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RESUMO

A inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal pode ser uma alternativa
sustentavel na recuperacdo e manutencdo de pastagens. Neste sentido, objetivou-se
avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas nas
caracteristicas morfogénicas, estruturais e produtivas de trés geno6tipos de Urochloa (U.
brizantha cv. BRS Paiaguas, U. ruziziensis e U. brizantha cv. Xaraés). O experimento
foi desenvolvido em delineamento inteiramente ao acaso, em casa de vegetacdo, com
periodo experimental de 12 meses. Os tratamentos consistiram de cinco bactérias (sem
bactéria, Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6, Pseudomonas
fluorescens CCTBO03, Pseudomonas fluorescens ET76 e Pantoea ananatis AMG521) e
trés niveis de nitrogénio (zero, 50 e 100 kg ha™* de N), em um esquema fatorial 6x3. Os
indculos foram preparados na concentracéo final de 10° células mL™ no Laboratério de
Biotecnologia do Solo da Embrapa Soja, sendo misturados 15 mL de indculo a cada
quilo de sementes de cada capim e deixados secar a sombra por 30 minutos. Os vasos
foram preenchidos com 15 dm? de solo proveniente do arenito Caiua. Em todos 0s vasos
foram corrigidos os teores de fosforo, potéassio e aplicado o equivalente a 20 kg ha™ de
N. Para caracterizacdo morfogénica foram demarcados dois perfilhos por vaso diferidos
por fios de arame colorido. Uma vez por semana foram mensurados a altura de
pseudocolmo e comprimento de cada lamina foliar, registrando-se as ocorréncias de
senescéncia, quebra (corte), morte e expansdo da lamina foliar dos perfilhos
demarcados. Essas medidas foram utilizadas na determinagéo das taxas de alongamento
de colmo (TAIC), taxa de aparecimento de folhas (TApF), filocrono, taxa de
alongamento de folhas (TAIF), taxa de senescéncia (TSeF), duracdo de vida da folha
(DVF) e numero de folhas vivas (NFV) por perfilho. Quando as plantas atingiram, em
média, 35 cm de altura, foram cortadas, deixando-se 15 cm como residuo. Apds o corte,
as amostras foram pesadas e secas em estufa para determinacdo da massa seca. Essas
amostras foram moidas e determinada a concentragdo de proteina bruta e digestibilidade
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da matéria seca. Para a mensuracgéo da clorofila foi utilizado o equipamento clorofiLOG
- CFL1030 da Falker. Foi determinada a producdo de massa de raizes e a geometria das
raizes. Quando cabivel, as médias entre os grupos controle (sem bactérias ou sem
adubacdo nitrogenada) e os grupos tratados foram comparados utilizando o teste de
Dunnet e as médias entre os tratamentos foram comparadas entre si pelo teste de t
student. Em todas as analises estatisticas utilizou-se PROC GLM do pacote estatistico
“Statistical Analisys System” — SAS V 9.2 (SAS Institute Inc. Cary, CA), a 5%. De
modo geral, para U. brizantha cv. BRS Paiagués e Xaraés, os melhores desempenhos
foram obtidos com as estirpes P. fluorescens CCTBO03 e P. ananatis AMG521, nos
parametros de taxa de alongamento foliar e do caule e nimero de perfilhos basais. Para
U. ruziziensis, o0 melhor desempenho foi em relagdo a duracdo e taxa de renovacgdo das
folhas e de senescéncia foliar, favorecidos pelas estirpes AMG521, Ab-V5 e Ab-V6,
indicando especificidade de estirpes com os gendtipos de braquiarias. Verificou-se,
também, diferenca na interacdo entre BPCV e a adubacdo nitrogenada, pois em U.
brizantha os efeitos foram aditivos, enquanto em U. ruziziensis foram competitivas. Os
resultados indicam viabilidade de inoculacdo de braquidrias com estirpes elite de
BPCV, com impactos positivos na producdo de biomassa forrageira, com possibilidade
de reducdo ou aumento de eficiéncia de uso de N-fertilizante. Observou-se efeito do uso
das BPCV na producdo de massa de forragem, massa de raizes e concentracdo de
proteina bruta do capim-paiaguas. Em relacdo as estirpes, novamente destaca-se P.
fluorescens CCTBO03 e P. ananatis AMG521, as quais promoveram incrementos apenas
com a adubacdo a base de nitrogénio e associadas a 50 kg de N, com menor efeito
associado a 100 kg de N. No geral, as bactérias promotoras do crescimento vegetal
beneficiam o crescimento e desenvolvimento de espécies do género Urochloa, podendo
ser uma nova op¢do no manejo em busca da sustentabilidade das plantas forrageiras nos
trépicos.

