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RESUMO

As bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) s&o tecnologia com potencial
de contribuir para a modernizacdo dos sistemas de producdo animal a pasto, aliando a
produtividade a sustentabilidade. Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito da
inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas, com e sem N-fertilizante,
na produgdo de massa de forragem, desenvolvimento do sistema radicular e teores de
carbono e nitrogénio no solo e raizes dos capins Zuri e Massai [Megathyrsus maximus
(syn. de Panicum maximum Jacq.)]. As bactérias inoculadas foram Azospirillum
brasilense Ab-V5 e Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB03 e ET76, e Pantoea
ananatis AMG 521, mais o tratamento controle (sem bactéria), associada com ou sem N-
fertilizante (0 ou 50 kg ha* de N). O delineamento experimental foi em blocos ao acaso,
em esquema fatorial, com cinco repeti¢des. Para o capim-Zuri foi observado que a dose
de 50 kg ha* de N proporcionou incremento de 18% na massa de forragem. A estirpe
CCTBO03 sem associacdo de N-fertilizante proporcionou maior taxa de acimulo (0,29 g
vaso! dial MS), e na dose de 50 kg ha® de N, a estirpe ET76 demonstrou melhor
desempenho (0,28 g vaso! MS). As bactérias na auséncia de N-fertilizante
proporcionaram menor area (12%) e comprimento (23%) de raiz, em comparacdo ao
tratamento sem bactéria. Na dose de 50 kg ha® de N, as bactérias proporcionaram
incrementos de 9 e 6% nos valores de area e comprimento radicular. Para o capim-Massali,
observou-se que as estirpes Ab-V5 e CCTBO03 proporcionaram, juntamente com o
tratamento sem bactéria, os maiores didmetros de raizes. A dose de 50 kg ha? de N
proporcionou incremento de 16% na massa de forragem da parte aérea. A aplicacdo de
N-fertilizante ndo influenciou os parametros relacionados a morfologia da raiz e teores
de carbono e nitrogénio no solo e na raiz. De forma geral, em ambos o0s experimentos as
bactérias promotoras do crescimento de plantas ndo foram eficientes em promover
incrementos na producdo de massa de forragem, contudo, o uso de N-fertilizante
demonstrou eficiéncia em proporcionar aumentos na producéo de massa de forragem dos
capins Zuri e Massai.

Palavras-chave: biotecnologia, N-fertilizante, Megathyrsus maximus, rizobactérias



ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) are a technology with potential to contribute to
modernization of animal production systems on pasture, combining productivity with
sustainability. The objective of this study was to evaluate the inoculation effect of bacteria
that promote plant growth, with and without N-fertilizer, in forage mass production, the
root system development and contents of carbon and nitrogen in soil and roots of grasses
Zuri and Massai [Megathyrsus maximus (syn. De Panicum maximum Jacq.)]. The
inoculated bacteria were Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6, Pseudomonas
fluorescens CCTBO03 and ET76, and Pantoea ananatis AMG 521, plus the control
treatment (without bacteria), associated with or without N-fertilizer (0 or 50 kg ha* of
N). The experimental design was in randomized blocks, in a factorial scheme, with five
replications. For Zuri grass was observed that the N dose of 50 kg ha? provided an
increase of 18% in forage mass. Strain CCTBO03 without N-fertilizer association provided
a higher accumulation rate (0.29 g vase™ day* DM), and at a N dose of 50 kg ha%, strain
ET76 showed better performance (0.28 g vessel* DM). Bacteria in the absence of N-
fertilizer provided smaller area (12%) and length (23%) of root, compared to treatment
without bacteria. At a N dose of 50 kg ha?, the bacteria provided increments of 9 and 6%
in the values of root area and length. For Massai grass was observed that the strains Ab-
V5 and CCTBO03 provided, together with treatment without bacteria, the largest root
diameters. The N dose of 50 kg ha provided an increase of 16% in the forage mass of
the aerial part. The application of N-fertilizer did not influence the parameters related to
the root morphology and carbon and nitrogen levels in soil and in root. In general, in both
experiments the plant growth-promoting bacteria were not efficient in promoting
increases in the forage mass production, however, the use of N-fertilizer demonstrated
efficiency in providing increases in the forage mass production of Zuri and Massai
grasses.

Keywords: biotechnology, N-fertilizer, Megathyrsus maximus, rhizobacteria



| - INTRODUCAO

A vocacgdo do Brasil para a agropecuaria se deve a sua extensdo de terras e
condicdes climaticas favoraveis. Por essa razdo, a pastagem € considerada como o método
mais pratico e econémico para producdo de ruminantes (Ertl et al., 2016), tanto é que, em

funcdo disso, a quase totalidade da producdo animal é realizada em regime de pastejo.

O género Megathyrsus maximus (syn. Maximus) é a segunda graminea mais
utilizada nos sistemas de producdo a pasto no Brasil, dentre as pastagens cultivadas, por
sua alta producdo de massa de forragem (Fernandes et al., 2014), ficando atras apenas das
pastagens do género Urochloa (syn. Brachiaria) (Nascimento, 2014). As cultivares deste
género se caracterizam por produzir grande volume de folhas, elevado valor nutritivo,
alta aceitabilidade pelos animais e ampla adaptacdo as diferentes condicdes

edafoclimaticas, possibilitando a sua utilizacdo em larga escala (Jank et al., 2011).

Apesar de se ter plantas forrageiras com alto potencial de producéo e qualidade de
forragem, disponivel a campo, a falta ou mau manejo faz com que os pastos entre em
estadio de degradacdo, e passe a ser entrave na producdo animal a pasto (Dias Filho,

2014), com reflexos significativos sobre o desempenho animal (Casasus et al., 2012).

As causas da degradacdo das pastagens sdo diversas, contudo, é apontada como
fator principal a falta de reposicdo de nutrientes no solo, por extracdo continua pela planta,
animal e lixiviagdo (Oliveira et al., 2013; Dias Filho, 2015). Dentre os nutrientes, a
deficiéncia de nitrogénio é considerada o fator que mais influencia na queda de
produtividade, da qualidade e no inicio dos processos de degradacdo (Euclides et al.,

2007). Assim, a sua reposicdo no solo via adubacdo nitrogenada se torna uma pratica



necessaria. Porém, o seu uso eleva os custos de producgdo e impacta negativamente o0 meio
ambiente, pela perda por lixiviacéo e volatilizagdo que representa aproximadamente 50%

do total utilizado no sistema (Reis Junior et al., 2008).

Por isso, é fundamental buscar tecnologias alternativas que tornem os sistemas de
producdo a pasto sustentaveis, do ponto de vista produtivo, econémico e ambiental.
Dentre essas alternativas, desponta o uso de bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP), como aumento da eficiéncia de uso de nitrogénio. Essas bactérias
demonstram a capacidade de realizar a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN),
convertendo o N2 atmosférico em compostos assimilaveis pela planta (Nunes et al., 2003),
sintetizam hormoénio promotores do crescimento, contribuem para a solubilizacdo de

fosfatos, dentre outros (Aradjo et al., 2014).

As BPCP podem atender de forma parcial os requerimentos de N pela planta, além
de contribuir para a recuperacdo das areas de pastagens em estadio de degradacéo,
tornando a atividade mais sustentavel (Vogel et al., 2014). Porém, faz-se necesséria a
realizacdo de mais estudos, de forma a conhecer e entender mais os beneficios e a
efetividade da inoculacdo de BPCP em gramineas tropicais e, principalmente, identificar

as melhores estirpes a serem associadas as gramineas do género Megathyrsus.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Género Megathyrsus maximus

As gramineas do género Megathyrsus tém grande importancia para producao de
ruminantes, principalmente por sua alta capacidade de producdo de massa de forragem,
elevada capacidade de adaptacao, facilidade de estabelecimento e alto valor nutritivo, o
que a torna um alimento de excelente qualidade a ser consumido pelos animais (Corréa e
Santos, 2003). As forrageiras desse género estdo entre as mais usadas na bovinocultura

leiteira e de corte, nos sistemas de producdes intensivos a pasto (Gomide, 2016).

Entretanto, as gramineas desse género séo exigentes em termos de fertilidade do

solo, solos profundos e de boa drenagem. Quando 0s seus requerimentos ndo sao



minimamente atendidos, frequentemente é observado problemas na formacdo da
pastagem, baixa tolerdncia ao pastejo, perda da capacidade produtiva e,
consequentemente, a necessidade de recuperacédo da aérea em curto periodo de utilizacdo
(Herling et al., 2000).

Em termos de producdo, as gramineas desse grupo apresentam producéo de massa
de forragem de 11 a 29 t hat ano™ de MS em média, podendo alcangar maiores produgdes,
a depender do tipo de manejo de fertilidade do solo, condi¢6es edafoclimaticas, manejo

da pastagem e do pastejo, dentre outros (Oliveira et al., 2017).

Em estudos com o capim-Mombaca, pode-se observar acimulo médio de 4. 958 kg
de MS ha na primavera e de 3. 960 kg ha* de MS no inverno, obtendo acréscimo de
25% na producdo de massa de forragem para a estacdo com maior média de temperatura
(Muller, 2002). Ola et al. (2018) verificaram producédo de 16. 948, 14. 984 e 13. 878 kg

de MS ha! para os capins Zuri, Tamani e Massai, respectivamente.

Essas gramineas demonstram alta resposta frente a adubacdo com N-fertilizante.
No capim-Mombaca foi observado producdo de massa de forragem de 11 a 61 t de MS
ha* na estacéo do verdo, a partir do uso de doses de 0 a 500 kg ha de N, respectivamente
(Braga, 2001).

Dentre os varios cultivares de M. maximus disponiveis no mercado, pode-se
destacar o capim-Massai (M. maximus x M. infestum), com alto potencial de producéo de
massa e, geralmente indicado para os sistemas de producOes intensificados a pasto
(Carvalho et al., 2014).

Esse cultivar tem habito de crescimento cespitoso, com altura méedia de dossel de
60 cm, sendo considerada uma forrageira de porte baixo, comparado as demais do mesmo
grupo, e com producdo média de 15,6 t ha! ano™ de MS, alta razdo folha:colmo e, em
razdo de sua precocidade, pode florescer e produzir sementes varias vezes ao ano. Essa
forrageira requer solos de média a alta fertilidade e apresenta certa tolerancia ao aluminio
e resisténcia a cigarrinhas das pastagens (Embrapa, 2001).

O capim-Zuri, por sua vez, vem como mais uma alternativa vidvel para a
diversificacdo das pastagens. E uma forrageira com hébito de crescimento cespitoso de

porte ereto e alto, suas folhas s@o longas, largas, arqueadas e glabras, e seu florescimento



é tardio e bem defino. O capim-Zuri apresenta alta produtividade de massa de forragem,
em média 21,8 t ha® ano™® de MS, com producio de 15% no periodo seco, alta razio
folha:colmo, elevada capacidade de suporte, resisténcia a cigarrinha das pastagens e ao
fungo Bipolaris maydis. Sdo exigentes em solo de média a alta fertilidade e tolerancia

moderada a solos encharcados (Embrapa, 2013).

1.2. Uso de BPCP em plantas forrageiras

A utilizacdo de biotecnologias como o uso de BPCP aplicadas nas areas destinadas
a producdo animal a pasto, surge como alternativa viavel para manutencdo do manejo do
solo, producdo de forragem e sustentabilidade ambiental. A utilizacdo desses
microrganismos tende a gerar avancos socioecondmicos e ambientais na pecuaria
brasileira (Duarte, 2018).

Essas bactérias sdo colonizadoras da regido da rizosfera das plantas (perimetro com
distancia de 1 a 3 milimetros da superficie das raizes) (Moreira e Siqueira, 2006), e sdo
classificadas como de vida livre, ou endofiticas, que habitam os tecidos internos das
plantas, promovendo relacdo benéfica para ambos (Davison, 1988; Kloepper et al., 1989).

A rizosfera desempenha importante funcédo na ciclagem dos nutrientes e auxilia na
manutencao dos organismos presentes no meio. E uma area fértil em exsudatos, residuos
celulares e secrecOes tais como agucares, aminoacidos, vitaminas, acidos graxos, agua,
esterois, e acidos organicos (Bais et al., 2006; Silveira e Freitas, 2007). Em funcédo desta
quantidade de nutrientes a ser utilizado como fonte de carbono e energia, ha intensa
proliferacdo de microrganismos, podendo ocupar de 7 a 15% da superficie total das raizes
(Barea et al., 2005).

Os microrganismos que colonizam as raizes sdo chamados de rizobactérias, e sdo
classificadas de acordo com seus efeitos sobre o crescimento das plantas, podendo ser
benéfico, neutro ou deletério (Dobbelaere et al., 2003; Gray e Smith, 2005). Assim,
aqueles que beneficiam as culturas agricolas, tém sido isolados, multiplicados,
formulados e aplicados nas areas de producdo vegetal com intuito de melhorar a
produtividade (Luz, 1996).



