 2007). Bashan e Holguin (1997) sugeriram a alteracdo da
nomenclatura de “rizobactérias” para “bactérias”, assim, surgindo o termo “bactérias
promotoras do crescimento de plantas” (BPCP).

As BPCP, a partir da interagdo com as plantas, possibilitam a captagéo de recursos,
a inibicdo de patogenos (Glick, 2012), além da producdo de siderdforos, solubilizacédo de
fosfato, producédo de auxinas como acido indol-acético (AlA), 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) deaminase e FBN, usando o complexo enzimatico da nitrogenase
como substéancias promotoras do crescimento (Ahemad e Kibret, 2014).

O uso dessas bactérias surge em resposta a pressdo exercida nos sistemas agricolas,
por causa da utilizacdo de fontes poluidoras do meio ambiente, a exemplo do N-
fertilizante. Essa fonte alternativa devido a capacidade de FBN, possibilita uma
substituicdo total ou parcial do uso de N-fertilizantes (Baldani e Baldani, 2005;
Bergamaschi et al., 2007; Hungria et al., 2010; Mus et al., 2016; Gouda, 2018).

O uso indiscriminado de fertilizantes como o N e o P, em algumas culturas, levou
apoluicdo do solo, ar e &gua (Guptaet al., 2015). Assim, processos como fitorremediacao,
pelo sequestro de carbono (Hungria et al., 2016), e biorremediacgéo, pelas BPCP (Glick,
2012), ganham espago e trazem um novo conceito para a producdo de alimentos. Dentre
0S microrganismos que apresentam beneficios as culturas agricolas, podemos destacar as
bactérias de vida livre, com énfase para a P. fluorescens, a P. putida e a A. brasilense (De
Melo et al., 1998).

A contribuigdo da FBN em gramineas € de 25 a 50 kg N ha* ano, contribuicéo esta
que corresponde a cerca de 17% das demandas das culturas (Moreira et al., 2010),
acarretando em reducdo nos custos de producdo. Resultados expressivos tém sido obtidos
com a inoculacdo de BPCP em trigo, milho e arroz, principais fontes de carboidrato na
dieta humana.

Quando comparada com o tratamento sem bactérias, a inoculagdo proporcionou
incremento médio de 26% na produtividade do milho (Zea mays L.) e de 31% na
produtividade do trigo (Triticuma estivum L.) (Hungria, 2011). Lana et al. (2012)
observou incrementos médios de 7 a 15% na produtividade do milho. Em experimentos

com U. brizantha cv. Marandu e U. ruziziensis associadas a BPCP e doses de N-



fertilizantes, foram observados incrementos de 22% na produgdo de biomassa (Hungria
etal., 2016).

Duarte et al. (2020) verificaram nos capins Marandu e Paiaguas melhores taxas de
alongamento de folhas, colmos e nimero de perfilhos basais com a inoculacdo das
estirpes CCTB03 e AMG521, e no capim Ruziziensis, maior duracdo de vida e taxa de
renovacgéo das folhas, e menor senescéncia foliar com a inoculacéo das estirpes AMG521,
Ab-V5 e Ab-V6. Esse resultado indicou a especificidade dos efeitos das estirpes

bacterianas em diferentes gendtipos de Urochloa.

1.2.1. Azospirillum sp.

O género Azospirillum caracteriza-se como bactérias Gram-negativas, pertencentes
a subdivisdo — proteobacteria, aerobica, ndo-fermentativa, vibroide, e que, em sua grande
maioria, atuam como promotores do crescimento de plantas (Reis et al., 2010). Possuem
15 espécies descritas: A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferans, A.
irakense, A. largimobile, A. dobereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. canadense, A. zeae,
A. rugosum, A. palatum, A. picise, A. thiophilum. Muitas dessas espécies foram descritas
recentemente, e 0 maior nimero de estudos esta pautado nas espécies A. lipoferume, A.
brasilense (Tarrand et al. 1978).

Podemos citar alguns efeitos benéficos da utilizacdo dessas bactérias, como a
sintese de auxinas, citoquininas e giberelinas (Bashan et al. 2004; Orlandini et al. 2014).
Em um compilado de dados de 22 anos de pesquisa, Okon e Vanderleyden (1997)
concluiram que o género Azospirillum promove incrementos na producdo de diversas
culturas, e em variadas condi¢des edafoclimaticas. Os mesmos autores enfatizam que,
além da FBN, as plantas conseguem explorar melhor o solo, devido a modificacdo do
sistema radicular. Cerca de 80% das bactérias podem sintetizar o AlA, dentre elas a A.
brasilense (Vande Broek e VVanderleyden, 1995; Miransari e Smith, 2014; Fukami et al.
2017).

Impulsionada por praticas mais sustentaveis na agricultura, a utilizacdo de
inoculantes bacterianos tem crescido consideravelmente, tendo as estirpes Ab-V5 e Ab-
V6 alcancado a comercializagdo de cerca de 5 milhdes de doses nas safras 2017 e 2018
(Hungria et al., 2018).



A partir da inoculagdo da A. brasilense associada a 40 kg de N ha em U. brizantha
e U. ruziziensis, foi verificado incremento no acimulo de massa de forragem de 16,7%,
evidenciando que hd um sinergismo dessa pratica em baixas doses de N-fertilizantes
(Hungria et al., 2016).

Em U. brizantha cv. Marandu inoculado com a A. brasilense, houve aumento no
acumulo de forragem de 11% em relacéo as plantas ndo inoculadas (Leite et al., 2019). A
inoculacdo das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 em capim Coastcross-1, proporcionou melhor
estabelecimento e producéo de forragem, especialmente quando ndo associadas as doses
N-fertilizantes (Aguirre et al., 2018). A associacdo das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 a U.
ruziziensis possibilitou melhor desempenho na duragéo e taxa de renovacdo das folhas e
senescéncia foliar (Duarte et al., 2020).

1.2.2. Pseudomonas sp.

O género Pseudomonas pertence a Familia Pseudomonadaceae, caracterizadas
como bacilos Gram-negativos, nao esporulados, com flagelos, totalizando dez espécies
conhecidas. Entre as bactérias promotoras do crescimento de plantas, esse género detém
0 maior volume de relatos, pela sua ampla distribuicdo e ocorréncia natural em diferentes
regides.

As Pseudomonas possuem a habilidade de colonizar diferentes ambientes
rizosférico, devido a versatilidade nutricional e a diversidade de metabdlitos produzidos,
como antibidticos, sideréforos e hormonios do crescimento. As espécies mais relevantes
para a agricultura sdo a P. fluorescens e a P. putida, em razdo da eficiéncia em promover
0 desenvolvimento e a produtividade de plantas (Sottero, 2003).

A P. fluorescens € reconhecida pela sua capacidade de estimular o crescimento
vegetal. Apresenta-se em forma de bastonetes e necessita de oxigénio para sobreviver,
além de possuir em sua extremidade varios flagelos que permitem a sua locomocao no
solo. Possui capacidade de atuar nas plantas como inibidores de patdgenos, solubilizadora
de fosfatos e produtora de horménios do crescimento (Coelho et al., 2007). Por isso tem
se despontado como umas das mais importantes bactérias promotoras do crescimento de
plantas com potencial para a producdo de inoculantes comerciais (Naik et al., 2008).

As estirpes de Pseudomonas secretam diferentes quantidades de acidos organicos,

0 que possibilita aumentar a disponibilidade de P para as plantas, por meio de



mineralizacdo, que ocorre pela liberacdo de fosfatases ou solubilizacdo de fosfatos
inorgénicos, por meio dos &cidos organicos (Duijff et al., 1997).

A inoculacdo da estirpe ANP15 em trigo, possibilitou maior taxa de germinacao
das sementes e producdo de massa seca das plantas (Hunter et al., 2014). Na cultura do
milho, foi observado maior altura das plantas a partir da inoculagao (Cardoso et al., 2008).

Chaves et al. (2013) observaram que a inoculacgdo da P. fluorescens proporcionou
no milho possibilitou maior eficiéncia da acdo do superfosfato triplo e do fosfato reativo,
resultando em maior teor de P nas folhas. Em outro estudo com fontes de fosforo menos
sollveis, notou-se maior capacidade da P. fluorescens em solubilizar fosfatos, atribuindo
a esta estirpe com alternativa sustentavel para melhorar disponibilidade dessa fonte de P
(Zamariolli, 2016).

A P. fluorescens esta entre as 80%, aproximadamente, das bactérias que podem
sintetizar o AIA (Miransari e Smith, 2014). Foi verificado no estudo de Benizri et al.
(1997), maior sintese de AIA com a inoculagéo da P. fluorescens em sementes de milho,
o0 que refletiu em maior produtividade. Outros autores também relataram os benéficos da
inoculacdo de P. fluorescens no milho (Andreotti et al., 2008; Baldotto et al., 2012).

Para a U. brizantha inoculada com a P. fluorescens, houve aumento na producéo
de massa de forragem (Lopes et al., 2018). Nos capins Marandu e Paiagués inoculados
com a estirpe CCTBO3, foi observado melhores taxas de alongamento de folhas, colmos
e numero de perfilhos basais (Duarte et al., 2020). Contudo, ainda sdo escassos 0S
resultados de estudos com a inoculacdo de P. fluorescens plantassem gramineas

forrageiras de interesse zootécnico.

1.2.3. Pantoea sp.

O género Pantoea é pertencente a Familia das Enterobacteriaceae, sendo ela
descrita como bactéria endofitica Gram-negativa. Foi isolada por sua capacidade de
promover o crescimento das plantas e maximizar a produtividade das culturas agricolas
(Kim et al., 2012; De Maayer et al., 2014) e pode ser encontrada em varios nichos e
hospedeiros ecoldgicos (Weller-Stuart et al., 2017).

A Pantoea spp., é descrita como grupo bacteriano com estirpes de acdo patogénica
e ndo patogénica (De Maayer et al., 2014). Seus hospedeiros sdo amplos e englobam uma

gama de plantas e humanos (Coutinho e Venter, 2009). Dentre as plantas colonizadas pela



Pantoea spp., destacam-se 0 milho, o algoddo (Mcinroy e Kloepper, 1995), a soja (Son
et al., 2006) e o eucalipto (Ferreira et al., 2008).

Esse género possui habilidades como a promocdo do crescimento de plantas, a partir
da producao de sideroforos, auxinas (acido indol-acético) e celulase (Megias et al., 2017).

Resultados de estudos demonstram que a inoculacdo de Pantoea spp., promoveu
aumentos na ordem de 10 a 60% na producdo de biomassa e graos de plantas como a
alfafa (Medicago sativa), U. brizantha e o arroz (Megias et al., 2017).

Em culturas como o arroz, o género demonstra a capacidade de colonizagédo e
aumento da producao, a partir de mecanismos como a FBN, a producéo de fito-horménios
e a solubilizacéo de fosfato (Vermaet al., 2001). Na cultura da soja, esse género promove
a solubilizacéo de fosfato (Son et al., 2008) e, no arroz, demonstra forte colonizacéo de
tecidos radiculares (Verma et al., 2004). Em Urochloa spp., também tém sido verificadas
respostas positivas sobre os parametros morfogénicos e estruturais com a inoculacdo de
P. ananatis (Duarte et al., 2020).

1.3. Adubacéo nitrogenada

A utilizacdo de N-fertilizantes em pastagens € uma préatica que visa aumentar a
producdo de massa de forragem e a perenidade dos pastos, refletindo no aumento dos
indicadores do sistema pecuéario (Martha Junior et al., 2004; Martha Junior et al., 2007;
Cecato et al. 2011).

O nitrogénio é fundamental para a sintese de acidos nucléicos, proteinas,
hormdnios, clorofila e outros compostos essenciais no desenvolvimento da planta, além
de incrementos na producdo de matéria seca (Santos, 2004).

O nitrogénio é o principal nutriente requerido para a manutencdo da produtividade
das pastagens (Werner, 1994), sendo necessaria sua aplicacdo via N-fertilizantes. No
entanto, o seu uso indiscriminado ocasiona polui¢cdo ambiental devido a ocorréncia de
perdas por volatilizacéo, desnitrificacdo e lixiviacdo (Martha Junior et. al., 2004).