Palavras-chaves: biotecnologia, Brachiaria, fitorménios do crescimento vegetal,
microrganismos endofiticos, rizobactérias
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ABSTRACT

Inoculation of plant growth-promoting bacteria can be a sustainable alternative in
pastures recovery and maintenance. In this sense, the objective of this study was to
evaluate the inoculation effect of plant growth promoter bacteria on the morphogenic,
structural and productive characteristics of three Urochloa genotypes (U. brizantha cv.
BRS Paiaguas, U. ruziziensis and U. brizantha cv. Xaraes). The treatments consisted of
five Dbacteria (without bacterium, Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum
brasilense Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTBO03, Pseudomonas fluorescens ET76
and Pantoea ananatis AMG521) and three doses of nitrogen (0, 50 and 100 kg ha™ N)
in a 6x3 factorial scheme. Bacteria were identified and inoculum prepared with a final
concentration of 10° cells mL™ in the Biotechnology Laboratory Emulsion soil, then 15
mL of inoculum was mixed to 1 kg of each grass seed and allowed to dry in the shade
for 30 minutes. Experimental pots were filled with 15 dm® of Caiua sandstone. In all
them, phosphorus and potassium contents were corrected and the equivalent of 20 kg of
N ha' was applied. For morphogenic characterization, two tillers per pots were
demarcated by colored wire and once a week the pseudocolus height and length of each
leaf blade were measured, recording the occurrence of senescence, breaking (cutting),
death and expansion of the leaf blade. These measures were used to determine steam
elongation rates (SER) leaf renewal rate (LAR), phyllochron, leaf elongation rate
(LER), senescence rate (SR), leaf life span (LLS) and number of live leaves (NLL) per
tiller. When the plants reached an average of 35 cm in height, they were cut, leaving 15
cm as residue. After cutting, the samples were weighed and dried in an oven to
determine the dry mass. These samples were ground and the crude protein concentration
and dry matter digestibility were determined. Chlorophyll measurement was performed
using the chlorofiLOG - CFL1030 equipment from Falker. Root mass production and
root geometry were determined. When appropriate, the means between the control
groups (without bacteria or without nitrogen fertilization) and treated groups were
compared using the Dunnet test and the means among treatments were compared by the
t student test. In all statistical analyzes, PROC GLM was used from the statistical
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package "Statistical Analisys System"” - SAS V 9.2 (SAS Institute Inc. Cary, CA), at
5%. In general, for U. brizantha cv. BRS Paiaguas and Xaraés, the best performances
were observed with the strains P. fluorescens CCTBO03 and P. ananatis AMG521, in the
parameters of leaf and steam elongation rate and number of basal tillers. For U.
ruziziensis, the best performance was in relation to the duration and leaf renewal rate as
well as leaf senescence, favored by strains AMG521, Ab-V5 and Ab-V6, indicating
strains specificity with Urochola genotypes. It was also verified difference in the
interaction between PGPB and nitrogen fertilization, because in U. brizantha the effects
were additive, whereas in U. ruziziensis they were competitive. The results indicate the
feasibility of Brachiaria inoculation with PGPB elite strains, with positive impacts on
the forage biomass production, perhaps reducing or increasing the efficiency of N-
fertilizer use. PGPB effect on the forage mass production, root mass and crude protein
concentration of paiaguds grass were observed. In relation to the strains, again we
highlight P. fluorescens CCTBO03 and P. ananatis AMG521, which promoted increases
only with nitrogen fertilization and associated with 50 kg of N, with lower effect
associated with 100 kg of N. Overall, the plant growth-promoting bacteria benefit the
growth and development of Urochloa genus species and may be a new option in the
management in the sustainability search of forage plants in the tropics.

Key words: biotechnology, Brachiaria, plant growth phytormons, endophytic
microorganisms, rhizobacteria



I. INTRODUCAO

No Brasil, onde a producgdo pecuaria baseia-se principalmente na alimentacédo a
pasto, a baixa fertilidade do solo e 0 manejo incorreto das pastagens sdo as principais
causas da degradacdo e diminuic¢do da produtividade do setor. Assim, a degradacdo de
pastagem é considerada um dos maiores problemas da produtividade da pecuaria
brasileira. Dias-Filho (2011) estimou que cerca de 50% das &reas cobertas por pastagens

no pais apresentam algum estagio de degradacéo.