As BPCP beneficiam as culturas por meio da combinagéo de fatores e mecanismos
que potencializam a producéo (Dobbelaere et al., 2003), como a capacidade de fixagédo
bioldgica do nitrogénio (Huergo et al., 2008), producdo ou aumento na concentracdo de
fitormdénios, melhoria da capacidade de absorcédo das raizes, por apurar a permeabilidade
(Loredo et al., 2004), promover a solubiliza¢éo de fosfatos (Rodriguez et al., 2004), inibir
0 crescimento e desenvolvimento de microrganismos patdgenos pela sintese de
sideroforos, antibidticos e competicdo por nutrientes, promover maior tolerancia ao

estresse hidricos, salinidade e toxidade de metais (Figueiredo et al., 2010).

Esses microrganismos sdo eficientes em sintetizar fitorménios como auxinas,
citocininas e giberelinas (Perrig et al., 2007; Ilyas e Bano, 2010) e reduzir a expressao de
acido abscisico (Casséan et al., 2009).

Um dos fitormdnios de maior relevancia na regulacdo dos processos fisioldgicos
dos vegetais é a auxina, mais especificamente, o acido 3-indol acético (AlA). Este
apresenta uma gama de fungdes no crescimento e desenvolvimento das plantas, atuando
desde a germinacdo até a senescéncia. O AlA € responsavel pela regulacdo da dominancia
apical, abscisdo foliar, desenvolvimento de raizes laterais e distincdo da formacdo

vascular (Taiz e Zeiger, 2013).

As citocininas e giberelinas, por sua vez atuam nas plantas como reguladores da
divisdo celular e desenvolvimento de novos tecidos, tanto nas raizes como na parte aérea
(Spaepen et al., 2009). Essa associacdo também promove a reducdo dos niveis de acido
abscisico (Cassan et al., 2009), um dos hormonios responsaveis em inibir a sintese e
favorecer a degradacdo das clorofilas e proteinas, com prejuizos aos processos
fotossintéticos, e ocasionando menores taxas de expanséo foliar (Taiz e Zeiger, 2013), e
fazendo parte do mecanismo de regulacéo de defesa quando a planta esté sob situagdo de
estresse hidrico (Cohen et al., 2015). Também é notada a presenca de prolinas e
poliaminas, substancia relacionadas ao crescimento das raizes e regulacdo osmotica e

atenuacdo do estresse em plantas (Gupta et al., 2013).

Com respeito ao aproveitamento do N atmosférico pelas plantas, estas ndo possuem
essa capacidade, pela tripla ligacdo formada entre os dois &tomos do N2. Entretanto, os

microrganismos diazotroficos sdo capazes de utilizar o N2 presente nos espacos porosos



do solo e, a partir desse produzir N amoniacal, assimilavel pela planta (Hungria et al.,
2007), no processo esse conhecido por FBN.

A FBN é realizada apenas pelos microrganismos que detém o complexo enzimatico
nitrogenase, que contém os elementos ferro e molibdénio integrantes do sitio ativo.
Atraveés deste mecanismo 0s microrganismos sao capazes de reduzir o N2 atmosférico em
amonia (NHz), uma forma inorgénica combinada, através de uma sucesséo de reagdes
redox, possibilitando a assimilacdo do nitrogénio pelos vegetais que conseguem utiliza-
la (Moreira e Siqueira, 2006).

Porém, a acdo da enzima nitrogenase € inativada se no solo tiver a presenca de
amonio (Rudnik et al., 1997), assim como também em ambientes mais ricos em oxigénio,
uma vez que o complexo nitrogenase realiza uma sucesséo de reacgdes de redox, que em
niveis baixos de oxigénio, a FBN tem a sua eficiéncia aumentada, visto que, 0 mesmo €
forte aceptor de elétrons e, ndo disponibiliza os elétrons para ligar as moléculas de

hidrogénio ao nitrogénio e formar o NHz (Taiz e Zeiger, 2013).

Apesar do mecanismo de FBN ser o mesmo entre as estirpes bacterianas, 0S
microrganismos de vida livre ndo endofiticos excretam apenas uma parte de N para as
plantas associadas, uma vez que estes ndo formam nodulos nas raizes, como observado
nas leguminosas. Por isso, a inoculacdo de BPCP em plantas ndo leguminosas contribui
parcialmente com o aporte de nitrogénio para nutricdo das plantas forrageiras, nao

suprindo totalmente as suas necessidades (Hungria, 2011).

A FBN pode adicionar ao sistema de pastagem até 40 kg ha ano* de N, sendo esta,
uma quantidade inferior ao recomendado para plantas forrageiras (Okon e Labandera-
Gonzales, 1994). Moreira et al. (2010) relataram que as BPCP contribuem com a
deposicdo de 25 a 50 kg ha ano? de N, e corresponde a cerca de 17% da demanda
gramineas forrageiras. Para sistemas intensivos de pastagens com Megathyrsus spp. Costa
et al. (2004) recomendaram o uso de 80 a 120 kg ha® de N ano™ de N.

A partir desses relatos, observa-se que as BPCP sozinhas ndo suprem o0s
requerimentos de N pelas pastagens, em especial as pastagens de Megathyrsus, havendo
a necessidade de complementacgéo por meio de N-fertilizante. No entanto, Duarte (2018)

menciona que o uso de BPCP associada as doses de N-fertilizante pode gerar associacao



competitiva ou aditiva, em que a interacdo entre esses fatores e a espécie vegetal utilizada
pode refletir em associacdo benéfica ou competitiva.

Em estudos com a inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus, Azospirillum
amazonense, Burkholderia tropica, Herbaspirillum seropedicae e H. rubrisubalbicans na
cana-de-agtcar, sem e com 50 kg ha' de N, foi observado resultado favoravel ao
desenvolvimento e produtividade das plantas em ambos os tratamentos (Girio et al.,
2012). Na cultura do milho inoculado com Azospirillum e Herbaspirillum, associada a
doses de N-fertilizante, houve incrementos de 12% nos teores de matéria seca da parte
aérea, e acréscimo de 7% na produtividade (Dartora et al., 2013). Ja a associacao de BPCP
a doses de N-fertilizante demonstrou efeito positivo na U. brizantha e efeito prejudicial
na U. ruziziensis (Duarte, 2018).

O que acontece de fato é que ha resultados inconsistentes quanto ao efeito dessa
interacdo entres os fatores envolvidos, carecendo, portanto, de maiores estudos que

embasem melhor essa discussao.

1.2.1. Azospirillum spp.

Bactérias do género Azospirillum foram isoladas na rizosfera da grama batatais
(Paspalum notatum), e nomeadas como Azospirillum (Dobereiner, 1966). Porém, seu
destagque ocorreu na década de 1970, quando descoberta a sua capacidade de fixar o N2
atmosférico em associa¢do com gramineas e, justamente por apresentar tal caracteristica,

foi nomeada de Azospirillum (Tarrand et al., 1978).

O género Azospirillum possui ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado em
locais de clima tropical e temperado (Patriquin et al., 1983), com faixa de temperatura
ideal para o desenvolvimento celular entre 28 e 41°C. Estéo presentes a cerca de 30 a 90%
das amostras de solo coletadas em qualquer parte do mundo, especialmente as espécies
A. brasilense e A. lipoferum. E por isso, que este género é bastante estudado quanto ao

seu potencial de uso na agricultura (Kefalogianni e Aggellis, 2002; Bashan et al., 2004).

Tem-se a0 menos, conhecimento de 15 espécies do género Azospirillum, a saber:

A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens, A. irakense, A.



largimobile, A. doebereinereae, A. oryzae, A. melinis, A. canadense, A. zeae, A. rugosum,
A. palatum, A. picis e A. thiophilum. Dentre estas, a A. brasilense e A. lipoferum séo as
mais estudadas e com maior numero de publicacdes (Reis e Texeira, 2005). Estas duas
espécies sdo comumente encontradas em regides tropicais, associadas a gramineas
(Zambrano et al. 2007).

As bactérias deste género sdo associativas e colonizam as plantas sem que haja a
formacdo de estruturas especificas, como o0s nddulos em plantas leguminosas
(Bergamarschi, 2006). A maioria promove elongacdo das raizes e dos pelos radiculares,
entretanto, algumas estirpes podem habitar o interior dos tecidos vegetais, sendo

classificadas como endofiticas facultativas (Baldani et al., 1997; Dobereiner et al., 1995).

O suprimento de N por esses microrganismos pode ser proveniente de fontes como
0 amonio, aminoacidos, nitrato, nitrito e o N2 (Dobereiner, 1992), entretanto, sdo
microrganismos com funcionalidades que capacitam o desenvolvimento celular,

utilizando apenas o N> como fonte exclusiva de N (Huergo, 2006).

Em estudo com a inoculacdo de A. brasilense em Pennisetum americanum e M.
maximus foi observado incremento de 40 kg ha* ano™ de N (Labandera, 1994). Em trigo
(Triticum aestivum hard L. e Triticum durum L.), a associacdo de A. brasilense a dose de

60 kg ha de N foi a que promoveu maior acimulo de N na planta (Sala et al., 2008).

Em alguns casos, é possivel observar distintos resultados a partir das interacGes
entre as diferentes estirpes e espécies de plantas, com a maior ou menor capacidade de
FBN (Siqueira e Franco, 1988).

Essas bactérias demonstram maior producdo de auxinas em relacdo aos outros
horménios, sendo este, um dos horménios responsaveis pela modificagédo das raizes, com
aumento das ramificacdes e pelos radiculares (Dobbelaere et al., 1999; Miyauchi et al.,
2008).

Estudos demonstram que a Azospirillum na cultura do trigo promoveu o
desenvolvimento radicular, aumento da area e comprimento das raizes em todos os
tratamentos inoculados, quando comparado ao tratamento sem inoculagéo (Radwan et al.,
2004).



Hungria et al. (2010) observaram incrementos de 18 e 30% de aumento nas culturas
de trigo e milho, respectivamente. Na U. brizantha e U. ruziziensis, a inoculagdo das
estirpes Ab-V5 e Ab-V6, associada a adicdo de N-fertilizante, promoveu aumentos
significativos na producdo de massa de forragem, sendo que 0os maiores incrementos
foram observados para os tratamentos com bactérias associadas a dose de 40 kg ha* de
N (Hungria, 2018).

1.2.2. Pseudomonas spp.

As Pseudomonas sdo bactérias Gram-negativas e anaerobias facultativas,
apresentam forma de bacilo e algumas espécies produzem um pigmento verde
fluorescente chamado de pioverdina (King et al., 1954). Colonizam uma vasta gama de
ambientes, podendo ser encontradas em amostras de solo e agua (Zago et al., 2000). A
temperatura ideal para o seu desenvolvimento fisioldgico se encontra entre 25 e 30°C,
contudo, ja foi observada a capacidade de se desenvolverem em temperatura proxima a
4°C (Prescott et al., 1999).

Esses microrganismos sdo considerados como possiveis patégenos de humanos,
animais e plantas, dependendo da espécie. Algumas estirpes deste género apresentam
caracteristicas de promocéo do crescimento de plantas e o biocontrole de fitopatdgenos.
Essas bactérias produzem diversos metabdlitos, como por exemplo, horménios do
crescimento vegetal, siderdforos, antibioticos, promovem solubilizacdo de fosfatos e
exopolissacarideos utilizados para manutencdo fisiologico sob condicdo de estresse
hidrico (Zago et al., 2000).

Dentre as estirpes deste género, P. fluorecens e P. putida apresentam maior
relevancia para a producdo agricola. Estudos tém atestado a sua eficiéncia no
desenvolvimento fisiologico, na produtividade das plantas e no controle bioldgico
(Brimer e Montie, 1998; Sottero, 2003; Coelho et al., 2007).

Em estudo com a inoculagdo de P. fluorescens em U. decumbens foi verificado
aumento da taxa de alongamento de colmos e nimero de folhas por perfilhos (Brennecke

et al., 2016). Esse fator pode contribuir para aumentar a razdo folha:colmo, caracteristica
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desejavel na alimentacdo animal, uma vez que, possivelmente disponibilizard um material

de maior valor nutritivo.

Na cultura do trigo inoculado com a estirpe ANP15, houve efeitos benéficos na
germinacdo das plantulas e producdo de massa seca, quando comparado aos tratamentos

sem inoculagédo (Hunter et al., 2014).

De forma geral, ao analisar os dados da inoculacéo de Pseudomonas em diferentes
culturas, é possivel observar o efeito benéfico sobre o aumento de matéria seca na parte
aérea e nas raizes (Shahid et al., 2017). Porém, as informacdes disponibilizadas na
literatura ainda sdo insuficientes para afirmar com certeza os beneficio desta inoculacao

para as gramineas tropicas.