A absorcdo de N se da via sistema radicular, e ocorre tanto na forma de ions
organicos (nitrato e aménio) (Marschner, 2011) quanto na forma organica (ureia e
aminoacidos) (Majerowicz, 1997; Persson e N&sholm, 2003). Essas absorc¢des dependem
de sistemas especificos de transporte molecular, com alta e baixa afinidade pelos ions

orgénicos, que ocorrem simultaneamente, permitindo absor¢cdes sob altas e baixas



concentragbes de N (Le Bot et al., 1998; Gastal e Durant, 2000). Outra forma € a
utilizacdo do nitrogénio enddgeno, oriundos da remobilizacdo de 6rgdos da planta que
estdo em processo de senescéncia, para tecidos que estdo em crescimento ou para a
manutencdo de 6rgdos ja produtivos (Lemaire e Millard, 1999; Santos, 2004).

Durante o crescimento vegetativo, as caracteristicas morfogénicas (taxa de
aparéncia da folha, taxa de alongamento da folha e duracdo da folha) determinam a
estrutura do pasto e, aliadas as variaveis tamanho de folha, nimero de folhas por perfilho
e densidade populacional de perfilhos, refletem a quantidade de area foliar disponivel
para interceptacdo luminosa (Lemaire e Chapman, 1996; Cruz et al., 2000). O N-
fertilizante atua diretamente nessas caracteristicas para promover aumentos de produgéo.

Existem trés formas de o N ser importado no sistema solo-planta, sendo elas:
decomposicdo atmosférica, FBN e adubacgdes quimicas ou organicas. Ao passo que sdo
importados, sua exportacdo do sistema se da por meio de remocdo das culturas e perdas
inerentes a sua aplicacdo (Cecato et al., 2011).

Estudos tém testado os efeitos do N-fertilizante em cultivares de Urochloa como a
U. brizantha cv. Marandu (Alexandrino et al.,1999; Santos Junior et al., 2001; Cecato et
al., 2004), U. brizantha cv. Xarédes (Martuscello et al., 2005; Cabral et al., 2012), U.
brizantha cv. Piatd (Santos et al., 2017), U. brizantha cv. Paiaguas (Germano et al.,
2018), U. decumbens (Primavesi et al., 2004; Fagundes et al., 2005; Da Silva et al., 2012),
U. ruziziensis (De Andrade et al., 1996).
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Il - HIPOTESE E OBJETIVOS GERAIS

Hipdtese
A inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas associadas a doses
de N-fertilizante promove incrementos na massa de forragem e valor nutritivo de

Urochloa spp.

Objetivos gerais
Avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento e doses de
N-fertilizante na composicdo morfologica das plantas, producdo de massa de forragem,
acumulo de forragem, perfilhamento e desenvolvimento do sistema radicular de Urochloa

brizantha cv. BRS Paiaguas e Urochloa ruziziensis.
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CAPITULO III

(Normas: Grass and Forage Science)

I11 - BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS NO
DESENVOLVIMENTO DE UROCHLOA BRIZANTHA CV. BRS PAIAGUAS

Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento
de plantas (BPCP) na massa de forragem, perfilhamento, valor nutritivo e sistema
radicular de Urochloa (syn. Brachiaria) brizantha cv. BRS Paiaguas associadas a doses
de N-fertilizante. As bactérias inoculadas foram Azospirillum brasilense Ab-V5,
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 e Pantoea ananatis AMG 521, mais o tratamento
controle (sem bactéria), associada a doses de N-fertilizante (0, 50 e 100 kg N hal). O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 4x3, com
quatro repeticdes, totalizando 48 parcelas (12 m?). A estirpe CCTBO03 proporcionou
incrementos de 15% (276 kg de MS ha*) na produgéo de Iamina foliar, 16% (609 kg de
MS hal) na massa de forragem e 15% (3218 kg de MS ha* ano) no acimulo anual de
massa de forragem. O uso de N-fertilizante contribuiu para a maior producao de forragem.
As BPCP e o N-fertilizante ndo demonstraram efeito sobre a proteina bruta, fibra em
detergente neutro e acido, digestibilidade in vitro da matéria seca, massa de raiz, area
radicular, diametro radicular e densidade radicular. Houve interacdo entre BPCP e doses
de N-fertilizante, com maior comprimento radicular (660 mm.dm3) observado com
inoculacdo da estirpe AMG 521, na dose de 100 kg de N ha*. O uso de inoculantes é uma
tecnologia alternativa viavel e sustentavel a producdo de pastagem de capim Paiaguas,

gue demonstra potencial competitivo frente ao uso de N-fertilizantes.

PALAVRAS-CHAVE

massa de forragem, inoculacdo, N-fertilizante, perfilhamento, rizobactérias.
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Abstract

The aim of this study was evaluating the effects of the inoculation of plant growth
promoting bacteria (PGPB) on forage mass, tillering, nutritious values and root system of
Urochloa (syn. Brachiaria) brizantha cv. BRS Paiaguas associated with doses of N-
fertilizer. The bacteria inoculated were Azospirillum brasilense Ab-V5, Pseudomonas
fluorescens CCTBO03 and Pantoea ananatis AMG 521, plus the control treatment (with
no bacteria), associated with doses of N-fertilizer (0, 50 and 100 kg N ha?). The
experiment was designed within randomized blocks, in a 4x3 factorial scheme, with four
replicates, totaling 48 plots (12 m?). The CCTBO3 strain provided increments of 15%
(276 kg of MS ha') in the production of leaf blade, 16% (609 kg of MS ha™) in forage
mass and 15% (3218 kg of MS ha year?) in the yearly accumulation of forage mass.
The use of N-fertilizer contributed to a greater forage production. The PGPB and the N-
fertilizer did not have any effects on crude protein, neutral detergent fiber, acid detergent
fiber, in vitro digestibility of the dry matter, root mass, root area, root diameter and root
density. There was an interaction between the PGPB and the doses of N-fertilizer with
greater root length (660 mm.dm?) regarding the inoculation of the AMG 521 strain, in the
dose of 100 kg de N ha. The use of inoculants is a viable and sustainable alternative
technology for pasture production of Paiaguas grass, which has a competitive potential in
face of N-fertilizers.

KEYWORDS

herbage mass, inoculation, N-fertilizer, rhizobacteria, tillering.

1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é considerado o principal nutriente limitante para o crescimento e
desenvolvimento de pastagens tropicais (Werner, 1994). Porém, o uso de N-fertilizantes
em pastagens € uma pratica comumente negligenciada pelos pecuaristas, o que contribui
para o surgimento de areas com degradagdo. Estima-se que dos 162,53 milhdes de
hectares de area de pastagem no Brasil, 1,6 mil ha! apresenta estagio avancado de

deterioracdo agricola, 4,2 mil ha™! estdo em estagio avangado de deterioracdo bioldgica,
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9,7 mil ha! requerem recuperacéo e 134,7 mil ha se encontram em bom estado (ABIEC,
2020).

A condicdo de degradacdo faz com que as pastagens apresentem baixa
produtividade, ndo permitindo a maxima exploracdo do potencial das espécies de
gramineas forrageiras e dos animais criados a pasto. Macedo et. al. (2000) enfatizaram
que a degradacdo de pastagens € um processo evolutivo que ocasiona perdas em sua
capacidade de suporte, afetando sua perenidade e regeneracdo natural, tornando-as
incapazes de atingir os niveis de producdo sustentaveis e as exigéncias nutricionais
requeridas pelos animais.

Se nas pastagens que se apresentam nessas condi¢des forem usadas adequadamente
as técnicas e tecnologias ja existentes, como o correto manejo da pastagem e do pastejo,
e as adubacOes, como o uso de N-fertilizantes, pode-se incrementar significativamente a
producdo animal a pasto. Contudo, o uso de algumas tecnologias necessita de maiores
cuidados. A aplicacdo de N-fertilizante, por exemplo, proporciona & planta maior
desenvolvimento, devido a aceleracao do alongamento foliar e aumento do perfilhamento
(Monteiro, 2013). No entanto, essa € uma pratica que eleva os custos de producao, além
de ser prejudicial ao meio ambiente, uma vez que até 50% do N é perdido por
volatilizagdo ou lixiviagdo (Reis Junior et al., 2010). Por essa razdo, é crescente a
preocupacdo em buscar tecnologias alternativas sustentaveis para a nutricdo de plantas
forrageiras.

A exploracdo do potencial das bactérias promotoras do crescimento de plantas
(BPCP) a partir de seus mecanismos como a fixac¢éo bioldgica de nitrogénio e a sintese
de hormdnios do crescimento, é considerada uma alternativa vidvel para a utilizagdo em
pastagens de gramineas tropicais, devido a possibilidade de incrementar a producdo de
massa de forragem, ao passo que aumenta o valor nutritivo do pasto.

E comum encontrar em estudos relatos sobre os beneficios promovidos pelas BPCP
em culturas agricolas como o milho, o trigo e o arroz. Contudo, em se tratando de plantas
forrageiras, esse conhecimento ainda € insuficiente devido a escassez de trabalhos com
as espécies disponiveis no mercado. Por isso, a avaliagdo dos efeitos das BPCP no
estabelecimento, manutencdo e producéo de plantas forrageiras de uso comercial se torna

essencial para modernizar a producdo animal a pasto e torna-la mais sustentavel.
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Desde 2009, as bactérias do género Azospirillum estdo autorizadas para a producéao
e uso de inoculantes comerciais em gramineas no Brasil, devido & comprovacao de
aumento de produtividade em culturas como o milho e o trigo, aliada a reducgéo do uso de
N-fertilizantes (Hungria et al., 2010). Outro grupo de bactérias que tem se mostrado
bastante promissor quando em associacdo com gramineas sdo as Pseudomonas spp.
Porém, ainda nédo estdo disponiveis no mercado (Brennecke et al., 2016; Nascente et al.,
2017; Lopes et al., 2018).

E possivel encontrar estudos que demonstraram a eficiéncia das BPCP em reduzir
a necessidade de uso de N-fertilizantes em gramineas tropicais comumente utilizadas para
a alimentacdo de animais a pasto, a0 mesmo tempo em que foram observadas melhoras
no estabelecimento e incrementos na producdo de massa de forragem, a exemplo do
género Urochloa (Hungria et al., 2016; Leite et al., 2018; Hungria et al, 2019; Duarte et
al. 2020a), Cynodon (Aguirre et al., 2018) e Megathyrsus (syn. Panicum) (Andrade et al.,
2019; Manarin et al., 2019; Luz et al., 2019).

Entender de fato como os efeitos das BPCP interagem com doses de N-fertilizante
em diferentes fases de crescimento do pasto se torna fundamental ndo s6 para que
possamos conhecer as respostas da inoculacdo desses microrganismos refletidas na
estrutura da pastagem, como também para a obtencdo de guias de tomadas de decisdo
para que os cientistas fagam a transferéncia dessa tecnologia para o0 campo.

Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras
do crescimento de plantas (BPCP) na massa de forragem, perfilhamento, valor nutritivo
e sistema radicular de Urochloa brizantha cv. BRS Paiagués associadas a doses de N-

fertilizante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e design experimental

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI), da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), distrito de Iguatemi, Maringa, Parana, Brasil
(23°25°S, 51°57°W; 550 m a.m.s.l.), de outubro de 2016 a setembro de 2018.
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O solo da &rea experimental é classificado como Latossolo Vermelho distréférrico
(Santos et al., 2018), e foi coletado na camada de 0-0.2 m de profundidade, apresentando
as seguintes caracteristicas quimicas: potencial de hidrogénio (pH em Hz0) - 5,6; indice
SMP - 6,6; fosforo (P-Mehlich) - 10,75 mg dm; potassio (K*) - 0,12 cmolcdm™;
aluminio (AI**) - 0,00 cmolcdm3; célcio (Ca®") - 1,36 cmol.dm; magnésio (Mg?*) - 0,59
cmolcdm™ e saturacdo de bases (V) - 39,4%:; capacidade de troca catidnica (CTC pH 7.0)
- 5,25; matéria organica (MO) - 11,8 g dm3; areia - 830 g kg!; silte - 30 g kg™ e argila -
140 g kg™. A correcéo da acidez do solo foi feita com calcario dolomitico, com elevagdo
da saturagdo de bases para 50%, com incorporac¢do de calcério dolomitico com PRNT =
91% (poder real de neutralizacéo total).