1.2.3. Pantoea spp.

Os microrganismos do género Pantoea fazem parte da familia Enterobacteriaceae,
e sdo caracterizados como Gram-negativas, nao esporulantes, anaerobicas facultativas
com capacidade de fermentacdo, apresentam formato alongado e se movimentam através

de flagelos peritriquios (Mamede, 2018).

As bactérias destes géneros podem colonizar uma ampla diversidade de ambientes,
sendo encontradas em amostras de solo, dgua, plantas, insetos e animais (Champs et al.,
2000; Dillon et al., 2000).

Tem-se conhecimento pelo menos 21 espécies do género Pantoea, a saber: P.
rwandensis, P. septica, P. stewartii subsp. indologenes, P. stewartii subsp. stewartii, P.
vagans, P. wallisii, P. conspicua, P. cypripedii, P. deleyi, P. dispersa, P. eucalyptii, P.
eucrina, P. gavinae, P. rodasii P. agglomerans, P. allii, P. ananatis, P. anthophila, P.
beijingensis, P. brenneri, P. calida. Os microrganismos deste género podem ser isolados
de diferentes fontes, contudo, a grande maioria das espécies é encontrada em plantas
(Walterson e Stavrinides, 2015).

Na cultura da cana-de-acUcar as bactérias Pantoea estirpe 9C € comumente
encontrada em colonizacdo endofitica. Essa estirpe € eficiente em solubilizar compostos

de fosforo considerados de baixa solubilidade, como o fosfato tri-calcico (Elvia et al.,
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2008). Em estudo com a inoculacéo de bactérias do género Pantoea na cana-de-agucar,
foi observado aumento na producgédo (Quecine, 2010) e maior crescimento de plantas
(Quecine, 2012).

Em plantas de trigo inoculadas com as bactérias Pantoea estirpe WP-5, foi
verificado aumento no teor de clorofila, maior indice de &rea foliar e taxa de crescimento
de plantas, capacidade de solubilizacao de fosfato e possibilidade de redugéo da adubagéo

mineral, em comparacao aos tratamentos sem inoculacdo (Tahir et al., 2020).

Para esse género, ndo ha informacdes substanciais e conclusivas, e 0s beneficios
promovidos pela inoculacdo em gramineas tropicais, especialmente as do género

Megathyrsus.
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Il - HIPOTESE E OBJETIVOS GERAIS

Hipdtese
A inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas, com e sem
associacdo de N-fertilizante promove incrementos na massa da parte aérea de forragem e

raiz de Megathyrsus spp.

Objetivos gerais
Avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas
na presenca e auséncia de N-fertilizante na producdo de massa da parte aérea,
desenvolvimento do sistema radicular e teores de carbono e nitrogénio no solo e raizes

dos capins Zuri e Massai (Megathyrsus maximus).
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CAPITULO III

(Normas: Grass and Forage Science)

I11 - CRESCIMENTO, TEOR DE CARBONO E NITROGENIO NO SOLO E
RAIZES DE CAPIM-ZURI INOCULADO COM BACTERIAS PROMOTORAS
DO CRESCIMENTO DE PLANTAS, COM E SEM N-FERTILIZANTE

Resumo

Obijetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP) na massa de parte aérea e de raizes, o teor de carbono e nitrogénio no solo
e raizes do capim-Zuri [Megathyrsus maximus (Jacg.) (syn. de Panicum maximum Jacq.)],
com e sem adicdo de N-fertilizante. As bactérias inoculadas foram Azospirillum
brasilense Ab-V5 e Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB03 e ET76, e Pantoea
ananatis AMG 521, mais o tratamento controle (sem bactéria), com (50 kg ha* de N) e
sem adubagéo nitrogenada. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em
esquema fatorial, com cinco repeticdes. A dose de 50 kg hal de N proporcionou
incremento de 18% (21 g vaso! MS) na massa de forragem. A estirpe CCTBO03 na
auséncia de N-fertilizante proporcionou maior taxa de acimulo (0,29 g vaso™ MS), e na
dose de 50 kg ha de N, a estirpe ET76 demonstrou melhor desempenho (0,28 g vaso™
MS). As bactérias proporcionaram aumento de 38% na taxa de acimulo, em comparacgao
ao tratamento sem bactéria. As bactérias sem associacdo com N-fertilizante
proporcionaram menor area (12%) e comprimento (23%) de raizes, em comparacdo ao
tratamento sem bactéria. Na dose de 50 kg ha® de N, as bactérias proporcionaram
incrementos de 9 e 6% nos valores de area e comprimento radicular. O uso de bactérias
na pastagem é uma tecnologia com potencial associativo ao uso de N-fertilizantes,

podendo reduzir os custos com a manutencdo de pastagens.

PALAVRAS-CHAVE: adubacdo nitrogenada, Azospirillum brasilense, Megathyrsus

maximus, Pantoea ananatis, Pseudomonas fluorescens.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of plant growth-promoting bacteria
(PGPB) inoculation on mass of shoots and roots and in the content of carbon and nitrogen
in soil and roots of Zuri grass [Megathyrsus maximus (Jacg.) (Syn. of Panicum maximum
Jacq.)], with and without the addition of N-fertilizer. The inoculated bacteria were
Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03 and
ET76, and Pantoea ananatis AMG 521, plus the control treatment (without bacteria),
with (50 kg ha' of N) and without nitrogen fertilization. The experimental design was in
randomized blocks, in a factorial scheme, with five replications. The N dose of 50 kg ha
! provided an increase of 18% (21 g vase™* DM) in forage mass. Strain CCTBO3 in the
absence of N-fertilizer provided a higher accumulation rate (0.29 g vase™ DM), and at the
N dose of 50 kg hal, strain ET76 demonstrated better performance (0.28 g vase™* DM).
The bacteria provided a 38% increase in the accumulation rate, compared to treatment
without bacteria. Bacteria without association with N-fertilizer provided smaller area
(12%) and length (23%) of roots, compared to treatment without bacteria. At a N dose of
50 kg hal, the bacteria provided increments of 9 and 6% in the values of root area and
length. The use of bacteria in pasture is a technology with potential association to N-

fertilizers, which can reduce the costs with pastures maintenance.

KEYWORDS
Azospirillum brasilense, Megathyrsus maximus, nitrogen fertilization, Pantoea ananatis,

Pseudomonas fluorescens.

1 INTRODUCAO

Megathyrsus maximus € a segunda espécie de graminea mais cultivada em area de
pastagens no Brasil, além de ser um dos principais cultivos em pastagens de regides
tropicais e subtropicais em todo 0 mundo. Também é a mais produtiva propagada via

sementes (Oliveira et al., 2017).
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A sua valorizacao se dg, justamente em funcdo da sua alta capacidade de producéo
de massa de forragem, associada ao valor nutritivo (Gomes et al., 2011), facilidade de
estabelecimento e aceitabilidade pelos animais (Jank et al., 2011).

O capim-Zuri, por sua vez, vém como mais uma alternativa viavel para a
diversificacdo das pastagens. E uma forrageira com hébito de crescimento cespitoso de
porte ereto e alto, suas folhas s&o longas, largas, arqueadas e glabras, e seu florescimento
é tardio e bem defino. O capim-Zuri apresenta alta produtividade de massa de forragem,
em média 21,8 t ha! ano® de MS, com producéo de 15% no periodo seco, alta razéo
folha:colmo, elevada capacidade de suporte, resisténcia a cigarrinha das pastagens e ao
fungo Bipolaris maydis. Sdo exigentes em solo de média a alta fertilidade e tolerancia
moderada a solos encharcados (Embrapa, 2013).

Apesar do potencial produtivo das gramineas deste género, em especial o Zuri, ser
determinado geneticamente (Fagundes et al., 2005), a maxima expressdo da producéo
somente sera obtida se atendidas as suas exigentes em termo de fertilidade do solo,
especialmente a de nitrogénio (N), que € necessario para promover incrementos
significativos na producao de massa de forragem.

Embora os varios relatos na literatura apontam para os seus efeitos benéficos no
aumento de massa de forragem, ainda assim, o uso de N-fertilizante é uma prética que
eleva os custos de producdo e, se ndo bem manejada, pode ocasionar prejuizos ambientais,
pelas perdas de até metade do N fornecido no sistema (Van Groenigen et al., 2015), visto
que a eficiéncia de uso do N-fertilizante pela planta dificilmente ultrapassa 50% (Vinhal-
Freitas e Rodrigues, 2010).

Por isso, é essencial o uso de tecnologias mais eficientes e sustentaveis aos meios
de produgéo, e que reduza ao menos pela metade a necessidade do uso de fontes externas
de N-fertilizante. Desta forma, a utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP) associadas as gramineas & uma das alternativas capazes de promover o
crescimento de plantas por meio da producdo de fitorménios como auxina, citocininas e
giberelina (Kochar e Srivastava, 2012) e até mesmo a fixacdo bioldgica de N:
(Sarathambal et al., 2015).

Desde 2009, inoculantes contendo bactérias do género Azospirillum estdo
autorizados no Brasil para uso em gramineas como produto comercial (Hungria et al.,

2010). Estudos tém comprovado que as BPCP tém contribuido para o desenvolvimento
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das plantas (Aguirre et al., 2018; Leite et al., 2018), promovendo altera¢cdes na morfologia
das gramineas (folhas, colmo e raizes), importantes componentes para a producao e valor
nutritivo das forrageiras (Skonieski et al., 2017) e aumentos na densidade populacional
dos perfilhos, nas taxas de alongamento de folhas e diminuicdo da senescéncia foliar
(Andrade et al., 2019).

Dessa forma, é evidente que o uso de BPCP associadas a gramineas tropicais
promove incrementos de producdo de massa, e se essa tecnologia também estiver
associada a N-fertilizante, serdo potencializados os resultados expressados pela graminea.
Porém, ainda ndo ha& na literatura dados substanciais no que se refere a quais
géneros/espécies de gramineas tropicais de interesse zootécnico sdo responsivos as
BPCP, e quais sdo as estirpes que melhor se associam a essas gramineas.

Obijetivou-se com este estudo avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotora
do crescimento de plantas na massa de forragem e de raizes, o teor de carbono e nitrogénio
no solo e das raizes do capim-Zuri (Megathyrsus maximus (Jacg.), com e sem N-

fertilizante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e design experimental

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parand,
Brasil (23°19°S, 51°12°W; 590 m a.m.s.l.), de janeiro de 2018 a mar¢o de 2019.

O experimento foi conduzido em estufa agricola em unidades experimentais
formadas por vasos (30 cm de didmetro, 30 cm de altura = 21 dm?®) com orificios no
fundo para drenagem. O solo usado no experimento é classificado como Latossolo
Vermelho eutroférrico (Santos et al., 2018), coletado na camada de 0-0.2 m de
profundidade, com as seguintes caracteristicas quimicas: potencial de hidrogénio (pH em
CaCl,) - 5,5; fosforo (P-Mehlich) - 8,46 mg dm=; potéssio (K*) - 0,69 cmolcdm™;
aluminio (AI**) - 0,10 cmolcdm3; célcio (Ca®") - 8,60 cmol.dm; magnésio (Mg?*) - 2,90
cmolc.dm3: capacidade de troca catiénica (CTC pH 7.0) - 18,40; matéria organica (MO)
- 21,0 g dm3; argila - 830 g kg!; silte - 30 g kg™ e areia - 140 g kg*. A fim de simular as

condic@es usuais nas areas de pastagens, o pH do solo néo foi corrigido.
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Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial entre cinco estirpes de
bactérias promotoras de crescimento de plantas [Azospirillum brasilense Ab-V5
(=CNPSo 2083) e Ab-V6 (=CNPSo 2084), Pseudomonas fluorescens CCTBO03
(=CNPS0 2719) e ET76 (= CNPSo0 2799) e Pantoea ananatis AMG 521 (=CNPSo 2798),
mais o tratamento controle (sem bactéria), com e sem a adi¢do de N-fertilizante (50 kg
ha ano™ de N, na forma de sulfato de amdnio, distribuidos em delineamento em blocos
ao acaso com cinco repeticoes, totalizando 60 vasos. A espécie de forragem usada foi o
capim-Zuri (Megathyrsus maximus (Jacqg.) B.K. Simon & Jacobs).

As estirpes estdo depositadas na “Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Soja: Bactérias Diazotrdficas e Promotoras do Crescimento de Plantas” (World
Federation Culture Colletion-WFCC#1213, Word Data Centre for Microorganisms-
WDCM#1054). As bactérias sdo derivadas de programas de selecdo de BPCP da
Embrapa Soja: Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6, selecionada no Brasil,
inicialmente para as culturas de milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum) (Hungria
et al., 2010); Pseudomonas fluorescens CCTB03 da empresa Total Biotecnologia
(Curitiba, PR, Brazil), e Pseudomonas fluorescens ET76 e Pantoea ananatis AMG 521,
isoladas pela Universidad de Sevilla, Espanha (Megias et al., 2016).

Para o preparo do inoculante, as estirpes foram cultivadas em meio DYGS (Fukami
et al. 2018), e com solucéo salina (NaCl 0,85%) para obtencdo de concentracgao celular
de 108 unidades formadoras de coldnia (UFC) mL™* com base na densidade 6ptica (600
nm) valores correspondentes as curvas de crescimento previamente obtidas para cada
cepa.

Para a inoculacdo, 15 mL de cada in6culo foram usados por kg de sementes antes
da semeadura. As sementes foram secas com inéculo aplicado por aproximadamente 30
minutos em local fresco e protegido do sol, e posterior semeadas 20 sementes por vaso.

Antes da semeadura todos os vasos receberam o equivalente a 82,8 kg ha* de P,Os
(superfosfato simples 18% P,0s) em dose Unica, 216,5 kg ha* de K,O (cloreto de
potéssio 60% de K-0) dividido em duas aplicagdes, sendo a primeira incorporada ao solo
no momento da semeadura e a segunda, uma semana ap0s a primeira colheita de

uniformizagdo, junto com a adubacéo basal com N-fertilizante (20 kg ha™* de N, como

sulfato de amonio 20% N). Foi aplicado N-fertilizante nas parcelas, de acordo aos
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tratamentos, sem e com N-fertilizante (50 kg ha ano™ de N). A aplicacéo de 50 kg ha
de N foi parcelada em duas aplicacGes.

Os vasos foram irrigados com agua de poco sem tratamento quimico trés vezes ao
dia. Foi usado sistema de irrigacdo automatizado, com asperséo de 5-min até atingir 80%
da capacidade de campo do vaso.

Foi realizado o desbaste de plantas com 3 semanas ap0s a semeadura, deixando
cinco plantas por vaso. Com 7 semanas apds emergéncia das plantas foi realizado o corte
de uniformizacdo, deixando 40 cm de altura de residuo. Os tratamentos com N-
fertilizante foram aplicados trés semanas ap0s o corte de uniformizacéo.

Durante o periodo experimental, foram monitoradas as condi¢Bes climéticas
internas da estufa agricola através do Data logger de Temperatura HOBO U12-001, com

registro médio de temperaturas maximas (38°C) e minimas (15°C), conforme mostrado

na Figura 1.
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FIGURA 1. CondicGes climéaticas (temperaturas maximas e minimas) registradas na
Estacdo Meteorologica Automatica da Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
Parana ao longo do periodo experimental (maio de 2018 e maio de 2019).
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2.2 Variaveis respostas

As plantas foram colhidas quando a altura da forragem atingiu aproximadamente
80 cm, sendo cortadas a 40 cm de altura. A altura da forragem foi medida trés vezes por
semana com o auxilio de régua milimetrada de um metro.

Apos a colheita, o material foi coletado para a determinagdo da massa de forragem
(MF, g vaso MS). A MF foi calculada por meio do somatério de todas as colheitas
parciais do periodo experimental (Barbosa et al., 2007). Os valores de taxa média diaria
de acimulo de forragem (TAF, g vaso dia® MS) foram obtidos dividindo-se o valor da
MF pelo seu respectivo periodo de acimulo.

A massa seca de raiz (MR, g vaso! MS) foi determinada ao final do periodo
experimental. As amostras foram lavadas em agua corrente para a retirada do solo aderido
(Soares Filho et al., 2013).

Todo o material coletado (parte aérea e raizes) foi acondicionado em sacos de papel,
pesados e secos em estufa de ventilacdo forgada a 55°C por 72 h, pesadas novamente para
determinacdo da massa seca. A MF foi moida em moinho estacionario "Thomas-Wiley",
modelo 4 (Thomas-Wiley Laboratory Mill, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ) adaptado
com peneira de 1 mm.

A massa de forragem total (MFT; g vaso™) foi obtida a partir do somatdrio da MF
e MR. Para calcular a razdo parte aérea:raiz (RPA:R), dividiu-se a massa seca total da
parte aérea pela massa seca total do sistema radicular.

Para a morfologia das raizes, retirou-se 1 g de raizes das amostras ap6s a lavagem
para a determinacgdo do didmetro radicular (DiR, mm), area radicular (AR, mm?2 dm),
comprimento radicular (CR, mm dm) e densidade radicular (DeR, mm cm), que foi
acondicionada em solucdo alcoodlica a 10% e avaliada por meio de digitalizacdo das raizes
em Scanner HP 3400, e as leituras das imagens utilizando o software DELTA T SCAN®.

Para a analise de carbono e nitrogénio, amostras de raizes e solo foram coletadas,
acondicionadas em bandejas de aluminio, secas em estufa com ventilagéo forgada a 55°C
por 72 h, maceradas com auxilio de almofariz e pistilo de porcelana e passadas em peneira
de 80 mesh, pesadas em microbalanga com precisdo de 0,0001 mg, acondicionadas em

capsulas de estanho e analisadas por meio do equipamento Organic Elemental Analysers
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(FLASH 2000 Series, Thermo Scientific, USA), segundo metodologia descrita por
Fontana e Bianchi (2017).

2.3 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia utilizando o PROC MIXED do
pacote estatistico do SAS University versdo 9.2 (Sas Institute Inc. Cary, NC). Os dados
foram testados quanto a normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk, Shapiro e Wilk,
1965) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett, Bartlett, 1950). As médias dos
tratamentos foram comparadas usando a funcdo PDIFF do procedimento LSMeans. Os
tratamentos foram considerados diferentes quando p < 0.05.

3 RESULTADOS

Ndo houve interacdo entre bactérias x N-fertilizante para a producdo de massa de
forragem (MF, g vaso™), massa de forragem total (MFT, g vaso™), massa de raizes (MR,
g vaso™), razdo parte aérea/raizes (RPA:R), didmetro de raizes (DiR, mm), densidade de
raizes (DeR, mm cm®), teor de nitrogénio nas raizes (NR %), teor de nitrogénio no solo
(NS %), o teor de carbono nas raizes (CR %) e teor de carbono no solo (CS %).

N&o houve efeito da inoculacdo de BPCP sobre os resultados de MF (p = 0,962) e
MFT (p = 0,738), ambos apresentando em média 62,4, 1252 e 237,2 g vaso?,
respectivamente. A inoculacdo proporcionou valores de MF e MFT abaixo do observado
no tratamento sem bactéria, que corresponde a 7% (136,0 g vaso™) e 4% (250,6 g vaso®

1, respectivamente (Tabela 1).

TABELA 1 Massa de forragem (MF, g vaso™) e massa de forragem total (MFT, g vaso-
1Y de capim-Zuri (Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs) inoculado com
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), com e sem N-fertilizante (NF)
MF MFT
Sem bactéria 136,0 250,6
Ab-V5 135,1 229,5

BPCP
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Ab-V6 115,7 232,9

CCTB03 136,6 272,7

ET76 112,5 210,3

AMG 521 126,0 240,8

EPM 16,10 30,10

P-value 0,962 0,738

NE OkghaldeN 116,6b 2325
50 kg hat de N 137,4a 246,4

EPM 7,200 9,100

P-value 0,039 0,556

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas

colunas, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

N&o houve efeito da dose de N-fertilizante MFT (p = 0,556), ambos apresentando
em média 61,2 e 239,5 g vaso™, respectivamente. Porém, a dose de 50 kg ha?! de N
proporcionou maior MF (p = 0,039), com incremento de 18% na massa de forragem, o
que corresponde a producdo de 21 g vaso’l de MS a mais quando comparado ao
tratamento sem N-fertilizante.

Houve efeito de interacdo (TAF, p = 0,042) bactérias x N-fertilizante para taxa
média diéria de acimulo de forragem. A maior taxa de acumulo (0,29 g vaso™ dia* MS)
observado sem a adi¢do de N-mineral foi registrada para a estirpe CCTB03, e 0 menor
actmulo (0,14 g vaso™ dia! MS), para o tratamento sem bactéria. Os tratamentos com
bactérias proporcionaram aumento no valor de TAF na ordem de 38%, quando

comparado ao tratamento sem bactéria (Tabela 2).
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TABELA 2 Efeito da interagdo bactéria x N-fertilizante sobre a taxa média diaria de
acumulo de forragem (TAF, g MS vaso™ dia) do capim-Zuri (Megathyrsus maximus
(Jacg.) B.K. Simon & Jacobs) inoculada com bactéria promotora do crescimento de
plantas (BPCP), com e sem N-fertilizante (NF)

N-fertilizante, kg ha™* de N

BPCP
0 50
Sem bactéria 0,14c 0,26ab
Ab-V5 0,21abc 0,27ab
Ab-V6 0,19bc 0,25ab
CCTBO03 0,292 0,22abc
ET76 0,18bc 0,28a
AMG 521 0,23ab 0,23ab
EPM 0,030
P-value 0,042

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas

colunas, ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

Para a dose 50 kg ha* de N, foi observado que a maior taxa de acimulo (0,28 g
vaso® dia™l) foi registrada para a estirpe ET76, e o menor acimulo (0,22 g vaso™ dia™l),
para a estirpe CCTBO03. Os valores de TAF proporcionados pelos tratamentos inoculados
corresponderam a 96% a mais do que observado no tratamento sem bactéria (Tabela 2).

N&o houve efeito da inoculacdo de BPCP sobre os resultados de MR (p = 0,603) e
RPA:R (p = 0,475), ambos apresentando em média 114,4 g vaso™ e 1,1, respectivamente
(Tabela 3).

TABELA 3 Massa de raizes (MR, g vaso™) e razdo parte aérea/raiz (RPA:R) de capim-
Zuri (Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs) inoculado com bactéria
promotora do crescimento de plantas (BPCP), com e sem N-fertilizante (NF)
MR RPAR
Sem bactéria 1145 1,2
Ab-V5 106,5 1,2

BPCP
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Ab-V6 117,2 11
CCTBO03 136,1 1,0
ET76 97,7 1,3
AMG 521 114,7 1,0
EPM 15,80 0,110
P-value 0,603 0,475
NE Okgha'deN 115,9 1,0b
50 kg hat de N 113,0 1,2a
EPM 5,850 0,220
P-value 0,818 0,015

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas linhas,
ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

N&o houve incremento na MR quando comparado as inoculagcdes com o tratamento
sem bactéria, no entanto, para a RPA:R a inoculacdo possibilitou a producdo de massa de
forragem semelhante a producdo de massa raiz. No tratamento sem bactéria a massa de
raizes correspondeu a 87% da massa de parte aérea na média dos tratamentos inoculados
(Tabela 3).

N&o houve efeito de N-fertilizante para MR (p = 0,818). A média da producéo de
massa de raiz foi de 114,5 g vaso™. A dose de 50 kg ha* de N promoveu maior RPA:R
(p = 0,015), com a contribuicdo a cerca de 20% a mais de raizes em relacéo a parte aérea
(Tabela 3).

Né&o houve efeito da inoculacdo de BPCP sobre os resultados de Dir (p = 0,122) e
DeR (p =0,727), ambos apresentando em média 0,3 mm e 1,8 mm cm3, respectivamente.
Os resultados de DiR proporcionados pelos tratamentos com e sem bactéria foram
semelhantes. No tratamento sem bactéria o diametro de raizes correspondeu a 95% do
tratamento com bactérias. Houve incremento de 11% na densidade de raizes no

tratamento sem bactéria, quando comparado ao inoculado (Tabela 4).
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TABELA 4 Diametro de raizes (DiR, mm) e densidade de raizes (DeR, mm cm=) de
capim-Zuri (Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs) inoculado com bactéria

promotora do crescimento de plantas (BPCP) , com e sem N-fertilizante (NF)

DiR DeR

Sem bactéria 0,29 2,06

Ab-V5 0,26 1,58

BPCP Ab-V6 0,30 2,03
CCTBO03 0,29 2,11

ET76 0,32 1,82

AMG 521 0,34 1,65

EPM 0,02 0,30

P-value 0,122 0,727

- 0 kg hal de N 0,29 1,75
50 kg ha' de N 0,31 2,00

EPM 0,100 0,160

P-value 0,387 0,317

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas linhas,
ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

N&o houve efeito da dose de N-fertilizante para DiR (p = 0,387) e DeR (p = 0,317),
ambos apresentando em média 0,3 mm e 1,9 mm cm, respectivamente. O uso de N-
fertilizante contribuiu para o aumento de 6 e 14% no diametro e densidade de raizes,
respectivamente (Tabela 4).