A espécie de graminea utilizada foi a Urochloa ruziziensis (Germain e Evrard). O
experimento foi conduzido em delineamento experimental em blocos casualizados,
arranjado em esquema fatorial 4x3 com quatro repeticdes, totalizando 48 parcelas, com
dimensdes de 4 x 3 m cada (12 m?).

As bacteérias inoculadas foram Azospirillum brasilense Ab-V5 (=CNPSo 2083),
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 (=CNPSo 2719) e Pantoea ananatis AMG 521
(=CNPSo 2798), mais o tratamento controle (sem bactéria), associadas a trés doses de
N-fertilizante (0, 50 e 100 kg N ha™?).

As estirpes estdo depositadas na “Colec¢ao de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Soja: Bactérias Diazotroficas e Promotoras do Crescimento de Plantas” (World
Federation Culture Colletion-WFCC#1213, World Data Centre for Microorganisms-
WDCM#1054). As bactérias sdo derivadas de programas de selecdo de BPCP da
Embrapa Soja: Azospirillum brasilense Ab-V5, selecionada no Brasil, inicialmente para
as culturas de milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum) (Hungria et al., 2010);
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 da empresa Total Biotecnologia e Pantoea ananatis
AMG 521, isolada na Espanha (Megias et al., 2016).

Para o preparo dos inoculantes, as estirpes foram cultivadas em meio DYGS
(Fukami et al., 2018) e a concentrac&o foi ajustada para 108 células mL™, obtida a partir
da correlacdo das curvas de crescimento previamente obtidas pela Colecdo de Cultura
para cada estirpe e as correspondentes densidades Oticas. Para a inoculagdo, 15 mL de
cada inéculo foram usados por kg de semente antes da semeadura. As sementes foram

secas por aproximadamente 30 minutos em local fresco e protegido do sol, e
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posteriormente semeadas em quantidade equivalente a 10 kg ha (valor cultura da
semente ndo tratada de 50%).

Uma semana antes da semeadura, foi realizada a fertilizacdo com aplicacdo de 84
kg P,0sha (superfosfato simples 18% P,0s), 42,5 kg K,O ha* (cloreto de potassio 60%
de K20). Posterior & emergéncia das plantulas, foi aplicado em todas as parcelas
experimentais o equivalente a dose basal de 20 kg N ha? (ureia 45 % de N). A
incorporacdo do calcério e fertilizantes foram feitas mediante uso de gradagem leve.

Quando o capim Ruziziensis atingiu, em média, 35-40 cm de altura, foi realizado
o corte de uniformizacdo a 15 cm de altura de residuo. As alturas eram mensuradas com
0 auxilio de régua milimetrada de um metro. Posteriormente, foi realizada a aplicacédo de
N-fertilizante nas parcelas, de acordo com os tratamentos (0, 50 e 100 kg N hal). A
aplicacdo de 100 kg N ha™* foi parcelada em duas aplicagBes, com intervalo de 15 dias.

Durante o periodo experimental, foram monitoradas as condi¢des climaticas, com
registro de média de precipitacdo pluviométrica (119 mm), umidade relativa do ar (83
%) e médias de temperaturas maximas (27 °C) e minimas (17 °C), conforme mostrado

na Figura 1.
2.2 Mensuracdo dos parametros estudados

Os manejos dos cortes ocorreram com base na interceptacdo luminosa (IL) de 95%. A
IL foi medida com equipamento AccuPAR (PAR/LAI ceptometer®) modelo LP-80
(Decagon Devices Inc, Pullman, Estados Unidos). O monitoramento da IL incidente
sobre o dossel forrageiro foi feito através da leitura de 6 pontos aleatorios por parcela
a cada sete dias.

Apo6s a média da parcela atingir a IL pretendida, eram coletados aleatoriamente
10 perfilhos representativos da parcela. Estes eram pesados e secos em estufa de
ventilacdo forcada a 55 °C por 72 horas, e pesados novamente para determinacgdo da
massa seca. Em seguida, era feita aleatoriamente a colheita de duas amostras de massa
de forragem, com corte a 15 cm de altura de residuo, com auxilio de podador STIHL®
modelo HS 82 R (STIHL, Rio Grande do Sul, Brasil), usando um quadrado de 0,5x0,5
m (0,25 m?). Apos a obtengdo da massa de forragem, fez-se o corte de uniformizacgao

a mesma altura de residuo, em toda a parcela experimental.
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Apb6s a colheita, o material era identificado, pesado e eram feitas duas
subamostras, sendo uma para a separacdo dos componentes morfoldgicos (lamina
foliar, colmo+bainha e material senescente), e a outra para a determinacdo da massa
seca de forragem. As amostras eram acondicionadas em sacos de papel, pesadas e secas
em estufa de ventilagédo forcada a 55 °C por 72 horas, pesadas novamente para
determinacdo da massa seca e, posteriormente, moidas em moinho estacionério
"Thomas Wiley", adaptado com peneira de 2 mm.

A proteina bruta (PB, g kg™?), fibra em detergente neutro (FDN g kg) e fibra em
detergente acido (FDA g kg?), bem como a digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS g kgt) foram quantificadas na lamina foliar, por meio de espectrofotometria
de refletancia no infravermelho proximal [(Near Infrared Reflectance Spectroscopy —
NIRS), (Foss NIRSystems, XDS Rapid Content Analyzer, Dinamarca).

Para as leituras no NIRS foi construida uma curva de calibragdo a partir dos dados
analiticos laboratoriais de 110 amostras, as quais foram analisadas para N usando o
método micro-Kjeldahl (Tecator, Suécia) e convertidas para proteina usando o fator
6,25, segundo a metodologia descrita pela AOAC (1990). A FDN e FDA foram
determinadas segundo Van Soest et al. (1991), a LIG segundo Goering e Van Soest
(1970) e a DIVMS obtida segundo as técnicas (metodologia tradicional) descritas por
Tilley e Terry (1963), e Holden (1999), com o uso de rumen artificial DAISYII
(ANKOM™ Technology Corp., Fairport, NY).

Para elaboracdo da curva de calibracdo os espectros das amostras foram
escaneados pelo software ISIScan e exportados para o software WinlSI 11l Project
Manager 1.50e (Infrasoft International, LLC, 2000, Port Matilda, PA, EUA). Os dados
de reflectancia foram estocados com log 1/R em intervalos de 2 nm entre 700 e 2500
nm.

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada antes de as curvas de
calibracdo serem elaboradas, usando o modelo de regressédo dos quadrados minimos
parciais (PLS). Realizou-se a validacdo cruzada pelo software confrontando os dados
de andlise laboratorial e estimados pela curva de calibragdo do NIRS. Apoés a
eliminacdo dos outliers, foram utilizadas 77 amostras para PB, 79 para FDN, 79 para
FDA e 71 para DIVMS. Para PB, FDN, FDA e DIVMS, respectivamente, foram

obtidos os seguintes pardmetros de validagdo da curva: coeficiente de determinagéo
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(R%, 0,99; 0,92; 0,94 e 0,86), erro de validagio cruzada (SECV; 0,48; 1,43; 0,66 e
4,62%), R? corrigido pelo erro de validagdo cruzada (1-VR; 0,99; 0,88; 0,91 e 0,76),
erro de predicdo (SEP; 0,34; 1,03; 0,50 e 3,28) e média + desvio padrdo (X£SD;
12,65+3,33; 51,39+3,73, 24,72+2,12 e 68,54+8,68).

A densidade populacional de perfilhos (DPP, perfilhos.m?) foi estimada a cada
28 dias, através da contagem manual de perfilho nas parcelas, de todos os perfilhos
vivos observados dentro da armagao metalica de 0,5x0,15 m (0,075 m?), de acordo com
a metodologia proposta por Sbrissia e Silva (2008). Foram demarcados dois pontos
representativos dentro de cada parcela com um cano, e as medidas eram feitas
posicionando o retangulo no ponto demarcado.

A taxa de acimulo diario de massa de forragem (AMFd, kg de MS ha? dia) foi
obtida pela divisdo da forragem acumulada pelo nimero de dias referente ao intervalo das
colheitas. A taxa de acimulo anual de massa de forragem (AMFa, kg de MS ha* ano) foi
calculada por meio do somatdrio de todas as colheitas parciais do periodo experimental
(Barbosa et al., 2007).

A massa seca de raiz (MR, kg ha!) foi determinada ao final de cada estagdo do ano
(outono, inverno, primavera e verdo), a partir da coleta de duas amostras de solo com
raizes na profundidade de 0 a 20 cm em cada parcela experimental, com auxilio de uma
sonda de aco (10 cm de didmetro e 50 cm de comprimento), e abertura no meio para
facilitar a estratificacdo da amostra. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
previamente identificados, lavadas em agua corrente para a retirada total do solo (Soares
Filho et al., 2013), pesadas e secas em estufa de ventilagdo for¢ada a 55 °C por 72 horas.

Para a geometria das raizes, retirou-se 1 g de raizes das amostras ap0s secagem para
determinacdo do didmetro radicular (DiR, mm), area radicular (AR, mmz2.dm3),
comprimento radicular (CR, mm) e densidade radicular (DeR, mm.cm3), e por meio de
digitalizagdo das raizes em Scanner HP 3400, e as leituras das imagens utilizando o
software DELTA T SCAN®,

2.3 Analise Estatistica

Utilizou-se 0 PROC GLIMMIX do SAS University (Sas Institute Inc. Cary, CA) em todas

as analises estatisticas. As varidveis em estudo foram inicialmente testadas quando a
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normalidade (Shapiro—Wilk teste). Os dados foram analisados em esquema fatorial de
quatro tratamento, o controle - ndo inoculado, Azospirillum brasilense Ab-V5,
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 e Pantoea ananatis AMG 521) x trés doses de N-
fertilizante, zero, 50 e 100 kg N/ha. Considerou-se ainda os dados de cada estacdo como
medidas repetidas no tempo, e os efeitos aleatdrios de bloco e de ano na analise. A escolha
da matriz de covaridncia foi feita utilizando o Critério de Informacbes de Akaike
(Wolfinger, 1993). As médias foram estimadas, utilizando-se o “LSMEANS”, ¢ a
comparacao entre elas realizada por meio da probabilidade da diferenca (PDIFF), usando

o teste de Tukey a 5% de significancia.

3 RESULTADOS

Em todo o experimento foram realizadas nove colheitas de forragem nas parcelas,
distribuidas da seguinte forma: duas no verao de 2016/2017, uma no outono de 2017, uma
no inverno de 2017, uma na primavera de 2017, duas no verdo de 2017/2018, uma no
outono de 2018 e uma no inverno de 2018.

N&o houve interacdo entre bactérias x estacOes, doses de N-fertilizante x estacdes
e bactérias x doses de N-fertilizante para lamina foliar (LF, kg de MS ha), colmo+bainha
(CB, kg de MS ha'), producio de massa de forragem (MF, kg de MS hal), acimulo
diario de massa de forragem (AMFd, kg de MS ha* dia?) e acimulo anual de massa de
forragem (AMFa, kg de MS ha! ano™). Entretanto, houve efeito isolado de bactérias e
doses de N-fertilizante para estas variaveis (Figura 2).

A estirpe CCTBO03 proporcionou maior producdo de LF (p = 0,0061), 2068 kg de
MS ha, enquanto que as demais estirpes, Ab-V5 e AMG 52, mais o tratamento controle,
apresentaram LF semelhantes, com producdo média de 1885 kg de MS ha* (Figura 2A).
Os incrementos na producéo de LF foram da ordem de 6 a 15% com a inoculacéo, com
destaque para a estirpe CCTBO03, com incremento de 276 kg de MS ha, sendo 15% maior
que a producgéo observada no tratamento controle. Para uso de N-fertilizante, houve maior
producio de LF (p = 0,0082) nas doses de 50 e 100 kg de N ha!, 1983 e 2001 kg de MS
ha!, respectivamente (Figura 2B).