Houve efeito de interacdo bactérias x N-fertilizante para area radicular (AR, p =
0,006) e comprimento radicular (CR, p = 0,001). O maior valor de AR (1056 mm? dm)
observado na auséncia de N-fertilizante foi registrado para a estirpe Ab-V6, e a menor
area (323 mm? dm), para a estirpe Ab-V5. Os valores de AR proporcionados pelos
tratamentos inoculados corresponderam a 88% do observado no tratamento sem bactéria
(Tabela 5).
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TABELA 5 Efeito da interacdo bactéria x N-fertilizante sobre a area radicular (AR,
mm?.dm3) e comprimento radicular (CR, mm dm3) de capim-Zuri (Megathyrsus maximus
(Jacg.) B.K. Simon & Jacobs) inoculado com bactéria promotora do crescimento de
plantas (BPCP), com e sem N-fertilizante (NF)

BPCP AR R
OkghaldeN 50kghaldeN OkghaldeN 50kgha?tdeN

Sem bactéria 703abc 727abcd 2658ab 2603ab
Ab-V5 323d 624bcd 1266b 2405ab
Ab-V6 1056ab 417cd 3523a 1228b
CCTBO03 410cd 1167a 1533b 3563a
ET76 418cd 1005ab 1377b 3886a
AMG 521 895abc 764abcd 2474ab 2717ab

EPM 208 597

P-value 0,006 0,001

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas

colunas, ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

Para a dose 50 kg ha* de N, foi observado que a maior AR (1167 mm? dm) foi
registrada para a estirpe CCTB03, e a menor AR (417 mm? dm), para a estirpe Ab-V6.
A inoculagdo das BPCP contribuiu para o aumento de 9% na area radicular, em
comparacao ao tratamento sem bactéria (Tabela 5).

Os resultados de CR mostraram que o maior valor (3523 mm dm) observado
auséncia de N-fertilizante foi registrada para a estirpe Ab-V6, e 0s menores comprimentos
(1266, 1533 e 1377 mm dm), para as estirpes Ab-V5, CCTB03 e ET76, respectivamente.
Os valores de CR proporcionados pelos tratamentos inoculados corresponderam a 77%
do observado no tratamento sem bactéria (Tabela 5).

Na dose 50 kg ha' de N, houve maiores CR (3563 e 3886 mm dm™) com a
inoculacéo das estirpes CCTBO03 e ET76, respectivamente, e a menor CR (1228 mm dm-
%), para a estirpe Ab-V6. A inoculagdo das BPCP proporcionou incrementos de 6% no
comprimento radicular, quando comparado ao tratamento sem bactéria (Tabela 5).

N&o houve efeito da inoculacdo de BPCP sobre o teor de nitrogénio nas raizes (NR,
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p = 0,099), teor de nitrogénio no solo (NS, p = 0,589), teor de carbono na raiz (CR, p =
0,425) e teor de carbono no solo (CS, p = 0,917), ambos apresentando em média 0,717,
0,185, 41,56 e 2,05%, respectivamente (Tabela 6).

TABELA 6 Teor de nitrogénio na raiz (NR %), teor de nitrogénio no solo (NS %), teor
de carbono naraiz (CR %) e teor de carbono no solo (CS %) de capim-Zuri (Megathyrsus
maximus (Jacq.) B.K. Simon & Jacobs) inoculado com bactéria promotora do crescimento
de plantas (BPC P), com e sem N-fertilizante (NF)

NR NS CR CS
Sem bactéria 0,644b 0,202 39,6 2,02
Ab-V5 0,733ab 0,181 40,4 2,05
BPCP Ab-V6 0,717ab 0,191 42,2 2,04
CCTBO03 0,763a 0,188 42,8 2,05
ET76 0,662b 0,189 39,6 2,07
AMG 521 0,708ab 0,178 42,8 2,04
EPM 0,05 0,01 1,6 0,03
P-value 0,099 0,589 0,425 0,917
NE 0 kg ha'de N 0,704 0,189 41,7 2,04
50 kg ha' de N 0,705 0,187 40,8 2,04
EPM 0,020 0,008 0,4500 0,010
P-value 0,889 0,793 0,460 0,964

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas linhas,
ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

Os tratamentos com bactérias, na media proporcionaram aumentos nos teores de
NR, CR e CS na ordem de 11, 5 e 1%, quando comparados ao tratamento sem bactéria.
Apenas para 0 NS, o seu teor correspondeu a 92% do observado no tratamento sem
bactéria (Tabela 6).

N&o houve efeito da dose de N-fertilizante para NR (p = 0,889), NS (p = 0,793),
CR (p = 0,460) e CS (p = 964), ambos apresentando em média 0,705, 0,188, 41,25 e
2,04%, respectivamente (Tabela 6). Os tratamentos com e sem N-fertilizante tiveram
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efeitos semelhantes para essas variaveis.

4 DISCUSSAO
Frente ao novo desafio da sociedade moderna no que se refere aos modelos empregados

para a producdo de alimentos, tem sido desprendidos esforcos no intuito de modernizar
os sistemas de producdo agropecuaria e torna-los mais eficientes do ponto de vista
produtivo, ambiental e econémico.

Para isso, na producdo animal a pasto, tem-se buscado elevar a capacidade
produtiva com a intensificacdo do sistema, ao passo que reduzindo o uso de insumos
agricolas, como o N-fertilizante, de forma a mitigar danos ambientais e custos
econdmicos, e adotando os insumos bioldgicos. O uso desses insumos alternativos, a
exemplo dos inoculantes contendo bactérias em associacdo com a pastagem, é uma
tecnologia relativamente barata e mais sustentavel, em relacdo aos insumos quimicos.

Porém, a inoculacdo de bactérias ndo substitui o uso de N-fertilizante, uma vez que
essa é uma forma de complementacdo dos requerimentos de N pelas plantas, bem como
aumentar a eficiéncia de uso, uma vez que a quantidade de insumo quimico aplicado €
pequena. Somente a inoculacdo de gramineas ndo é o suficiente para atender os
requerimentos de N, devendo, portanto, estar associada a outras fontes de N, de forma a
promover maior aproveitamento deste nutriente pelas forrageiras (Roesch et al., 2005).

As bactérias adicionam nas pastagens até 40 kg ha* ano™ de N por meio da fixacéo
biolégica de N (Okon e Labandera-Gonzales, 1994), e corresponde a cerca de 17% da
demanda das culturas (Moreira et al., 2010), sendo essa quantidade, inferior a
recomendada para plantas forrageiras. Gomide et al. (2016) recomendaram para sistemas
de médio nivel tecnoldgico de pastagens com Megathyrsus spp., a dose minima de 100 a
150 kg ha* ano de N distribuidos ao longo do ano.

Embora no presente estudo ndo tenha sido observada interacéo entre as bactérias e
a presenca/auséncia de N-fertilizante, para a produgdo de massa de forragem, massa de
raiz, teores de nitrogénio e carbono no solo e na raiz do capim-Zuri, ainda assim, ha
relatos em outros estudos de que pode haver efeito sinérgico entre esses fatores sobre a
producdo de massa de gramineas tropicais (Lana et al., 2012; Hungria et al., 2016; Lopes

et al., 2018; Duarte et al., 2020) ou ainda uma associagdo competitiva que compete e ndo
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traz beneficio para cultura, assim como uma associacao aditiva, por sua vez traz beneficio
para as plantas (Duarte, 2018).

A auséncia de resultados quanto a producdo de massa de forragem total entre as
plantas inoculadas e ndo inoculadas nas condi¢cdes de fornecimento de N-fertilizante,
apontadas neste estudo, também foi reportada em estudos com capim-Mombaga (M.
maximus) desenvolvidos por Leite et al. (2019). Contudo, Carvalho et al. (2020) ao
trabalhar com o capim-Zuri (M. maximus), reportaram incrementos médios de 28% no
perfilhamento desta graminea.

E evidente que os efeitos positivos desta associacdo em gramineas sdo dependentes
de fatores como o perfil de fertilidade dos solos (Leite et al., 2019), da dose de N-
fertilizante, da biota nativa, pH, teores de matéria organica, umidade, fatores climaticos,
dentre outros (Shameer e Prasad, 2018; Mamédio et al., 2020).

Outro fator que pode interferir nas contribuicdes das bactérias € a compatibilidade
da associacdo, uma vez que, comumente é observado que nem toda espécie de graminea
responde positivamente & inoculacdo com determinado isolado bacteriano (Mamédio et
al., 2020) Por essa razdo, a responsividade das mesmas estirpes bacterianas em diferentes
gramineas tem sido testada, a fim de conhecer a associacdo que demonstrara resultados
que contribuam para a modernizagdo do sistema de producdo pecuaria.

Neste estudo, o incremento de 38% na producdo de massa de forragem dentro de
cada ciclo (intervalos entre colheitas), com a inoculacdo na auséncia de N-fertilizante, em
comparagcdo ao tratamento sem bactéria, demonstra qudo limitada é a producdo de
gramineas tropicais sem o suprimento de N, conforme mencionado por Paciullo et al.
(2017).

Ao analisar esse resultado com outra perspectiva, verifica-se como um ponto
positivo, j& que mostra a possibilidade de mitigacdo da queda da producgéo de forragem
na auséncia de adicdo de N via fertilizantes, e pode parcialmente ser atenuado pela
inoculacdo com as bactérias promotoras de crescimento (Leite et al., 2019). Tal préatica
ainda se configura numa oportunidade de contribuir para a recuperacdo do potencial
produtivo das pastagens, devido a seu estadio de degradagdo, dado que os pecuaristas de
regides de clima tropical dificilmente fazem a reposicdo de nutrientes nas pastagens
(Dias-Filho, 2011), tanto por ndo considerar o pasto como uma lavoura, de forma a

tecnificar a producgdo, como pelos altos custos dos fertilizantes.



39

Leite et al. (2019) fizeram extrapolacdo de dados a partir dos resultados de seus
estudos, comparando a producdo de massa de forragem de pastagens inoculadas, com
sistemas sem a aplicacéo de N-fertilizante, e relataram que seria possivel diminuir a area
de pastagem necessaria para uma unidade animal (UA = 450 kg de peso vivo), para 0,73
ha e, se for considerado um consumo médio de 17 kg dia*de MS, haveria aumento na
taxa de lotagcdo de 2,2 para 3 UA hal, pelo periodo de ocupacio de 90 dias, e
corresponderia a uma propriedade de 100 ha, a 70 UA a mais em pastejo. Isso certamente
aumentara a taxa de retorno econémico para o pecuarista.

A massa radicular das plantas inoculadas foi semelhante aos tratamentos sem
inoculagdo e com ou sem doses de N-fertilizante, indicando que estes recursos nao
demonstraram eficiéncia na promogédo do crescimento radicular. A auséncia de efeito
pode estar relacionada com o teor de matéria organica dos solos do experimento, que pode
ter disponibilizado quantidade de nitrogénio suficiente para o desenvolvimento das
forrageiras (Hanisch et al., 2017).

Os resultados desta pesquisa sdo diferentes dos observados na literatura, uma vez
que se sabe que as bacteérias utilizadas neste estudo séo eficientes em sintetizar horménios
promotores do crescimento como auxinas, citocininas e giberelinas (Perrig et al., 2007;
Ilyas e Bano, 2010), que sdo responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular (Radwan et al., 2004; Miyauchi, et al., 2008; Shahid et al., 2017).

Quanto a morfologia de raizes, a maior eficiéncia no desenvolvimento das raizes,
apontado neste estudo para o Azospirillum na auséncia de N-fertilizante, e Pseudomonas
na dose de 50 kg ha! de N, é referente as especialidades destas bactérias em sintetizar
horménios promotores do crescimento. Azospirillum demonstra maior capacidade de
producdo de auxinas (Dobbelaere et al., 1999, a exemplo do &cido 3-indol acético (AlA),
em relacdo aos outros hormoénios, sendo este, um dos hormonios responsavel por
estimular a proliferacdo e/ou alongamento das células vegetais (Glick, 2014) e promover
0 crescimento radicular (Souza et al., 2017). J& as Pseudomonas sintetizam acidos
organicos que possibilitam aumentar a disponibilidade de fosforo (P) para as plantas, por
meio de solubilizacdo, ou ainda a partir da liberacdo de fosfatases que levam a
mineralizacéo de fosfatos inorganicos (Duijff et al., 1997).

O fosforo € um elemento essencial para o desenvolvimento do sistema radicular e

o perfilhamento das gramineas, fatores que s&o fundamentais para o aumento da producéo
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de massa de forragem (Santos et al., 2002). O nitrogénio mantém estreita relagdo com o
fésforo, pois a deficiéncia de fosforo pode limitar a sua absorcdo, assimilagdo e
translocacdo na planta (Gniazdowska et al., 1999). Possivelmente, por isso a
Pseudomonas tenha demonstrado maior efeito no tratamento com N-fertilizante.