As estirpes CCTB03 e AMG 521 proporcionaram maior massa de CB (p = 0,0049),

1450 e 1413 kg de MS ha'?, respectivamente, enquanto a estirpe Ab-V5 mais o tratamento
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controle apresentaram CB semelhantes, com massa média de 1258 kg de MS ha (Figura
2A). A variacdo na producdo de massa de CB estimulada pelas bactérias foi de 2 a 17%.
Para uso de N-fertilizante, houve maior massa de CB (p = 0,0003) nas doses de 50 e 100
kg de N hal, 1412 e 1416 kg de MS ha?, respectivamente (Figura 2B).

Para a MF (p = 0,0144), foi observado maior incremento com a inoculacdo da
estirpe CCTBO03, 4415 kg de MS ha?, enquanto que as demais estirpes, Ab-V5 e AMG
521, mais o tratamento controle, apresentaram MF semelhantes, com producao média de
3982 kg de MS ha! (Figura 2A). Os incrementos na producdo de MF foram da ordem de
5a 16% com a inoculacdo, com destaque para a estirpe CCTBO03, com incremento de 609
kg de MS ha, o que corresponde a um incremento de 16% a mais para a MF. Para uso
de N-fertilizante, houve maior producéo de MF (p = 0,0026) nas doses de 50 e 100 kg de
N ha?, 4277 e 4327 kg de MS ha’?, respectivamente (Figura 2B).

As estirpes CCTB03 e AMG 521 proporcionaram maior AMFd (p =0,0031), 79,74
e 74,46 kg de MS ha* dia?, respectivamente, enquanto a estirpe Ab-V5 mais o tratamento
controle apresentaram AMFd semelhantes, com producdo média de 69 kg de MS ha™ dia
! (Figura 2C). Os incrementos na producdo de AMFd foram da ordem de 15 e 8% com a
inoculacdo das estirpes CCTB03 e AMG 521. Para uso de N-fertilizante, houve maior
AMFd (p = 0,0189) nas doses de 50 e 100 kg de N hat, 75,15 e 78,34 kg de MS ha* dia-
! respectivamente (Figura 2D).

A estirpe CCTBO03 proporcionou o0 maior AMFa (p = 0,0286), 25232 kg de MS ha
L ano, enquanto as demais estirpes, Ab-V5 e AMG 521, mais o tratamento controle,
apresentaram AMFa semelhantes, com producdo média de 23123 kg de MS ha! ano™
(Figura 2C). Os incrementos na producdo de AMFd com as inoculag@es foram da ordem
de 6 e 15%, com destaque para a estirpe CCTBO03, com incremento de 3218 kg de MS ha
L anot. Com relagio ao uso de N-fertilizante, houve maior AMFa (p = 0,0219) nas doses
de 50 e 100 kg de N ha, 25269 e 25845 kg de MS ha* ano, respectivamente (Figura
2D).

N&o houve interagdo entre bactérias x estacfes, doses de N-fertilizante x estacdes,
e bactérias x doses de N-fertilizante para densidade populacional de perfilhos (DPP;
perfilnos.m2) e peso de perfilho (PP, g). N&o foi observado efeito da inoculagédo de BPCP
e de doses de N-fertilizante sobre os resultados de DPP e PP, ambos apresentando uma
média de 1031 perfilhos.m2 e 1,17 g (Tabela 1).
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N&o houve interacdo entre bactérias x estacfes, doses de N-fertilizante x estacdes,
e bactérias x doses de N-fertilizante para proteina bruta (PB; g kg?), fibra em detergente
neutro (FDN; g kg™?), fibra em detergente acido (FDA; g kg?) e digestibilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS; g kg™). N&o foi observado efeito da inoculacio de BPCP e de
doses de N-fertilizante sobre os resultados de PB, FDN, FDA e DIVMS, tendo estes
apresentado uma média de 77, 600, 293 e 714 g kg, respectivamente (Tabela 2).

N&o houve interacdo entre bactérias x estacdes, doses de N-fertilizante x estacdes,
e bactérias x doses de N-fertilizante para massa de raiz (MR; ton hat), area radicular (AR;
mm?.dm3), didmetro radicular (DiR; mm) e densidade radicular (DeR; mm).

Né&o foi observado efeito da inoculagédo de BPCP sobre os resultados de MR, AR,
Dir e DeR, apresentando uma média de 10417 kg ha?, 138 mm?2.dm3, 0,27 mm e 0,67
mm, respectivamente (Tabela 3). Para MR e DiR, ndo foi observado efeito das doses de
N-fertilizante, apresentando média de 10417 ton ha e 0,26 mm. Porém, o uso de doses
de N-fertilizante proporcionou maior AR (p = 0,0068) nas doses de 50 e 100 kg de N ha’
1147 e 148 mm?.dms3, respectivamente, e maior DeR (p = 0,0143) na dos de 100 kg de
N ha?, 0,72 mm (Tabela 3).

A interacdo entre BPCP e doses de N-fertilizante para comprimento radicular (CR;
p = 0,0070) estd apresentada na Tabela 4. Os resultados mostraram que, para o0 grupo de
tratamento com a inoculacdo e sem doses de N-fertilizantes, o maior valor de AR foi
proporcionado com a estirpe CCTB03, 584 mm.dm3. Na dose de 50 kg de N ha, os
resultados foram semelhantes entre as inoculagdes e o tratamento controle, com média de
498 mm.dm3. Na dose de 100 kg de N ha, o maior valor de AR foi proporcionado com
a estirpe AMG 521, 660 mm.dm3.

4 DISCUSSAO

A associagdo entre bactérias promotoras do crescimento de plantas e gramineas tropicais
ocorre de forma natural no ambiente da rizosfera, uma vez que ambas se beneficiam dos
produtos sintetizados e disponibilizados no ambiente a partir de suas atividades
metabdlicas. Por essa razdo, acredita-se no potencial da interagdo BPCP-graminea como
alternativa sustentavel ao modelo convencional de produgdo animal a pasto.

As BPCP, a partir da interacdo com as plantas, promove a fixacdo biologica de
nitrogénio (Hungria, et al. 2016), usando o complexo enzimatico da nitrogenase como
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substancias promotoras do crescimento, além de possibilitar a inibicdo de patdgenos
(Glick, 2012), a producdo de sideroforos, solubilizagdo de fosfato, producdo de auxinas
como acido indol-acético (AlA), 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase
(Ahemad e Kibret, 2014).

Os resultados deste estudo, com relagdo ao incremento na produgdo de massa de
forragem (Figura 2), vém como confirmacdo das informaces ja descritas na literatura no
que tange aos efeitos positivos das BPCP em algumas espécies de gramineas forrageiras.
E a partir desses efeitos atribuidos a alguns fatores, como a capacidade dessas bactérias
de sintetizar hormdnios promotores do crescimento e de FBN, que se tem comprovado a
possibilidade de substituicdo total ou parcial do uso de N-fertilizantes para a formacao e
manutencdo das pastagens, conforme observado por Baldani e Baldani (2005),
Bergamaschi et al. (2007), Hungria et al. (2010), Mus et al. (2016) e Gouda (2018).

A contribuicdo da FBN em gramineas é de 25 a 50 kg N ha* ano, o que corresponde
a cerca de 17% das demandas das culturas (Moreira et al., 2010), acarretando em redugéo
nos custos de producao.

Neste estudo, foi possivel verificar incrementos na producdo de massa de forragem
de até 16% com a inoculacdo das BPCP. Esses resultados seguem os mesmos padrdes de
aumento na producdo verificados em outros estudos, a exemplo do incremento médio de
26% na produtividade do milho (Zea mays L.) e 31% na produtividade do trigo (Triticuma
estivum L.) (Hungria, 2011), 7 a 15% na produtividade do milho (Lana et al., 2012), 22%
na producdo de biomassa de U. brizantha cv. Marandu e U. ruziziensis (Hungria et al.,
2016) e 25% na massa de forragem da U. ruziziensis (Duarte et al., 2020).

Apesar de a bactéria A. brasilense ndo ter se destacado neste estudo, existem relatos
que demonstram as suas contribuicdes positivas na producdo de forragem, como
observado nos resultados apresentados por Hungria et al. (2016), em que, a partir da
associacdo a 40 kg de N hal, foi verificado incremento no actimulo de massa de forragem
de cerca de 17%, evidenciando que ha um sinergismo dessa pratica em baixas doses de
N-fertilizantes. Em U. brizantha cv. Marandu, houve um aumento no acimulo de
forragem de 11% (Leite et al., 2019).

A estirpe CCTBO3, pertencente a espécie P. fluorescens, foi a que mais se destacou
na maioria dos parametros produtivos aqui analisados. Nossos resultados estdo de acordo

com os apresentados por Lopes et al. (2018), em que a inoculagdo em U. brizantha cv.
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BRS Piata contribuiu para o aumento na producdo de massa de forragem, e com 0s
resultados demonstrados por Duarte et al. (2020b), com U. brizantha cv. Marandu e U.
brizantha cv. Paiaguas, em que foram observadas melhores taxas de alongamento de
folhas, colmos e nimero de perfilhos basais.

Os resultado obtidos a partir da inoculacdo de P. fluorescens deveu-se,
possivelmente, a capacidade que essa estirpe demonstra de colonizar diferentes ambientes
rizosféricos, a habitos nutricionais e a diversidade de metabdlitos produzidos, sendo,
portanto, considerada uma das BPCP mais relevantes para a agricultura em razdo da
eficiéncia em promover o desenvolvimento e a produtividade de plantas (Sottero, 2003;
Naik et al. 2008).

A Pantoea sp. também € umas das BPCP que tem sido testadas em gramineas
devido a sua capacidade de colonizacdo de varios nichos e hospedeiros ecoldgicos
(Weller-Stuart et al., 2017), e pelo fato de promover o crescimento das plantas e
maximizar a produtividade das culturas agricolas (Kim et al., 2012; De Maayer et al.,
2014). Resultados de estudos demonstram que a inoculagcéo de Pantoea ananatis AMG
501 promoveu aumentos da ordem de 10 a 60% em plantas forrageiras como a alfafa
(Medicago sativa) e U. brizantha (Megias et al., 2017).

Em nosso estudo, também foi possivel verificar o efeito isolado de N-fertilizante
sobre os parametros analisados. Os resultados aqui observados para a produgéo de massa
de forragem (Figura 2) estdo de acordo com aqueles apresentados na literatura para
gramineas do género Urochloa, em que o N, dentre 0s nutrientes essenciais, € 0 que mais
produz incrementos de massa seca (Santos, 2004; Silva et al., 2013; Germano et al.,
2018).

O uso de N-fertilizantes impacta diretamente na producédo de folhas e perfilhos, o
que se refletird na massa de forragem e determinara a capacidade de suporte das pastagens
(Cruzetal., 2000; Cecato et al., 2011), além de ser uma pratica que também visa aumentar
a perenidade dos pastos, refletindo no aumento dos indicadores da produgdo animal a
pasto (Martha Junior et al., 2004; Martha Janior et al., 2007; Cecato et al. 2011).

A associacdo entre BPCP e doses de N-fertilizantes na cultura do milho
proporcionou respostas positivas na producéo de biomassa seca da parte area (Lana et al.,
2012) e no capim Coastcross-1 (C. dactylon (L.) Pers), com melhor estabelecimento e

producdo de forragem (Aguirre et al., 2018). Porém, como constatado por Lopes et al.



33

(2018), a depender da espécie de bactéria associada ao N-fertilizante, pode haver a
supressao dos efeitos benéficos da mesma. Estudos desenvolvidos por Zhu et al. (2016)
demonstraram que altas doses de N podem afetar a atividade das comunidades
microbianas da rizosfera e diminuir a sua eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio.

A auséncia de efeitos das BPCP observados nos valores nutritivos do capim
Paiaguas (Tabela 2) pode ser atribuida a combinacdo inadequada de estirpe-graminea,
pois, nem toda bactéria é responsiva a toda espécie de graminea (Mamédio et al., 2020).

A auséncia de efeito neste estudo sobre alguns parametros radiculares (Tabela 3)
também foi observada em outros estudos. Em capim Mombaca (M. maximus) ndo houve
diferenca na producdo de raizes (Beloni, 2012), e em capim Tanzénia (M. maximum)
também foi observado o mesmo comportamento (Soares filho et al., 2013). Contudo,
alguns estudos apresentam respostas positivas da aplicacdo de N-fertilizante, com
aumento da producdo de massa de raizes (Manarin, 2000; Silveira, 2005; Artur, 2010;
Bonfim-Silva e Monteiro, 2010).

A interacdo entre BPCP e doses de N-fertilizante para comprimento radicular
(Tabela 4) pode estar relacionada a acdo dos fito-horménios, como as auxinas, na
morfologia radicular (Dobbelaere et al., 1999), podendo favorecer a absorcdo de
nutrientes através da melhor exploracao do perfil do solo pelas raizes (Walker et al., 2003;
Sureshbabu et al., 2016; Verbon e Liberman, 2016), além de melhorar a absortividade e
prevenir a compactacao do solo nas diferentes camadas do perfil do solo (Cecato et al.,
2006).

5 CONCLUSOES

O uso de inoculantes de Pseudomonas fluorescens CCTBO03 para a producdo de
Urochloa brizantha cv. BRS Paiagués, € uma pratica viavel e sustentavel para a
modernizacdo da pastagem, uma vez que contribui para a sua manutencéo e proporciona
incrementos na producdo de lamina foliar, refletindo em maior acimulo de massa de
forragem disponivel para o uso animal. As bactérias promotoras do crescimento de
plantas ndo foram eficientes em promover melhoria no valor nutritivo e na morfologia de
raiz desta graminea. Porém, o uso de inoculantes em pastagens de gramineas tropicais é

uma tecnologia que demonstra potencial competitivo frente ao uso de N-fertilizantes.
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O uso de doses de N-fertilizante, 50 e 100 kg de N ha?, promoveu maiores

incrementos na producdo de massa de forragem.
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FEI-UEM ao longo do periodo experimental (outubro a dezembro de 2017 e janeiro a
setembro de 2018).
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TABELA 1 Densidade populacional de perfilhos (DPP; perfilhos.m?) e peso de perfilho
(PP; g) de Brachiaria brizantha cv. Paiaguas inoculada com bactéria promotora do

crescimento de plantas e doses de N-fertilizante

Bactéria Promotora do Crescimento de Plantas

Tratamentos AMG EPM
Controle  Ab-V5 CCTBO03

521
DPP (perfilhos.m2) 1013 1016 1065 1030 22
PP (g) 1,15 1,11 1,21 1,21 0,03
Doses de N-fertilizantes (kg de N ha)
Tratamentos EPM
Controle 50N 100 N

DPP (perfilhos.m?) 994 1033 1067 22
PP (g) 1,19 1,13 1,19 0,03

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. Médias
seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo sao diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padréo

da média.
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TABELA 2 Proteina bruta (PB; g kg™?), fibra em detergente neutro (FDN; g kg?), fibra
em detergente acido (FDA; g kgl) e digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS; g
kgl) de Brachiaria brizantha cv. Paiaguas inoculada com bactéria promotora do

crescimento de plantas e doses de N-fertilizante

Bactéria Promotora do Crescimento de Plantas

Tratamentos EPM
Controle Ab-V5 CCTB03 AMG 521
PB (g kg™) 74,60 74,80 78,40 78,50 1,30
FDN (g kg™) 599,70 600,70 598,90 599,50 1,50
FDA (g kg™) 294,80 292,90 292,60 292,80 1,00
DIVMS (g kg™) 713,30 713,60 716,10 714,60 1,60
Doses de N-fertilizantes (kg de N hat)
Tratamentos EPM
Controle 50N 100 N
PB (g kg 74,70 77,40 77,60 1,10
FDN (g kg™) 600,10 601,00 597,90 1,30
FDA (g kg™) 291,90 294,40 292,00 0,80
DIVMS (g kg™) 712,40 715,30 715,60 1,60

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. Médias
seguidas de semelhantes letras minudsculas na coluna nédo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05).
EPM = Erro padrdo da média.



47

TABELA 3 Massa de raiz (MR; ton hal), area radicular (AR; mm2.dm3), didmetro
radicular (DIR; mm) e densidade radicular (DeR; mm) de Brachiaria brizantha cv.

Paiaguas inoculada com bactéria promotora do crescimento de plantas e doses de N-

fertilizante
Bactéria Promotora do Crescimento de Plantas
Tratamentos EPM
Controle Ab-V5 CCTBO03 AMG 521
MR (ton ha?) 9.501 11.237 10.684 10.246 553,99
AR (mm?.dm?3) 129,18 140,91 139,71 149,29 6,68
DiR (mm) 0,26 0,27 0,27 0,26 0,01
DeR (mm) 0,63 0,67 0,69 0,67 0,03
Doses de N-fertilizantes (kg de N hal)
Tratamentos EPM
Controle 50 N 100 N
MR (ton ha) 9558 10.684 11.010 553,99
AR (mm?.dms3) 124,70b 146,81a 147 .81a 5,78
DiR (mm) 0,26 0,26 0,27 0,01
DeR (mm) 0,63b 0,65ab 0,72a 0,03

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. Médias
seguidas de semelhantes letras minudsculas na coluna nédo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05).
EPM = Erro padrdo da média.
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TABELA 4 Efeito da interagdo entre bactéria x doses de N-fertilizante no comprimento
radicular (CR; mm.dm3) de Brachiaria brizantha cv. Paiaguas

Tratamentos Controle Ab-V5 CCTBO03 AMG 521 EPM

Controle 490,14 B 462,99 B 584,02 A 500,14 B 19,168

50 kg de N ha* 525,95 A 492,45 A 511,05 A 462,18 A 19,168

100 kg de N ha' 542,66 B 565,03 B 534,70 B 659,58 A 19,168
Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. Médias

seguidas de semelhantes letras minudsculas na coluna nédo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05).
EPM = Erro padrdo da média.
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CAPITULO IV

(Normas: Grass and Forage Science)

IV - PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA IN THE DEVELOPMENT
OF UROCHLOA RUZIZIENSIS

Abstract

The aim of this study was evaluating the effect of the inoculation of plant growth
promoting bacteria (PGPB) in forage mass, tillering, nutritious value and root system of
Urochloa ruziziensis associated with doses of N-fertilizer. The bacteria inoculated were
Azospirillum brasilense Ab-V5, Pseudomonas fluorescens CCTBO03 and Pantoea
ananatis AMG 521, plus the control treatment (non-inoculated), associated with doses of
N-fertilizer (0, 50 and 100 kg N ha). The experiment was performed in a randomized
block design, in a 4x3 factorial scheme, with four replicates, totaling 48 plots (12 m?).
There were no effects of the PGPB and the use of N-fertilizer on the leaf blade,
stem+sheath, forage mass, daily and yearly accumulation of forage mass. The PGPB did
not have influence on the density of tillers. The doses of 50 and 100 kg of N ha increased
the amount of tillers. The AMG 521 strain associated with N-fertilizer provided heavier
tillers. There was no effect of the PGPB on crude protein (CP), neutral detergent fiber
(NDF), as well as acid detergent fiber (ADF), and in vitro digestibility of the dry matter
(IVDDM). The use of 100 kg of N ha* contributed to an increase in CP and a decrease
in NDF. The AMG 521 strain contributed to a smaller diameter of the root. Strains
CCTBO03 and AMG 521 demonstrated a smaller area, length and root density when
associated with the dose of 50kg of N ha. In general, the PGPB were not efficient in

promoting productive increments in Ruziziensis grass.

KEYWORDS
growth promotion, plant biomass, plant growth hormones.
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1 INTRODUCTION

Nitrogen (N) is one of the most required nutrients by plants (Dobbelaere and Okon, 2007).
When it is applied, plants have positive responses in terms of production and nutritious
value of forage mass (Palmer et al, 2014). However, its use in pasture management leads
to an increase in production costs (Guimardes et al., 2011), besides damaging the
environment due to the fact that, out of the total of N-fertilizer applied, plants’
assimilation barely exceeds 50% (Freitas e Rodrigues, 2010). As for the rest, it ends up
being wasted in the system (Van Groenigen et al., 2015).

For that reason, it is indispensable to use more efficient and sustainable agricultural
technologies capable of reducing dependence on the use of N-fertilizer. An alternative to
mitigate the negative impact of conventional practices for pasture fertilization is the use
of plant growth promoting bacteria (PGPB) associated with grasses. PGPB have the
ability of N fixation (Sarathambal et al., 2015), and they can promote plants growth by
synthesizing hormones, solubilizing phosphate and producing siderophores (Kavamura
etal., 2013).

Studies with PGPB associated with tropical grasses started in the 50’s, with the
isolation and description of Azospirillum sp. in sugar cane rhizosphere, by Débereiner
and Ruschel (1958). Since then, other bacterial genera have been isolated and studied
with the same potential of bringing benefits to tropical grasses.

Nowadays, it is possible to find studies that present the positive effects of
inoculation in grasses, such as the increment of forage mass and the reduction in the need
for the support of N-fertilizer in pastures of Urochloa sp. (Hungria et al., 2016; Leite et
al., 2018; Lopes et al., 2018; Duarte et al., 2020) and Cynodon sp. (Aguirre et al., 2018).

Studies on the behavior of PGPB in association with N-fertilizer have been
demonstrating that, for bacteria such as A. brasilense, the use of high doses of N-fertilizer
reduces its effects on grasses productive parameters (Cassan e Diaz-Zorita, 2016), or
completely inhibits the plant’s response to the inoculation (Ozturk et al., 2003). Yet, in
sites where N limits production, the effects of the inoculation are more evident, or when
moderate doses of N-fertilizer are used in association with PGPB, we can see the
complementary effect of such association with increments mainly in biomass production,

as reported by Cassan and Diaz-Zorita (2016).
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Nonetheless, since we are talking about studies whose some aspects must be
elucidated, the results are still inconclusive, and more data are necessary to support the
indication of inoculant tests as a commercial product for tropical pastures.

The development of alternative methods capable of modernizing and enabling
pasture production systems, besides studying their effects at different stages of pasture
growth, allows understanding the biological responses of forages when associated with
PGPB, and serves as guidelines for scientists’ decision-making, and further transference
of such technology to producers (Mamédio et al., 2020).

In this context, this study aimed to evaluate the effect of the inoculation of PGPB
on the production of forage mass, tillering, nutritious value and root system of Urochloa
ruziziensis associated with doses of N-fertilizer.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Site and experimental design

The experiment was carried out on Iguatemi Experimental Farm, which belongs to the
State University of Maringa (UEM), in Iguatemi, city of Maring4, state of Parana — Brazil
(23°25°S, 51°57°W; 550 m a.m.s.l.), from October 2016 to September 2018.

The soil of the experimental area is classified as Dystropheric Red Latosol (Santos
et al., 2018). It was collected from the 0-0.2 m depth layer, and presented the following
chemical characteristics: hydrogen potential (pH in H20) - 5,6; SMP index - =6,6;
phosphorus (P-Mehlich) - 10,75 mg dm; potassium (K*) - 0,12 cmolcdm™; aluminum
(AP") - 0,00 cmolcdm?3; calcium (Ca?*) - 1,36 cmolcdm; magnesium (Mg?*) - 0,59
cmolcdm™ and base saturation (V) - 39,4%; cation exchange capacity (CTC pH 7.0) -
5,25; organic matter (MO) - 11,8 g dm3; sand - 830 g kg'*; silt - 30 g kg™* and clay - 140
g kg™. Acidity correction of the soil was performed with dolomitic limestone, with an
increase in base saturation to 50% and incorporation of dolomitic limestone with RPTN
= 91% (real power of total neutralization).

The grass species used was Urochloa ruziziensis (Germain and Evrard). The
experiment was conducted in randomized blocks, arranged in a 4x3 factorial scheme,

with four replicates, totaling 48 plots, with 4 x 3 m each (12 m?).
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The bacteria inoculated were Azospirillum brasilense Ab-V5 (=CNPSo 2083),
Pseudomonas fluorescens CCTB03 (=CNPSo 2719) and Pantoea ananatis AMG 521
(=CNPSo0 2798), plus the control treatment (with no bacteria), associated with three doses
of N-fertilizer (0, 50 and 100 kg N ha?).