O aumento do desenvolvimento radicular € um resultado bastante interessante para
as condicbes das pastagens brasileiras, em que a sua maior parte é constituida por
gramineas tropicais, e que constantemente sdo afetadas por periodos prolongados de
estiagens ao longo do ano, deixando ainda mais evidente a estacionalidade da producéo
de forragem, com queda expressiva dessa producdo. Dessa forma, o incremento no
sistema radicular pode significar maior area de absor¢do de &gua e nutrientes, refletindo
na producdo de massa de forragem e possibilitando a graminea maior tolerancia ao
estresse por déficit hidrico (Shakir et al., 2012).

Os resultados do teor de nitrogénio no solo e nas raizes do capim-Zuri podem ser
atribuidos em parte a fixagdo biolégica do nitrogénio promovida por essas bactérias
colonizadoras do sistema radicular, mecanismo que contribui para a nutrigdo nitrogenada
da planta (Marques et al., 2017), principalmente nos tratamentos que nao receberam N-
fertilizante.

Com o estimulo ao crescimento das raizes através dos hormonios sintetizados, as
bactérias inoculadas também auxiliam para que essas se transformem em verdadeiros
drenos de COy, visto que, o sistema radicular mais desenvolvido tem a capacidade de
ocupar mais area de solo, possibilitando maior sequestro de carbono atmosférico (Reis
Junior et al., 2003).

O maior crescimento radicular vai implicar em aumentos de substratos de carbono
na rizosfera, e refletira em maior proliferacdo das bactérias neste ambiente, pela
disponibilidade de fontes de C e energia (Gomes, 2009) e, possivelmente, resultard em
aumento da sintese de hormonios promotores de crescimento e nutrientes disponiveis para
uso pelas plantas, resultando em maior producdo de massa de forragem. Spaepen et al.
(2007) relataram que a limitacdo do carbono tem forte relagdo com a reducgéo da taxa de
crescimento das plantas, principalmente nos periodos de estacionalidade da producéo de
forragem.

Estudos tém demonstrado que a associacao das bactérias e N-fertilizante tende a ser

complementar, a depender da quantidade de N aplicado na pastagem. As bactérias
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promotoras de crescimento de plantas dependem da disponibilidade adequada de N no
sistema para que ocorram suas atividades metabolicas (Barreiros et al., 2020), sendo que
tanto a auséncia de N (Marschner et al., 2006), quanto o excesso de N (Zhu et al., 2016),
podem deixar a bactéria inativa no solo.

Uma vez que estas questdes sejam sanadas, e sejam conhecidas as doses adequadas
de N-fertilizante para uso em associacdo com as bactérias, isso contribuira pl.2.a a
tecnificacdo dos sistemas de criacdo animal em pastagem, tornando-o mais produtivo e

sustentavel do ponto de vista ambiental e econémico.

5 CONCLUSOES
A dose de 50 kg hal de N promoveu maiores incrementos na producio de massa de
forragem.

A Pseudomonas fluorescens demonstrou melhor interacdo com o N-fertilizante,
proporcionando maiores taxas média diaria de acimulo de forragem.

Na auséncia de N-fertilizante, Azospirillum brasilense Ab-V6 favoreceu o
crescimento e area radicular e, na dose de 50 kg ha? de N, Pseudomonas fluorescens
CCTBO03 demonstrou melhor resultado.

As bactérias e as associacOes de N-fertilizante ndo contribuiram para o aumento nos
teores de carbono e nitrogénio no solo e nas raizes.

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas na pastagem é uma
tecnologia com potencial competitivo frente ao uso de N-fertilizantes, podendo reduzir
0s custos com a manutencdo de pastagens, além de ser sustentavel do ponto de vista

econdmico e ambiental.
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CAPITULO IV

(Normas: Grass and Forage Science)

IV - MASSA DE FORRAGEM E RAIZ, TEOR DE CARBONO E NITROGENIO
NO SOLO E RAIZES DE CAPIM-MASSAI INOCULADO COM BACTERIAS
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS, COM OU SEM N-
FERTILIZANTE

Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP) na massa de forragem e raizes, no teor de carbono e
nitrogénio no solo e nas raizes do capim-Massai [Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K.
Simon & Jacobs (syn. de Panicum maximum Jacg.)], com ou sem N-fertilizante. As
bactérias inoculadas foram Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6, Pseudomonas
fluorescens CCTBO3 e ET76, e Pantoea ananatis AMG 521, mais o tratamento controle
(sem bactéria), associada com ou sem N-fertilizante (50 kg ha® de N). O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial, com cinco repeti¢cdes. Houve
efeito de interacdo bactérias x N-fertilizante na massa de raiz. As estirpes Ab-V5 e
CCTBO03 proporcionaram, juntamente com o tratamento sem bactéria, os maiores valores
para o didmetro de raizes. A dose de 50 kg ha* de N proporcionou incremento de 16% na
massa de forragem da parte aérea, e quando contabilizada a parte aérea mais massa de
raizes (massa de forragem total), esse incremento correspondeu a 11%. A aplicacdo de
N-fertilizante ndo demonstrou resultado sobre os parametros relacionados a morfologia
das raizes e teores de carbono e nitrogénio no solo e nas raizes. As bactérias promotoras
de crescimento de plantas ndo foram eficientes em aumentar a producdo de massa de
forragem, contudo, o uso de N-fertilizante aumentou a producdo de massa de forragem

do capim-Massai.
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PALAVRAS-CHAVE
adubacdo nitrogenada, Azospirillum brasilense, Megathyrsus maximus, Pantoea

ananatis, Pseudomonas fluorescens.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of plant growth promoting bacteria
(PGPB) inoculation on forage mass and roots, on the carbon and nitrogen content in soil
and roots of Massai grass [Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs (syn. De
Panicum maximum Jacq.)], with or without N-fertilizer. The inoculated bacteria were
Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03 and
ET76, and Pantoea ananatis AMG 521, plus the control treatment (without bacteria),
associated with or without N-fertilizer (50 kg ha* of N). The experimental design was in
randomized blocks, in a factorial scheme, with five replications. There was an effect of
bacteria x N-fertilizer interaction on root mass. Strains Ab-V5 and CCTBO03 provided,
together with treatment without bacteria, the highest values for root diameter. The N dose
of 50 kg ha! provided an increase of 16% in forage mass of the aerial part, and when
counting the aerial part plus root mass (total forage mass), this increase corresponded to
11%. The application of N-fertilizer did not show results on parameters related to the
roots morphology and the levels of carbon and nitrogen in soil and roots. The plant
growth-promoting bacteria were not efficient in increasing the forage mass production,

however, the use of N-fertilizer increased the forage mass production of Massai grass.

KEYWORDS
Azospirillum brasilense, Megathyrsus maximus, nitrogen fertilization, Pantoea ananatis,

Pseudomonas fluorescens.
1 INTRODUCAO
A pastagem é considerada como o método mais pratico e econdmico para a

producéo de ruminantes (Ertl et al., 2016), tanto é que, em funcao disso, a quase totalidade
da producéo animal é realizada em regime de pastejo.
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Megathyrsus é o segundo género de graminea, dentre as pastagens cultivadas, mais
utilizado nos sistemas de producdo animal a pasto no Brasil (Fernandes et al., 2014),
especialmente na bovinocultura leiteira e corte nos sistemas de producées intensivos a
pasto (Gomide et al., 2016). Esse uso é por sua elevada producdo de massa de forragem
(Mishra et al., 2008).

As gramineas desse género sdo exigentes em fertilidade do solo, e quando os seus
requerimentos ndo sdo atendidos, frequentemente ha problemas na formacdo da
pastagem, baixa tolerancia ao pastejo, perda da capacidade produtiva do pasto (Herling
et al., 2000), com avanco dos estadios de degradacao (Dias Filho, 2014).

Dentre os nutrientes, a deficiéncia de nitrogénio (N) é considerada o fator que mais
influencia na queda da qualidade e produtividade das plantas forrageiras (Euclides et al.,
2007), carecendo, portanto, de sua reposicdo no solo via adubacao nitrogenada. Porém, a
alta demanda por N, além de elevar os custos de producdo (Canto et al., 2016), também
impacta negativamente no meio ambiente (Reis Junior et al., 2008).

O grande desafio da producdo pecuaria moderna estd em aliar a alta produtividade
com o0s meios de producdo mais sustentaveis, ou seja, diminuir cada vez mais a
dependéncia de insumos quimicos (Bounaffaa et al., 2018). Nessa perspectiva, 0s
inoculantes bacterianos tém sido empregados na agropecuéria com o objetivo de fornecer
N ao sistema e auxiliar no crescimento das plantas forrageiras (Souza e Ferreira, 2017).

Embora os estudos com a inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de
plantas em gramineas que representam interesses econdmicos tanto para a agricultura
quanto para a pecudria datem desde a década de 1960, a sua utilizacdo comercial é
consideravelmente modesta, mesmo havendo a intensificacdo de pesquisas,
especialmente, as voltadas para a inoculagcdo bacteriana em gramineas de interesse
zootécnico.

Apesar de o Brasil demonstrar grande destaque nesta area de estudo, com
contribuicdo significativa para a literatura internacional, a exploracdo desta tecnologia
para uso em pastagens tropicais & quase inexistente, mesmo havendo resultados
promissores na literatura, que apontam para os incrementos em termos de producdo de
massa de forragem, crescimento e desenvolvimento do sistema radicular, proporcionados

pela inoculagéo.
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Por essa razdo, € tdo importante a continuidade desse tipo de estudo, com a
disseminagdo e popularizacdo dos resultados, de forma a possibilitar a transformagéo
desta tecnologia em produtos comerciais que auxiliem na modernizacdo do sistema de
producdo a animal a pasto, aliando a produtividade e sustentabilidade.

A partir deste estudo, objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias
promotoras do crescimento de plantas na massa de forragem e raizes, no teor de carbono
e nitrogénio no solo e nas raizes do capim-Massai (Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.

Simon & Jacobs), com ou sem N-fertilizante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e design experimental

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana,
Brasil (23°19°S, 51°12°W; 590 m a.m.s.1.), de janeiro de 2018 a marco de 2019.

O experimento foi conduzido em estufa agricola em unidades experimentais
formadas por vasos (30 cm de didmetro, 30 cm de altura = 21 dm®) com orificios no
fundo para drenagem. O solo usado no experimento € classificado como Latossolo
Vermelho eutroférrico (Santos et al., 2018), coletado na camada de 0-0.2 m de
profundidade, com as seguintes caracteristicas quimicas: potencial de hidrogénio (pH em
CaCly) - 5,5; fosforo (P-Mehlich) - 8,46 mg dm; potassio (K*) - 0,69 cmol.dm?;
aluminio (AI**) - 0,10 cmolcdm3; célcio (Ca®*) - 8,60 cmolc.dm3; magnésio (Mg?*) - 2,90
cmolcdm™: capacidade de troca catidnica (CTC pH 7.0) - 18,40; matéria organica (MO)
- 21,0 g dm'3; argila - 830 g kg!; silte - 30 g kg™ e areia - 140 g kg*. A fim de simular as
condicBes usuais nas areas de pastagens, o pH do solo néo foi corrigido.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial entre cinco estirpes de
bactérias promotoras de crescimento de plantas [Azospirillum brasilense Ab-V5
(=CNPSo 2083) e Ab-V6 (=CNPSo 2084), Pseudomonas fluorescens CCTBO3
(=CNPSo0 2719) e ET76 (= CNPSo0 2799) e Pantoea ananatis AMG 521 (=CNPSo 2798),
mais o tratamento controle (sem bactéria), com e sem a adi¢do de N-fertilizante (50 kg

hal ano™ de N, na forma de sulfato de amonio, distribuidos em delineamento em blocos
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ao acaso com cinco repeticdes, totalizando 60 vasos. A espécie de forragem usada foi o
capim-Massai (Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K. Simon & Jacobs).

As estirpes estao depositadas na “Cole¢do de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Soja: Bactérias Diazotroficas e Promotoras do Crescimento de Plantas” (World
Federation Culture Colletion-WFCC#1213, Word Data Centre for Microorganisms-
WDCM#1054). As bactérias sdo derivadas de programas de selecdo de BPCP da
Embrapa Soja: Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6, selecionada no Brasil,
inicialmente para as culturas de milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum) (Hungria
et al., 2010); Pseudomonas fluorescens CCTB03 da empresa Total Biotecnologia
(Curitiba, PR, Brazil), e Pseudomonas fluorescens ET76 e Pantoea ananatis AMG 521,
isoladas pela Universidad de Sevilla, Espanha (Megias et al., 2016).

Para o preparo do inoculante, as estirpes foram cultivadas em meio DYGS (Fukami
et al. 2018), e com solucdo salina (NaCl 0,85%) para obtencdo de concentracao celular
de 10® unidades formadoras de colonia (UFC) mL™ com base na densidade 6ptica (600
nm) valores correspondentes as curvas de crescimento previamente obtidas para cada
cepa.