The strains are deposited in the Embrapa Soja Multifunctional Microorganisms
Collection: Diazotrophic and Plant Growth Promoting Bacteria (World Federation
Culture  Colletion-WFCC#1213, World Data Centre for Microorganisms-
WDCM#1054). The bacteria derive from selection programs of PGPB of Embrapa Soja:
Azospirillum brasilense Ab-V5, selected in Brazil, initially for the culture of corn (Zea
mays) and wheat (Triticum aestivum) (Hungria et al., 2010); Pseudomonas fluorescens
CCTBO03 from the company Total Biotecnologia, and Pantoea ananatis AMG 521,
isolated in Spain (Megias et al., 2016).

For the inoculants preparation, the strains were cultivated in DYGS media (Fukami
et al., 2018) and their concentration was adjusted to 108 cells mL™, obtained from the
correlation of growth curves previously obtained by the Culture Collection for each strain
and the corresponding optical densities. For inoculation, 15 mL of each inoculum were
used per Kg of seeds before sowing. The seeds were dried for approximately 30 minutes
at a cool place and protected from the sun. Then we sowed the amount of 10 kg ha
(culture value of the non-treated seeds of 50%).

One week before sowing, fertilization was performed with the application of 84 kg
P,0sha* (simple superphosphate 18% P,0s), 42,5 kg K,0 ha™* (potassium chloride 60%
de K20). After seedling emergence, the basal dose of 20 kgN ha* (urea 45 % of N) was
applied in all experimental plots. The incorporation of limestone and fertilizers was done
with the use of light harrowing.

When the Ruziziensis grass reached, on average, 35-40 cm of height, it was
uniformly cut at 15 cm. The heights were measured with the help of a 1-meter
millimetered ruler. After that, the plots received N-fertilizer, according to the treatments
(0, 50 and 100 kg N ha!). The amount of 100 kg N ha* was divided into two applications,
with a 15-day interval.

During the experimental period, climate conditions were monitored, with an
average record of rainfall (119 mm), relative humidity (83%) and maximum average

temperatures (27°C) and minimum (17°C), as shown in Figure 1.
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2.2 Measurement of the studied parameters

Cutting management was done based on a light interception (LI) of 95 %. LI was
measured with the AccuPAR equipment, PAR/LAI ceptometer®) model LP-80
(Decagon Devices Inc, Pullman, United States). The monitoring of the LI focusing on
the forage canopy was performed through the scanning of six random spots per plot
every seven days.

After the plot mean reached the expected LI, we randomly collected 10 tillers
representing the plot. They were weighed and dried in a stove with forced air circulation
at 55 °C for 72 hours and weighed again for determination of dry mass. Afterwards, we
randomly collected two samples of forage mass, with cuts at 15 cm of stubble height,
by using a STIHL® pruner, model HS 82 R (STIHL, Rio Grande do Sul, Brazil), with
the following measures: 0,5x0,5 m (0,25 m?2). After obtaining forage mass, we
performed uniformity cutting at the same stubble height, in the entire experimental plot.

After harvesting, the material was identified, weighed, and turned into two sub-
samples: one for separating the morphological components (leaf blade, stem+sheath
and senescent material), and the other for determining dried forage mass. The samples
were conditioned in paper bags, weighed and dried in a stove with forced air circulation
at 55 °C for 72 hours. Then, it was all weighed again for determination of dry mass
and, after that, milled with a stationary "Thomas Wiley" mill adapted with a 2 mm
sieve.

Crude protein (CP, g kgl), neutral detergent fiber (NDF g kg™), acid detergent
fiber (ADF g kg™) and in vitro digestibility of the dry matter (IVDDM g kg*) were
quantified in the leaf blade by Near Infrared Reflectance Spectroscopy — NIRS), (Foss
NIRSystems, XDS Rapid Content Analyzer, Denmark).

For the NIRS scanning, we constructed a calibration curve from the laboratorial
analytical data of 110 samples, which were analyzed for N using the micro-Kjeldahl
method (Tecator, Sweden), and converted into protein by using the 6,25 factor,
according to the methodology described by the AOAC (1990). NDF and ADF were
determined in accordance with Van Soest et al. (1991), LIG according to Goering and

Van Soest (1970) and IVDDM was obtained in compliance with techniques (traditional
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methodology) described by Tilley and Terry (1963) and Holden (1999), using a
DAISY I artificial rumen (ANKOM™ Technology Corp., Fairport, NY).

For the elaboration of the calibration curve, the samples spectra were scanned by
the software ISIScan and exported to the software WinlISI 11l Project Manager 1.50e
(Infrasoft International, LLC, 2000, Port Matilda, PA, USA). Reflectance data were
stored with log 1/R, with intervals of 2 nm between 700 and 2500 nm.

Principal component analysis (PCA) was carried out before the calibration curves
were elaborated by using the partial least squares (PLS) regression model. Then we
performed the crossed validation with the software confronting the data from the
laboratorial analysis with those estimated by the calibration curve of the NIRS.

After the elimination of the outliers, we used 77 samples for CP, 79 for NDF, 79
for ADF and 71 for IVDDM. For CP, NDF, ADF and IVDDM, respectively, we
obtained the following parameters of curve validation: determination coefficient (R
0.99, 0.92, 0.94 and 0.86), cross validation error (SECV; 0.48, 1.43, 0.66 and 4.62%),
RZ corrected by the cross validation error (1-VR; 0.99, 0.88, 0.91 and 0.76), prediction
error (SEP; 0.34, 1.03, 0.50 and 3.28) and mean % standard deviation (XxSD;
12.65+3.33, 51.39+3.73, 24.72+2.12 e 68.54+8.68).

Tillers population density (TPD, tillers.m?) was estimated every 28 days by
manually counting the tillers of the plots, considering all the live tillers observed inside
the metal frame of 0,5x0,15 m (0,075 m?), according to the methodology proposed by
Sbrissia and Silva (2008). Two representative points were marked inside each plot with
a pipe, and the measurements were taken by placing the rectangle at the marked point.

The daily forage mass accumulation rate (dFMA, kg of DM ha? day) was
obtained by dividing the accumulated forage mass by the number of days referring to
the harvests interval. The yearly forage mass accumulation rate (yFMA, kg of DM ha’

! year) was calculated through the sum of all partial harvests of the experimental period
(Barbosa et al., 2007).

Root dry mass (RM, kg ha) was determined at the end of each season of the year
(autumn, winter, spring and summer), based on the collection of two soil samples with
roots in the depth of 0 to 20 cm in each experimental plot, with a steel probe (10 cm of
diameter and 50 cm of length), with an opening in the middle to make sample

stratification easier. The samples were conditioned in plastic bags previously identified,
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washed in running water for total soil removal (Soares Filho et al., 2013), weighed and
dried in a stove with forced air circulation at 55 °C for 72 hours.

For roots geometry, we withdrew 1 g of roots from the samples after drying for
determining root diameter (RDi, mm), root area (RA, mmz2.dm3), root length (RL, mm)
and root density (RDe, mm.cm3) by digitalizing the roots with an HP 3400 Scanner, and
the images scanning was done by using the software DELTA T SCAN®.

2.3 Statistical Analysis

We used the PROC GLIMMIX from SAS University (Sas Institute Inc. Cary, CA) in all
statistical analyses. The variables were initially tested regarding normality (Shapiro—Wilk
test). The data were analyzed in a factorial scheme of four treatments, namely control
(non-inoculated), Azospirillum brasilense Ab-V5, Pseudomonas fluorescens CCTB03
and Pantoea ananatis AMG 521) x three doses of N-fertilizer, zero, 50 and 100 kg N/ha.
We also considered the data from each season as measures repeated in time, and the
random effects of the block and year of analysis. The choice of covariance matrix was
made by using the Information Criteria by Akaike (Wolfinger, 1993). The means were
estimated by using the “LSMEANS”, and the comparison was made through the
difference probability (PDIFF), using the Tukey test at 5% of significance.

3 RESULTS

There was no effect of interaction between the PGPB and the doses of N-fertilizer for the
leaf blade (LB, kg de MS ha?), stem+sheath (SS, kg of DM hal), production of forage
mass (FM, kg of DM ha'), daily accumulation of forage mass (dAFM, kg of DM ha
day1) and yearly accumulation of forage mass (yAFM, kg of DM ha year?) (Figure 2).

We did not observe any effects of the inoculation of PGPB strains on these
parameters, presenting on average 2367,04 kg of DM ha! of LB, 2048,15 kg of DM ha
of SS, 4930,84 kg of DM ha! of FM, 116,98 kg of DM ha! day* of dAFM, 35778,00 kg
of DM ha year of yAFM (Figures 2A and 2C).

Regarding the use of doses of N-fertilizer, there were no effects either, presenting
on average 2360,57 kg of DM ha! of LB, 2070,47 kg of DM ha™ of SS, 4964,61 kg of
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DM ha! of FM, 116,98 kg of DM ha* day* of dAFM, 35778,00 kg of DM ha! year of
yAFM (Figures 2B and 2D).

The interaction between PGPB and the doses of N-fertilizer had no effects on tiller
population density (TPD; tillers.m2) of Ruziziensis grass (Table 1). The inoculation of the
PGPB strains had no effects on the TPD results, with an average of 1009 tillers.m2. Yet,
the doses of N-fertilizer presented effects on TPD, with a greater number of tillers (p =
0,0427) at the doses of 50 and 100 kg of N ha™.

The interaction between the PGPB and the doses of N-fertilizer for tiller weight
(TW, p=0,0004) is presented in Table 2. The results showed that, for the treatment group
that received only doses of N-fertilizer without the inoculation of PGPB, the tillers were
heavier when receiving N-fertilizer. The TW values were similar between the Ab-V5 and
CCTBO03 strains and the doses of N-fertilizer, with an average weight of 1,54 g. For
AMG521 strain, the association with the doses of N-fertilizer led to a greater tiller weight,
1,52 on average, in relation to 1,18 provided by the inoculation in the zero dose of N-
fertilizer.

Crude protein contractions (CP; g kg?), neutral detergent fiber (NDF; g kg?), acid
detergent fiber (ADF; g kg!) and in vitro digestibility of the dry matter (IVDDM; g kg™?)
are shown in Table 3. There were no interaction effects between the PGPB and the doses
of N-fertilizer regarding these parameters.

The inoculation of the PGPB strains had no effects on the results of CP, NDF, ADF
and IVDDM, with an average of 127,82, 549,92, 270,10 and 742,78 g kg™, respectively.
However, the doses of N-fertilizer had effects on the aforementioned parameters (Table
3), with a greater concentration of CP and smaller concentration of NDF (p = 0,0001 and
0,0085, respectively) in the dose of 100 kg of N hal. ADF and IVDDM were not
influenced by N-fertilizer.

Root mass (RM; kg ha) and root diameter (RDi; mm) are presented in Table 4.
There was no effect of the interaction between the PGPB and the doses of N-fertilizer for
these parameters.

The inoculation of the PGPB strains had no effect on the RM results, with an
average of 11.41 ton ha. Yet, regarding RDi, the AMG 521 strain was the one that

presented the best result with the smallest root diameter (0,17 mm) of Ruziziensis grass.
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With regard to the use of N-fertilizer, there was no effect on RM and RDi (Table 4), with
an average of 11.41 ton ha and 0,18 mm, respectively.

The interaction between PGPB and doses of N-fertilizer for root area (RA, p =
0,0230), root length (RL, p = 0,0420) and root density (RDe, p = 0,0117) are presented
in Table 5.

For RA, RL and RDe, the results showed that the control treatment that received
only doses of N-fertilizer without the inoculation of PGPB, and the treatment with the
inoculation of the Ab-V5 strain, had similar results, with an average of 75,31 and 73,42
mm2.dm3, 330,41 and 330,08 mm, 0,42 and 0,42 mm.cm3, respectively. The CCTB03 and
AMG 521 strains demonstrated smaller RA, RL and RDe when associated with the dose
of 50 kg of N ha™.