Para a inoculacdo, 15 mL de cada in6culo foram usados por kg de sementes antes
da semeadura. As sementes foram secas com indculo aplicado por aproximadamente 30
minutos em local fresco e protegido do sol, e posterior semeadas 20 sementes por vaso.

Antes da semeadura todos os vasos receberam o equivalente a 82,8 kg ha™ de P,0O5
(superfosfato simples 18% P,0s) em dose Gnica, 216,5 kg ha' de K,O (cloreto de
potéssio 60% de K-0) dividido em duas aplicacdes, sendo a primeira incorporada ao solo
no momento da semeadura e a segunda, uma semana ap0s a primeira colheita de

uniformizagdo, junto com a adubacéo basal com N-fertilizante (20 kg ha de N, como

sulfato de amodnio 20% N). Foi aplicado N-fertilizante nas parcelas, de acordo aos
tratamentos, sem e com N-fertilizante (50 kg ha™ ano™ de N). A aplicacéo de 50 kg ha
de N foi parcelada em duas aplicaces.

Os vasos foram irrigados com agua de poco sem tratamento quimico trés vezes ao
dia. Foi usado sistema de irrigacdo automatizado, com aspersao de 5-min até atingir 80%
da capacidade de campo do vaso.

Foi realizado o desbaste de plantas com 3 semanas, ap0s a semeadura, deixando

cinco plantas por vaso. Com 7 semanas apds emergéncia das plantas foi realizado o corte
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de uniformizacdo, deixando 30 cm de altura de residuo. Os tratamentos com N-
fertilizante foram aplicados trés semanas, apds o corte de uniformizacao.

Durante o periodo experimental, foram monitoradas as condi¢des climaticas
internas da estufa agricola através do Data logger de Temperatura HOBO U12-001, com

registro medio de temperaturas maximas (38°C) e minimas (15°C), conforme mostrado

na Figura 1.
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FIGURA 2. CondicGes climaticas (temperaturas maximas e minimas) registradas na
Estacdo Meteoroldgica Automatica da Universidade Estadual de Londrina, Londrina,

Parana ao longo do periodo experimental (maio de 2018 e maio de 2019).

2.2 Variaveis respostas

As plantas foram colhidas quando a altura da forragem atingiu aproximadamente
55 cm, sendo cortadas a 30 cm de altura. A altura da forragem foi medida trés vezes por
semana com o auxilio de régua milimetrada de um metro.

Apobs a colheita, o material foi coletado para a determinacéo da massa de forragem
(MF, g vaso! MS). A MF foi calculada por meio do somatério de todas as colheitas
parciais do periodo experimental (Barbosa et al., 2007). Os valores de taxa média diaria
de acimulo de forragem (TAF, g vaso™* dia* MS) foram obtidos dividindo o valor da MF

pelo seu respectivo periodo de acumulo.
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A massa seca de raiz (MR, g vaso* MS) foi determinada ao final do periodo
experimental. As amostras foram lavadas em agua corrente para a retirada do solo aderido
(Soares Filho et al., 2013).

Todo o material coletado (parte aérea e raizes) foi acondicionado em sacos de papel,
pesados e secos em estufa de ventilacdo forgada a 55°C por 72 h, pesadas novamente para
determinacéo da massa seca. A MF foi moida em moinho estacionario "Thomas-Wiley",
modelo 4 (Thomas-Wiley Laboratory Mill, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ) adaptado
com peneira de 1 mm.

A massa de forragem total (MFT; g vaso™) foi obtida a partir do somatério da MF
e MR. Para calcular a razdo parte aérea:raiz (RPA:R), dividiu-se a massa seca total da
parte aérea pela massa seca total do sistema radicular.

Para a morfologia das raizes, retirou-se 1 g de raizes das amostras, ap0os a lavagem
para a determinagdo do didmetro radicular (DiR, mm), area radicular (AR, mm2 dm),
comprimento radicular (CR, mm dm=) e densidade radicular (DeR, mm cm), que foi
acondicionada em solug&o alcodlica a 10% e avaliada por meio de digitalizag8o das raizes
em Scanner HP 3400, e as leituras das imagens utilizando o software DELTA T SCAN®.

Para a analise de carbono e nitrogénio, amostras de raizes e solo foram coletados,
acondicionadas em bandejas de aluminio, secas em estufa com ventilagdo forcada a 55°C
por 72 h, maceradas com auxilio de almofariz e pistilo de porcelana e passadas em peneira
de 80 mesh, pesadas em microbalanca com precisao de 0,0001 mg, acondicionadas em
capsulas de estanho e analisadas por meio do equipamento Organic Elemental Analysers
(FLASH 2000 Series, Thermo Scientific, USA), segundo metodologia descrita por
Fontana e Bianchi (2017).

2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o PROC MIXED do
pacote estatistico do SAS University versdo 9.2 (Sas Institute Inc. Cary, NC). Os dados
foram testados quanto a normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk, Shapiro e Wilk,
1965) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett, Bartlett, 1950). As médias dos
tratamentos foram comparadas usando a funcdo PDIFF do procedimento LSMeans. Os

tratamentos foram considerados diferentes quando p < 0.05.
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3 RESULTADOS

N&o houve interacdo entre bactérias x N-fertilizante e a taxa média diaria de acimulo de
forragem (TAF, g vaso™ dia™), a massa de forragem (MF, g vaso™), a massa de forragem
total (MFT, g vaso™), a razdo parte aérea/raiz (RPA:R), a area radicular (AR, mm?2.dms3),
o comprimento radicular (CR, mm.dm3), o didametro de raiz (DiR, mm), a densidade de
raiz (DeR, mm.cm?3), o teor de nitrogénio na raiz (NR %), o teor de nitrogénio no solo
(NS %),0 teor de carbono na raiz (CR %) e o teor de carbono no solo (CS %).

N&o houve efeito da inoculacdo de BPCP para TAF (p = .471) e MF (p = 0.226),
ambos apresentando em média 60,28 g vaso™, 0,55 g vaso™ dia® e 110,17 g vaso?,
respectivamente. A inoculacdo proporcionou aumento no valor de TAF e MF na ordem
de 4, 20 e 10%, respectivamente, quando comparado ao tratamento sem bactéria (Tabela
1).

TABELA 1 Taxa média diaria de acimulo de forragem (TAF, g vaso™ dia™) e massa de
forragem (MF, g vaso™) de capim-Massai (Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon &
Jacobs) inoculado com bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), com ou
sem N-fertilizante (NF)

TAF MF

Sem bactéria 0,46 100,53

Ab-V5 0,55 115,49

BPCP Ab-V6 0,54 120,84
CCTBO03 0,52 103,98

ET76 0,59 106,53

AMG 521 0,54 104,03

EPM 0,080 7,190

P-value 0,471 0,226
NE OkghaldeN 0,42b 100,53b
50 kg ha* de N 0,60a 116,71a

EPM 0,070 10,100

P-value <.000 0,004

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
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Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas linhas,
ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

Houve efeito da dose de N-fertilizante para TAF (p < 0.001) e MF (p = 0.004). A
dose de 50 kg ha de N proporcionou maior TAF (0,60 g vaso™ diat) e MF (116,71 g
vaso™), e corresponde ao incremento de 16, 43 e 16% na producéo de massa de forragem,
respectivamente, em comparacdo ao tratamento sem N-fertilizante (Tabela 1).

Houve efeito de interacdo (MR, p = 0.045) bactérias x N-fertilizante na massa de
raizes. Porém, ao verificar os resultados para os tratamentos com inoculacdo e sem
bactéria, dentro do uso ou ndo de N-fertilizante, observa-se que estes foram semelhantes
(Tabela 2).

TABELA 2 Efeito da interacdo bactéria x N-fertilizante sobre a massa de raizes (MR, g

vaso) do capim-Massai (Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K. Simon & Jacobs)

Doses de N-fertilizantes, kg ha

BPCP
0 50

Sem bactéria 49,90 34,40
Ab-V5 43,30 41,10
Ab-V6 39,80 49,40
CCTBO03 33,30 37,50
ET76 33,50 34,80
AMG 521 46,90 23,20

EPM 5,850

P-value 0,045

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas

colunas, ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

N&o houve efeito da inoculacdo de BPCP para MFT (p = 0.126) e RPAR (p =
0.812), ambos apresentando em média 147,07 g vaso e 3,00, respectivamente (Tabela
3). A inoculagdo proporcionou incrementos de 8% na massa de forragem total. Porém, o

valor de RPA:R correspondeu a 94% do observado no tratamento sem bactéria.
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TABELA 3 Massa de forragem total (MFT, g vaso™) e razdo parte aérea/raiz (RPA:R)
de capim-Massai (Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K. Simon & Jacobs) inoculada com

bactéria promotora do crescimento de plantas (BPCP), com ou sem N-fertilizante (NF)

MFT RPA:R
Sem bactéria 135,62 3,18
Ab-V5 150,70 2,81
BPCP Ab-V6 165,44 2,84
CCTBO03 139,39 3,15
ET76 140,70 3,16
AMG 521 139,11 3,04
EPM 9,140 0,330
P-value 0,126 0,812
- 0 kg halde N 137,92b 2,70b
50 kg ha' de N 152,41a 3,43a
EPM 4,900 0,220
P-value 0,039 0,001

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas linhas,

ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

Houve efeito da adi¢do de N-fertilizante para MFT (p = 0.039) e RPA:R (p = 0.001).
A dose de 50 kg ha™* de N proporcionou maior MFT (152,41 g vaso?) e RPAR (3,43), 0
que corresponde ao incremento de 11 e 27% para massa de forragem total e razdo parte
aérealraiz, respectivamente, em comparacgéo ao tratamento sem N-fertilizante (Tabela 3).

N&o houve efeito da inoculagdo de BPCP para a AR (p = 0.051), parao CR (p =
0.200) e para a DeR (p = 0.335), ambos apresentando em média 422,60 mm?.dms, 7,18
mm.cm® e 1,35 mm.cm3, e corresponde a 59, 95 e 92% dos valores observados no

tratamento sem bactéria, respectivamente, (Tabela 4).
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TABELA 4 Area radicular (AR, mm?.dm?), comprimento radicular (CR, mm.dms),
didametro radicular (DiR, mm) e densidade radicular (DeR, mm.cm?) de capim-Massai
(Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs) inoculada com bactéria promotora

do crescimento de plantas (BPCP), com e sem N-fertilizante (NF)

AR CR DiR DeR

Sem bactéria 713,79 7,54 0,31a 1,46

Ab-V5 613,65 7,51 0,27ab 1,83

BPCP Ab-V6 295,51 6,90 0,22b 1,20
CCTBO03 505,81 7,41 0,25ab 1,30

ET76 297,27 6,84 0,21b 1,09

AMG 521 400,75 7,26 0,22b 1,32

EPM 124,700 0,258 0,020 0,280

P-value 0,051 0,200 0,007 0,335

NE OkghaldeN 455,90 7,18 0,25 1,28
50kghatldeN 486,40 7,30 0,24 1,45

EPM 73,500 0,144 0,010 0,162

P-value 0,804 0,552 0,492 0,285

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas

colunas, ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padrdo da média.

Houve efeito da inoculacdo de BPCP para o DiR (p = 0.007). O maior valor de
didametro radicular foi registrado para o tratamento sem bactéria (0,31 mm), sendo estes
semelhantes aos resultados apresentados pelas estirpes Ab-V5 (0,27 mm) e CCTBO03
(0,25 mm). Os menores valores de didametro foram observados com a inoculacdo das
estirpes Ab-V6 (0,22 mm), ET76 (0,21 mm) e AMG 521 (0,22 mm). O valor médio de
didmetro proporcionados pelas inoculagdes corresponde a 75% do observado no
tratamento sem bactéria (Tabela 4).

N&o houve efeito da associacdo de N-fertilizante para a AR (p = 0.804), para o CR
(p = 0.552), para o0 DiR (p = 0.492) e para a DeR (p = 0.285), ambos apresentando em
média 471,15 mm2.dm3, 7,24 mm.dm3, 0,25 mm e 1,37 mm.cm3, respectivamente (Tabela
4).
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N&o houve efeito da inoculacdo de BPCP para o teor de nitrogénio na raiz (NR, p
=0.225), para o teor de nitrogénio no solo (NS, p = 0.819), para o teor de carbono na raiz
(CR, p=0.504) e para o teor de carbono no solo (CS, p =0.734), ambos apresentando em
média 0,76, 0,18, 44,67 e 1,93%, respectivamente (Tabela 5).

TABELA 5 Teor de nitrogénio nas raizes (NR %), teor de nitrogénio no solo (NS %),
teor de carbono nas raizes (CR %) e teor de carbono no solo (CS %) de capim-Massai
(Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs) inoculada com bactérias

promotoras do crescimento de plantas (BPCP), com e sem N-fertilizante (NF)

NR NS CR CS
Sem bactéria 0,72 0,19 43,57 1,93
Ab-V5 0,78 0,18 44,31 1,96
BPCP Ab-V6 0,75 0,18 44,16 1,93
CCTBO03 0,81 0,18 45,01 1,94
ET76 0,70 0,20 44,27 1,93
AMG 521 0,76 0,18 45,61 1,91
EPM 0,030 0,010 0,750 0,020
P-value 0,225 0,819 0,504 0,734
NE Okgha'deN 0,75 0,18 44,50 1,93
50 kg ha! de N 0,76 0,19 44,48 1,93
EPM 0,020 0,008 0,450 0,010
P-value 0,698 0,502 0,980 0,989

Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03,
Pseudomonas fluorescens ET76, Pantoea ananatis AMG 521. Médias seguidas de letras iguais, nas linhas,

ndo séo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). EPM = Erro padréo da média.

As inoculacBes proporcionaram aumentos nos teores de nitrogénio e carbono nas
raizes, na ordem de 5 e 3%, em comparacao ao tratamento sem bactéria. Para o nitrogénio
no solo, o seu teor correspondeu a 96% do observado no tratamento sem bactéria. O teor
de carbono no solo proporcionado pela inoculagdo foi semelhante ao tratamento sem
bactéria (Tabela 5).

N&o houve efeito de N-fertilizante para o NR (p = 0.698), para 0 NS (p = 0.502),
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para o CR (p =0.980) e para o CS (p = 0.989), ambos apresentando em média 0,75, 0,19,
44,49 e 1,93%, respectivamente (Tabela 5).

4 DISCUSSAO

O ecossistema de pastagem se apresenta dindmico ao longo do ciclo produtivo, com
distribuicdo da producdo de biomassa entre a parte area e as raizes, que se da de forma
ndo homogénea, uma vez que sofrem forte influéncia das condi¢cbes edafoclimaticas, do
manejo da pastagem e da intensidade de pastejo.

A producdo de massa de forragem esta diretamente relacionada ao que ocorre no
sistema radicular, sendo que, qualquer fator limitante ao crescimento e desenvolvimento
das raizes afeta negativamente a producéo de massa de forragem (Giacomini et al., 2005).
Segundo estes autores, as raizes sdo importantes Orgdos de armazenamento de
carboidratos e proteinas, sendo essenciais para a recuperacdo da massa foliar, ap6s a
forragem passar por frequentes desfolhacdo pelo animal ou colheita.

A existéncia de biomassa suficiente, tanto de parte aérea como de raizes, pode ser
garantida com as préaticas de manejo do sistema, pelo uso de N-fertilizantes e tecnologias
como a inoculacdo com bactérias promotoras do crescimento de plantas. Existem dados
na literatura que comprovam a ocorréncia de complementariedade dos efeitos desses dois
fatores sobre as forragens (Lopes et al., 2018; Duarte et al., 2020), sendo benéficos para
a producdo da massa de forragem (Dartora et al., 2013; Carvalho et al., 2020) e, 0 mais
importante, possibilitando a mitigacdo dos efeitos nocivos do N-fertilizante no ambiente
(Barreiros et al., 2020).

Outro beneficio observado a partir da associacao bactéria/N-fertilizante, é a reducao
dos custos de producéo, pela reducdo da quantidade de N-fertilizante usado nas culturas
agricolas ou aumento da eficiéncia de uso para atender os seus requerimentos (Leite et
al., 2019; Tahir et al., 2020). Essa reducédo é possibilitada pela adi¢do de nitrogénio ao
sistema de pastagem, pela capacidade de algumas bactérias possuirem o mecanismo de
fixacdo biologica de nitrogénio — FBN (Araujo et al., 2014; Rosolem et al., 2017),
convertendo o N2 atmosférico em compostos assimilaveis pela planta (Nunes et al., 2003),
mas também, por outros mecanismos, como alteracdes na arquitetura no sistema de raizes,

tornando-o mais eficiente (Rondina et al. 2020).
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Os efeitos observados a partir do uso de bactérias e N-fertilizante no mesmo
sistema, demonstra relagdo direta, tanto que a atividade metabolica da bactéria esta
diretamente associada a disponibilidade de N no sistema (Barreiros et al., 2020), de modo
tanto a limitagdo quanto o excesso de N podem prejudicar a eficiéncia dos
microrganismos (Marschner et al., 2006; Zhu et al., 2016).

Embora neste estudo ndo tenha sido observado efeito da inoculacdo das bactérias
promotoras de crescimento de plantas sobre a producéo de massa do capim-Massai, ainda
assim, na literatura sdo reportados efeitos benéficos, com incrementos na massa de
forragem de gramineas tropicais como capim-Marandu (Urochloa brizantha) (Hungria et
al., 2016; Leite et al., 2019), capim Ruziziensis (U. ruziziensis) (Hungria et al., 2016),
capim Coastcross-1 (Cynodon dactylon L. Pers) (Aguirre et al., 2018), Capim-BRS
Tamani (Megathyrsus maximus) (Andrade et al., 2019), capim-Massai (M. maximus) (Luz
et al., 2019) e capim-Zuri (M. maximus) (Lima et al., 2020).

Os incrementos observados nessas gramineas devido a inoculagdo sao atribuidos a
capacidade de algumas espécies de bactérias, a exemplo das utilizadas neste estudo, de
utilizar combinacdo de fatores e mecanismos que potencializam a produc¢do (Dobbelaere
et al., 2003), como a capacidade de sintetizar hormdnios promotores do crescimento,
Como as auxinas, as citocininas e as giberelinas (Perrig et al., 2007; Ilyas e Bano, 2010),
promover a melhoria da capacidade absortiva das raizes, aumentando a sua
permeabilidade (Loredo et al., 2004) e, contribuir para a solubilizacdo de fosfatos (Aradjo
etal., 2014).

A auséncia de efeitos da inoculagdo nos parametros analisados neste estudo,
possivelmente seja pela existéncia de uma comunidade bacteriana nativa no solo, com
maior potencial de competicdo por recursos do ambiente, e melhor adaptadas as
condicGes fisicas e quimicas do solo, quando comparada as inoculadas (Bécquer et al.,
2013), ao mesmo tempo que a incompatibilidade entre os fatores em associagdo também
podem interferir no resultado (Mamédio et al., 2020).

Diferente dos resultados observados com as bactérias, o uso de N-fertilizante
possibilitou incrementos na massa de forragem do capim-Massai, conforme mostram os
dados deste estudo. Na literatura, é reportada a alta exigéncia das gramineas do género
Megathyrsus, em termos de fertilidade do solo, especialmente de nitrogénio, pela

quantidade necesséria de nutrientes para garantir o elevado potencial de produgédo de
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massa de forragem. Barreiros et al. (2020) relatam que a caréncia de qualquer nutriente
pode diminuir a expressdo do potencial produtivo da pastagem.

Dentre 0s nutrientes, o nitrogénio ¢ o mais requerido para a manutencdo das
pastagens (Werner, 1994), e quando aplicado, as plantas apresentam respostas positivas
em termos de acimulo de producdo de massa e valor nutritivo (Cecato et al., 2011; Palmer
et al, 2014), devido a intensa renovacdo de tecidos (Barreiros et al., 2020).

Os efeitos da inoculacdo da Azospirillum brasilense Ab-V5 e Pseudomonas
fluorescens CCTBO3 sobre o didmetro radicular, observados neste estudo, podem ser
atribuidos a sintetizacdo de substancias que promovem o crescimento e desenvolvimento
do sistema radicular (Gupta et al., 2013; Leite et al., 2019; Lima et al., 2020), uma vez
que este é o principal nicho de colonizagdo das bactérias (Lima et al., 2015).

A renovacdo dos tecidos radiculares € essencial para a translocacdo de nitrogénio
do solo para as plantas, garantindo, assim, a manutencdo do adequado estado nutricional
da planta (Beneditti, 2012). Essa caracteristica tem relacdo direta com a frequéncia de
colheita da forragem (Costa et al., 2012), sendo que a reducdo, principalmente do
comprimento das raizes, influencia na eficiéncia de absorcdo de agua e nutrientes do solo
pelas plantas forrageiras (Giacomini et al., 2005) e, por consequéncia, pode refletir
negativamente no desenvolvimento e na capacidade de estabelecimento do pasto
(Machado et al., 2013).

A disponibilidade de nitrogénio no solo favorece o desenvolvimento das raizes
existentes e o surgimento de novas raizes, com aumento da capacidade absortiva e, por
sua vez, leva para maior concentracdo deste nutriente nas raizes (Bonfim-Silva e
Monteiro, 2010), conforme também observado nos estudos com os capins Aruana e
Tanzania (Megathyrsus maximus), realizados por Giacomini et al. (2005).

A formagdo do sistema radicular bem desenvolvido auxilia na perenidade das
pastagens tropicais, uma vez que, constantemente estes sistemas passam por condi¢fes
de estresses, a exemplo do déficit hidrico, invernos rigorosos e diferentes frequéncias e
intensidades de desfolhacdo (Cunha et al., 2010), que podem comprometer a capacidade
de recuperacdo das pastagens, pois impacta primeiramente a producdo de raizes e, em
seguida, a parte aerea (Cecato et al., 2001).

Apesar de ndo se ter observado efeito da inoculagdo e uso de N-fertilizante sobre

os teores de carbono e nitrogénio nas raizes e no solo deste estudo, ainda assim, é
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conhecido e reportado na literatura a importancia desse nutriente na recuperacdo da
pastagem, principalmente, apds a forragem passar por alguma perturbacdo externa, a
exemplo da desfolhagéo pelo animal.

As raizes se comportam como orgdo armazenador de nutrientes (Colozza et al.,
2000), sendo que a manutencdo da reserva de nitrogénio nas raizes e base do colmo,
possibilita a rapida recuperacdo da planta forrageira ap6s a desfolhacéo. Cerca de 80%
do nitrogénio presente na parte aérea, uma semana apos a colheita da forragem, é
proveniente desses 0rgdos, e o restante € oriundo do N-fertilizante aplicado ao solo
(Lemaire e Chapman, 1996).

A quantidade de carbono e nitrogénio mantém relacéo direta e, ambos tém os seus
teores influenciados pelo tipo de manejo realizado nas pastagens (Conant et al., 2005),
sejam as condicOes de desfolhacdes, ou préaticas de reposicao da fertilidade do solo (Silva
et al., 2004). A auséncia de praticas adequadas de manejo do sistema de pastagem pode
contribuir para a exaustdo dos recursos do solo, com comprometimento da capacidade
produtiva da pastagem e, com o tempo, desencadear e acelerar os estadios de degradacao
da pastagem (Cardoso et al., 2010).

De fato, tanto a inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas
quanto o uso de N-fertilizante, sdo préaticas que se complementam dentro dos sistemas de
producdo e que, quando usadas adequadamente, repdem nutrientes no solo, e por
consequéncia, aumentam a sua disponibilidade para uso pelas plantas, e potencializam a
capacidade produtiva das pastagens.

A juncdo destas tecnologias possibilita a manutencdo do vigor produtivo e
perenidade das pastagens, com reflexos na recuperacdo de areas que apresentam estadios

iniciais de degradacdo, além de auxiliar na mitigacdo de danos ambientais.

5 CONCLUSOES

As bactérias promotoras do crescimento de plantas ndo promoveram incrementos
na producdo de massa de forragem do capim-Massai.
A dose de 50 kg ha de N aumentou a producdo de massa de forragem do capim-
Massai.

A Azospirillum brasilense Ab-V5 e a Pseudomonas fluorescens CCTBO03
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proporcionaram maiores didmetros de raiz.
As bactérias e as associag¢Oes de N-fertilizante ndo contribuiram para o aumento nos

teores de carbono e nitrogénio no solo e nas raizes do capim-Massai.
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V - CONCLUSOES GERAIS

O uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas em Megathyrsus
maximus é uma alternativa para manutencdo do crescimento e desenvolvimento da
pastagem, mesmo em situacGes em que ndo haja a reposicao periodica dos nutrientes
no solo.

O uso desta tecnologia ndo s6 demonstra eficiéncia em promover incrementos
na parte aérea e nas raizes das gramineas de interesse zootécnico, como também
possibilita a modernizagdo do sistema de producdo agropecudria, ao aliar o aumento
da produtividade com a reducdo dos custos de producdo, além de ser a uma forma
mais sustentavel de producao.

Ainda existem poucos estudos com inoculacdo de gramineas tropicais, com
resultados conflitantes. Por esse motivo, é essencial a conducdo de mais estudos
voltados para a inoculacdo de forrageiras de maior exploragdo na producdo animal,
de maneira a aumentar a compreenséo dos efeitos desta interagcdo e melhor explorar
o potencial desta tecnologia para que a médio e longo prazo esta seja convertida em

produto para ampla utilizacdo pelos pecuaristas.