4 DISCUSSION

Even though the influence of the inoculation of PGPB and doses of N-fertilizer on the
production and accumulation of forage mass (Figure 2) was not verified in this study, the
literature shows positive results based on the isolated action of PGPB or N-fertilizer, or
the association between them.

Results demonstrating an increase in biomass as the use of N-fertilizer in tropical
grasses is reduced have been reported in studies conducted by Hungria et al. (2016) in
Brachiaria brizantha cv. Marandu and Brachiaria ruziziensis, Aguirre et al. (2018) in
Cynodon dactylon (L.) Pers. cv. Coastcross-1 and Leite et al. (2018) in Brachiaria
brizantha cv. Marandu. However, these results are still inconclusive, since further
research is necessary for provide a more solid and replicable database in a way that this
technology can be transformed, in fact, into a commercial product to be usede in tropical
pastures.

The use of PGPB, for instance, demonstrates the capacity to contribute to the
growth and development of forage, allowing increments of up to 60 % in forage mass, as
reported by Megias et al. (2017) and Leite et al. (2018). Some studies have attributed the
increments in terms of forage mass to hormones, such as cytokinins, gibberellins and
auxins, synthesized by PGPB (Fukami et al., 2017 and Gouda et al., 2018).
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Regarding research on the use of fertilizers in pasture, it is known that all nutrients
are necessary and important for the growth and development of pasture. That way, a lack
of any nutrient can, at some stages of forage maturity, hinder the expression of its
productive potential.

Among the nutrients, nitrogen (N) is considered one of the most required by plants
(Dobbelaere e Okon, 2007). Therefore, it is one of the most efficient nutrients when it
comes to enabling grasses to have a greater accumulation of mass production and a better
nutritious value (Palmer et al, 2014).

Although the use of N-fertilizer increases mass production, it also leads to more
costs in pasture management (Guimaraes et al., 2011). That is why the use of PGPB is so
interesting for the modernization of animal production on pasture, thus, minimizing the
external dependency on the use of N due to the compensation by the increment of N in
the system through the biological fixation of it. Besides, PGPB improve the availability
of other nutrients, such as phosphorus.

In this study, the use of greater doses of N-fertilizer (100 kg of N ha?) ib U.
ruziziensis contributed to a larger amount of tillers in the forage canopy (Table 1), as
verified by Lima et al. (2016). We also found out that the inoculation of PGPB associated
with doses of N-fertilizer contributed to the emergence of heavier tillers. The production
of heavier tillers (Table 2), and in greater amount, allows increments in the production of
forage mass and an increase in pasture support capacity, with a positive impact on animal
production (Cecato et al., 2011).

The greater concentration of CP and the smaller concentration of NDF, associated
with the greater dose of N-fertilizer (kg de N ha) was possibly due to the increase in
nitrogen compounds in the plant and, as a consequence, a decrease in fibrous compounds,
as mentioned by Van Soest (1975), since they are inversely proportional. N composes
part of the structure of nucleic acids and proteins and, for that reason, its supply is directly
related to the raise in CP (Malavolta, 2006).

The smaller RDi verified with the inoculation of the AMG 521 strain (Table 4) is
considered as the best result, due to the fact that thinner root hairs are more efficient,
enabling greater exploration of the soil and better absorption of water and nutrients, as
demonstrated in studies by Do Vale et al., (2013), and Verbon and Liberman (2016). In

their turn, roots of greater diameter are related to the plant’s energetic supply (Ribeiro et
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al., 2011; Sanches et al., 2017). Greater root volume, besides improving absorptivity and
exploring a greater area of the soil, also prevents soil compactation since the most
superficial layers to the deepest ones (Cecato et al., 2006).

This change in morphology and more expressive root volume can affect the plant’s
efficiency in the use of nutrients available in the soil (Sureshbabu et al., 2016; Verbon
and Liberman, 2016). This alteration is possibly related to bacterial action, which possibly
potentializes the activity of hormones commonly synthesized by the plant, as described
by Spaepen (2015) and Mamédio et al. (2020).

PGPB play two roles that have a direct effect in terms of enhancing efficiency in
the use of N. One of them is the production of hormones, and the other one is the capacity
of biologically fixing nitrogen (Rodolem et al., 2017).

The literature clearly proves that bacteria depend on the availability of a certain
amount of N in the system, so that their metabolic activities occur. The absence of N in
the soil may inhibit microbial activity, leaving the bacteria dormant (Marschner et al.,
2006). Likewise, the excess of N has the same effects on these microorganisms (Zhu et
al., 2016).

The use of N-fertilizer has had its efficiency proven in tissues renovation, thus,
considerably increasing the production of forage mass. Nevertheless, its indiscriminate
use can not only compromise the microbiota, but also be a serious pollution agent against
the ecosystem. For that reason, the use of PGPB has been considered a sustainable
alternative for reducing the amount of N-fertilizer required by forage, so that it can
achieve its productive potential.

For their action, these bacteria have been described as plants growth promoters from
the synthesis of substances that contribute to a higher interaction of roots with nutrients
cycling (Moreira et. al., 2010).

The absence of effects verified in the association between PGPB and tropical
grasses can be attributed to an inadequate combination of them, since not all bacteria are

responsive to all grass species (Mamédio et al., 2020).

5 CONCLUSION
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Although plant growth promoting bacteria were not efficient in the production and
accumulation of forage mass, of both the aerial part and the root area of Urochloa
ruziziensis, they still represent a sustainable alternative, which is viable when it comes to
livestock on pasture. It is due to the fact that their use potentializes the action of N-
fertilizer in pasture, reducing the amount used and, thus, leading to a decrease in the
production costs.

ACKNOWLEDGEMENTS

The research group is supported by INCT—Microorganisms Promoting Plant Growth
Aiming at Agricultural Sustainability and Environmental Responsibility (MPCPAgro),
CNPq (465133/2014-4, Araucaria Foundation-STI, CAPES). M. Hungria is also a CNPq
research fellowship recipient. This study was supported by the study group in forage
(Agrisus Foundation PA1732/16, CNPq 405389/2016-7, CAPES). U. Cecato is also a
CNPq research fellowship recipient (CNPq-307838/2014-5).

CONFLICTS OF INTEREST

The authors declare that there are no conflicts of interest.

ORCID
Artur Rogue Domingues Barreiros https://orcid.org/0000-0002-3477-8203

REFERENCES

Aguirre, P. F.,, Olivo, C. J., Rodrigues, P. F., Falk, D. R., Adams, C. B., & Schiafino, H.
P. (2018). Forage yield of Coastcross-1 pastures inoculated with Azospirillum
brasilense. Acta Scientiarum. Animal Sciences, 40, e36392.
https://doi.org/10.4025/actascianimsci.v40i1.36392

AOAC. (1990). Official Methods of Analysis Association of Official Analytical Chemists.
Arlington, Virginia: AOAC International.

Cassan, F., & Diaz-Zorita, M. (2016). Azospirillum sp. in current agriculture: From the
laboratory to the field. Soil Biology and Biochemistry, 103, 117-130.
http://dx.doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2016.08.020


http://dx.doi.org/10.1016/j.soilbio.2016.08.020

61

Cecato, U., Galbeiro, S., Paris, W., Soares Filho, C. V., Teixeira, S. (2011). Uso de
nitrogénio em pastagens. In U. Cecato, M. A. A. F. Barbosa, S. Galbeiro, W. Paris,
F. C. A. R. Grecco, C. S. Viegas, S. Teixeira (Eds.), Simpésio de Producdo Animal
a Pasto, (pp. 117-162). Maringa: Sthampa.

Dobbelaere, S., & Okon, Y. (2007). The plant growth-promoting effect and plant
responses. In C. Elmerich, W. E. Newton (Eds.), Associative and Endophytic
Nitrogen-Fixing Bacteria and Cyanobacterial Associations, (pp. 145-170). Springer,
Dordrecht, The Netherlands.

Ddobereiner, J., & Ruschel, A. P. (1958). Uma nova espécie de Beijerinckia. Revista de
Biologia, 1, 260-272.

Duarte, C. F. D., Cecato, U., Hungria, M., Fernandes, H. J., Biserra, T. T., Mamédio, D.,
Galbeiro, S., & Nogueira, M. A. (2020). Inoculacdo de bactérias promotoras do
crescimento vegetal em Urochloa Ruziziensis. Research, Society and Development,
9, eXX. http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.XX

Freitas, I. C. V., & Rodrigues, M. B. (2010). Fixagdo biol6gica do nitrogénio na cultura
do milho. Agropecuaria Técnica, 31, 143-154.
https://periodicos.ufpb.br/index.php/at/article/download/4515/4636/

Fukami, J., Cerezini, P., & Hungria, M. (2018). Azospirillum: benefits that go far beyond
biological nitrogen fixation. AMB Express, 8, 73. https://doi.org/10.1186/s13568-
018-0608-1

Fukami, J., Ollero, F. J., Megias, M., Hungria, M. (2017). Phytohormones and induction
of plant-stress tolerance and defense genes by seed and foliar inoculation with
Azospirillum brasilense cells and metabolites promote maize growth. AMB Express,
7, 153. https://doi.org/10.1186/s13568-017-0453-7

Goering, H. K., & Van Soest, P. J. (1970). Forage fiber analyses: apparatus, reagents,
procedures, and some applications (No. 379). Disponivel em
https://books.google.com.br/books?id=yn8wWAAAAY AAJ&printsec=frontcover&so
urce=gbs_ge_summary_r&cad=0#v=onepage&q&f=false

Gouda, S., Kerry, R. G., Das, G., Paramithiotis, S., Shin, H. S., & Patra, J. K. (2018).
Revitalization of plant growth promoting rhizobacteria for sustainable development
in agriculture. Microbiological research, 206, 131-140.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2017.08.016



62

Guimarées, S. L., Silva, E. M. B., Polizel, A. C., & Campos, D. T. S. (2011). Producao
de capim marandu inoculado com Azospirillum spp. Enciclopédia Biosfera, Centro
Cientifico Conhecer, 7, 816-825.

Holden, L. A. (1999). Comparison of methods of in vitro dry matter digestibility for ten
feeds. Journal of dairy science, 82, 1791-1794. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-
0302(99)75409-3

Hungria, M., Nogueira, M. A., & Araujo, R. S. (2016). Inoculation of Brachiaria spp.
with the plant growth-promoting bacterium Azospirillum brasilense: an
environment-friendly component in the reclamation of degraded pastures in the
tropics.  Agriculture,  Ecosystems &  Environment, 221, 125-131.
https://doi.org/10.1016/j.agee.2016.01.024

Kavamura, V. N., Santos, S. N., da Silva, J. L., Parma, M. M., Avila, L. A., Visconti, A.,
Zucchi, T. D., Taketani, R. G., Andreote, F. D., & Melo, I. S. (2013). Screening of
Brazilian cacti rhizobacteria for plant growth promotion under drought.
Microbiological research, 168, 183-191.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2012.12.002

Kochar, M., & Srivastava, S. (2012). Surface colonization by Azospirillum brasilense
SM in the indole-3-acetic acid dependent growth improvement of sorghum. Journal
of basic microbiology, 52, 123-131. https://doi.org/10.1002/jobm.201100038

Leite, R. D. C., dos Santos, J. G., Silva, E. L., Alves, C. R., Hungria, M., Leite, R. D. C.,
dos Santos, A. C. (2018). Productivity increase, reduction of nitrogen fertiliser use
and drought-stress mitigation by inoculation of Marandu grass (Urochloa brizantha)
with  Azospirillum brasilense. Crop and Pasture Science, 70, 61-67.
https://doi.org/10.1071/CP18105

Lopes, M. J. S., Dias Filho, M. B., dos Reis Castro, T. H., de Filippi, M. C. C., da Silva,
& G. B. (2018). Effect of Pseudomonas fluorescens and Burkholderia pyrrocinia on
the Growth Improvement and Physiological Responses in Brachiaria brizantha.
American Journal of Plant Sciences, 9, 250-265. doi: 10.4236/ajps.2018.92021

Malavolta, E. (2006). Manual de nutricdo mineral de plantas. Agrondémica Ceres.

Mameédio, D., Cecato, U., Sanches, R., Silva, S. M. S, Silva, D. R., Rodrigues, V. O.,
Galbeiro, S., Barreiros, A. R. D., & Vicente, J. V. R. (2020). Do plant-growth

promoting bacteria contribute to greater persistence of tropical pastures in water



63

deficit? - A Review. Research, Society and Development 9, eXX. doi:
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.XX

Marschner, P., Solaiman, Z., & Rengel, Z. (2006). Rhizosphere properties of Poaceae
genotypes under P-limiting conditions. Plant and Soil 283, 11-24. doi:
10.1007/s11104-005-8295-5

Megias, E., Megias, M., Ollero, F. J., & Hungria, M. (2016). Draft genome sequence of
Pantoea ananatis strain AMG521, a rice plant growth-promoting bacterial endophyte
isolated from the Guadalquivir marshes in southern Spain. Genome Announcements
4,e01681-15. doi: 10.1128/genomeA.01681-15

Megias, E., Junior, F. B. R., Ribeiro, R. A., Ollero, F. J., Megias, M., & Hungria, M.
(2017). Genome Sequence of Pantoea ananatis Strain AMG 501, a Plant Growth-
Promoting Bacterium Isolated from Rice Leaves Grown in Paddies of Southern
Spain. Genome Announcements, 5, e00848-17. doi: 10.1128/genomeA.00848-17

Moreira, F. M. D. S., Da Silva, K., N6brega, R. S. A., & De Carvalho, F. (2010). Bactérias
diazotréficas associativas: diversidade, ecologia e potencial de aplicacGes.
Comunicata Scientiae, 1, 74-99.

Palmer, M. A., Filoso, S., & Fanelli, R. M. (2014). From ecosystems to ecosystem
services: Stream restoration as ecological engineering. Ecological Engineering, 65,
62-70. https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2013.07.059

Ribeiro, O. L., Cecato, U., Rodrigues, A. M., Faveri, J. C., Jobim, C. C., & Lugdo, S. M.
B. (2011). Biomassa radicular e reservas organicas em Coastcross consorciada ou
ndo com™ Arachis pintoi*, com e sem nitrogénio, sob pastejo. Revista Brasileira de
Saulde e Producdo Animal, 12, 318-328.

Rosolem, C. A., Ritz, K., Cantarella, H., Galdos, M. V., Hawkesford, M. J., Whalley, W.
R., & Mooney, S. J. (2017). Enhanced plant rooting and crop system management
for improved N use efficiency. Advances in agronomy, 146, 205-239.
https://doi.org/10.1016/bs.agron.2017.07.002

Sanches, R. (2017). Intensidade de pastejo e desempenho radicular do capim convert
HD364 na relacdo com a resisténcia do solo a penetracdo. Dissertacdo de Mestrado.
UEM: Universidade Estadual de Maringa.



64

Santos, H. G., Jacomine, P. K. T., Dos Anjos, L. H. C., De Oliveira, V. A., Lumbreras,
J. F., Coelho, M. R., & Cunha, T. J. F. (2018). Sistema brasileiro de classifica¢éo de
solos. Brasilia, DF: Embrapa.

Sarathambal, C., Ilamurugu, K., Balachandar, D., Chinnadurai, C., & Gharde, Y. (2015).
Characterization and crop production efficiency of diazotrophic isolates from the
rhizosphere of semi-arid tropical grasses of India. Applied Soil Ecology, 87, 1-10.
https://doi.org/10.1016/j.aps0il.2014.11.004

Sbrissia, A. F., & Silva, S. C. D. (2008). Compensacao tamanho/densidade populacional
de perfilhos em pastos de capim-marandu. Revista Brasileira de Zootecnia, 37, 35-
47. https://doi.org/10.1590/S1516-35982008000100005

Soares Filho, C. V., Cecato, U., Ribeiro, O. L., Cruz Roma, C. F. D., Jobim, C. C., Beloni,
T., & Venturoli Perri, S. H. (2013). Root system and root and stem base organic
reserves of pasture Tanzania grass fertilizer with nitrogen under grazing. Semina:
Ciéncias Agrérias, 34, 2415-2426. doi: 10.5433/1679-0359.2013v34n5p2415

Spaepen, S. (2015). Plant hormones produced by microbes. In: Lugtenberg B. (eds)
Principles of Plant-Microbe Interactions (pp. 247-256). Springer, Cham.

Sureshbabu, K., Amaresan, N., & Kumar, K. (2016). Amazing multiple function
properties of plant growth promoting rhizobacteria in the rhizosphere soil.
International Journal of Current Microbiology and Applied Sciences, 5, 661-683.
http://dx.doi.org/10.20546/ijcmas.2016.502.074

Tilley, J. M. A., & Terry, R. A. (1963). A two-stage technique for the in vitro digestion
of forage crops. Grass and forage science, 18, 104-111.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2494.1963.tb00335.x

Van Groenigen, J. W., Huygens, D., Boeckx P., Kuyper, T. W., Lubbers, I. M., Ritting,
T., & Groffman, P. M. (2015). The soil N cycle: new insights and key challenges.
Soil, 1, 235-256. https://biblio.ugent.be/publication/6994395/file/6994403

Van Soest, P. J., Robertson, J. B., Lewis, B. A. (1991). Methods for dietary fiber, neutral
detergent fiber, and non starch polysaccharides in relation to animal nutrition.
Journal of Dairy Science 74, 3583-3597. doi: 10.3168/jds.S0022-0302(91)78551-2

Verbon, E. H., & Liberman, L. M. (2016). Beneficial microbes affect endogenous
mechanisms controlling root development. Trends in plant science, 21, 218-229.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2016.01.013


http://dx.doi.org/10.20546/ijcmas.2016.502.074

65

Wolfinger, R. (1993). Covariance structure selection in general mixed models.
Communications in statistics-Simulation and computation, 22, 1079-1106.
https://doi.org/10.1080/03610919308813143

Zhu, S., Vivanco, J. M., & Manter, D. K. (2016). Nitrogen fertilizer rate affects root
exudation, the rhizosphere microbiome and nitrogen-use-efficiency of maize.
Applied Soil Ecology, 107, 324-333. https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2016.07.009


https://doi.org/10.1016/j.apsoil.2016.07.009

66

mmmmm Precipitacdo (mm)

mmmm Umidade relativa (%)
= « =Temperaturas maxima (°C) ««+--+- Temperaturas minima (°C)

Temperatures (°C)

© © © I~ I~ M~ P~ P~ I~ I~ 0 0 0w 0 W 0 0
= A A A A A A A A A A A A A A A A A
E3NCSSESE=E3Zc=c08E83NCS35=sE3cs=593%8
= Iy S o © S o 5 2 S o © S @
32T 2L E2S-RooIELecwgeg2=R0

FIGURE 1 Climatic conditions (rainfall, relative humidity, maximum and minimum

temperatures) registered at the Automatic Meteorological Station (FEI-UEM) over the

experimental period (October to December 2017 and January to September 2018).
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FIGURE 2 leaf blade, stem+sheath, forage mass (2A and 2B), daily forage mass

accumulation and yearly forage mass accumulation (2C e 2D) of Urochloa ruziziensis

inoculated with plant growth-promoting bacteria and N-fertilizer doses.
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TABLE 1 Tillers population density (TPD, tillers.m?) of Urochloa ruziziensis inoculated
with plant growth-promoting bacteria and N-fertilizer doses

Plant Growth-Promoting Bacteria

Parameter non-inoculated Ab-V5 CCTB03 AMG 521 SEM
TPD (tillers.m?) 1005 1027 989 1015 79
N-fertilizer Doses (kg of N hat)
Parameter 0 50 100 SEM
TPD (tillers.m?) 973 b 1005 ab 1050 a 78,13

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. SEM =
standard error of mean. Means followed by different lowercase letters in each line are significantly different
(P <0.05 Tukey test).
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TABLE 2 Effect of interaction between plant-growth promoting bacteria (PGPB) and x
N-fertilizer doses in tiller weight (TW; g) of Urochloa ruziziensis

Parameter non-inoculated  Ab-V5 CCTB03 AMG521 SEM
0 kg of N ha'! 1,158 B 1,643 A 1,704 A 1,183 B 0,143
50 kg of N ha! 1,489 A 1,656 A 1,276 A 1510 A 0,143
100 kg of N ha™! 1,510 A 1,399 A 1570A 1526 A 0,143

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. SEM =
standard error of mean. Means followed by different uppercase letters in each line are significantly different

(P < 0.05 Tukey test).
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TABLE 3 Crude protein (CP; g kg?), neutral detergent fiber (NDF; g kg™l), acid detergent
fiber (ADF; g kg) and in vitro digestibility of dry matter (IVDDM; g kg™) of Urochloa

ruziziensis inoculated with plant growth-promoting bacteria and N-fertilizer doses

Plant Growth-Promoting Bacteria

Parameter non-inoculated  Ab-V5  CCTB0O3 AMGS521 oM
CP (g kg™ 126,44 128,62 1289 12733 3,1
NDF (g kg™ 548,76 54883 55227 54982 163
ADF (g kg) 268.4 271,2 270,2 270,6 2,9
IVDDM (g kg 7423 7438 7425 7425 15,3

N-fertilizer Doses (kg of N ha)

Parameter 0 50 100 SEM
CP (g kg 122,39 b 127.22 b 133,85 a 2,60
NDF (g kg™ 554,05 a 548,93 ab 546,79 b 16,30
ADF (g kg 271,00 269,60 269,70 2,80
IVDDM (g kg') 740,70 743,80 743,90 15,30

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. SEM =
standard error of mean. Means followed by different lowercase letters in each line are significantly different
(P <0.05 Tukey test).
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TABLE 4 Root mass (RM; kg ha't) and root diameter (RDi; mm) of Urochloa ruziziensis
inoculated with plant growth-promoting bacteria and N-fertilizer doses

Plant Growth-Promoting Bacteria

Parameter

non-inoculated  Ab-V5 CCTB03 AMG 521 SEM

RM (ton ha?) 11,147 11,77 11,398 11,305 0,476

RDi (mm) 0,20a 0,19ab 0,18 ab 0,17b 0,010
N-fertilizer Doses (kg of N hat)

Parameter 0 50 100 SEM

RM (ton ha?) 10,971 11,144 12,1 0,412

RDi (mm) 0,18 0,18 0,19 0,010

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. SEM =
standard error of mean. Means followed by different lowercase letters in each line are significantly different
(P < 0.05 Tukey test).
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TABLE 5 Effect of interaction between plant-growth promoting bacteria (PGPB) and x

N-fertilizer doses in root area (RA, mm2.dm3), root length (RL, mm) and root density

(RDe, mm.cm3) of Urochloa ruziziensis

Parameter non-inoculated  Ab-V5 CCTBO03 AMG 521 SEM

-------------------- Root Area (mm2.dm3)--------------------

0 kg of N ha! 67,34 A 84,18 A 70,27 A 66,83 A 7,280

50 kg of N ha'! 83,52 A 66,07 AB  50,12B 39,09B 7,280

100 kg of N hat 75,08 A 70,01 A 44,67 A 62,60 A 7,280
--------------------- Root Length (mm)----------------------

0 kg of N ha't 343,20 A 362,62 A 361,47 A 365,62 A 24,820

50 kg of N ha'! 358,33 A 352,51 AB 254,63B 239,10 B 24,820

100 kg of N ha't 289,69 A 275,12 A 25791 A 243,02 A 24,820
------------------ Root Density (mm.cms3)------------------

0 kg of N ha' 0,42 A 0,46 A 0,46 A 0,47 A 0,030

50 kg of N ha'! 047 A 0,45 AB 0,32B 0,30B 0,030

100 kg of N ha* 0,36 A 0,34 A 0,33 A 0,31 A 0,030

Azospirillum brasilense Ab-V5; Pseudomonas fluorescens CCTBO03; Pantoea ananatis AMG 521. SEM =

standard error of mean. Means followed by different uppercase letters in each line are significantly different

(P < 0.05 Tukey test).