Dentre os fatores que levam a degradacdo das pastagens, o baixo fornecimento
de nutrientes para as plantas é considerado um dos mais importantes (BATISTA et al.
2002), resultando em baixa qualidade e produtividade. Dentre os nutrientes, o
nitrogénio (N) é considerado o principal limitante para crescimento e desenvolvimento
das pastagens tropicais (WERNER, 1994), isso demanda seu fornecimento via
fertilizacdo mineral. Porém, é uma pratica onerosa e prejudicial ao ambiente, uma vez
que em torno de 50% do N pode ser perdido por volatilizagdo, lixiviagdo e
desnitrificacdo (REIS JUNIOR et al., 2010).

Nesse sentido, utilizar alternativas sustentaveis para a nutricdo de plantas
forrageiras, como a exploracdo do potencial da fixacdo bioldgica de nitrogénio
atmosférico (FBN) em gramineas tropicais se torna fundamental para restabelecer a
produtividade e qualidade forrageira. A FBN € realizada por bactérias diazotroficas,
também conhecidas como bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV). A FBN

ocorre pela conversdo do N, atmosférico em outras substéncias nitrogenadas, sendo



assimilado pela planta na sintese de proteina, &cidos nucleicos e outras macromoléculas
(NUNES et al., 2013).

De acordo com Okon & Labandera-Gonzales (1994), a FBN pelas BPCV pode
introduzir aproximadamente 40 kg ha™’ ano™ de N, quando utilizada em gramineas
Pennisetum americanum e Panicum maximum. As BPCV também contribuem para o
melhor aproveitamento de agua e nutrientes, maior atividade fotossintética, producao de
hormonios (auxinas, citocininas, giberelinas e &cido indol-acético) e maior solubilizagdo
de fosfatos (PERSELLO-CARTINEAUX et al., 2003; HUERGO et al., 2008).

No ecossistema da pastagem, a FBN é fundamental no ciclo do nitrogénio e as
bactérias diazotroficas podem desempenhar importante papel no fornecimento de N para
as plantas. Nesse contexto, a utilizacdo dessa tecnologia parece ser promissora,
contribuindo para a promocdo do crescimento e nutricdo das plantas forrageiras,
tornando a inoculacdo uma alternativa viavel em substituicdo total ou parcial da
adubacdo nitrogenada, auxiliando assim, na manutencdo e conservacao dos recursos
naturais (VOGEL et al., 2014).

No entanto, apesar dos beneficios promovidos pelas BPCV em culturas agricolas
(milho, trigo, arroz), seus efeitos em plantas forrageiras ainda sdo restritos e necessitam
de mais aprofundamento. Neste sentido, avaliar os efeitos das BPCV no
estabelecimento, manutencédo e producéo das pastagens se torna fundamental na busca

de uma exploracao econémica e sustentavel.

1. Revisdo de literatura
1.1. Pastagens no Brasil

A principal caracteristica da pecuéaria brasileira é a criacdo de grande parte do
seu rebanho a pasto, acarretando em menores custos de producdo de carne
(CARVALHO et al., 2009). De acordo com Dias-Filho (2013), por demandar menores
investimentos e infraestrutura, a pecuaria, especialmente a criacdo de bovinos de corte a
pasto, tem sido realizada em areas de fronteira agricola, e contribuiu para a baixa adesédo
de tecnologias e insumos na formacgéo e no manejo das pastagens brasileiras.

Em razéo disso, existe no Brasil alta ocorréncia de pastagens degradadas e a
classificagdo da producdo de carne a pasto com ineficiente, de baixa rentabilidade e

prejudicial ao meio ambiente. Entretanto, com as recentes mudancas ambientais e



comportamentais, aliada a maior disponibilidade de tecnologias tém garantido
mudancgas no setor produtivo de carne e leite do pais (DIAS-FILHO, 2014).

Estimativas do Gltimo Censo Agropecuario Brasileiro, no ano de 2006, relatou
que a area total de pastagens, naturais e cultivadas, € de 172,3 milhdes de hectares, com
reducdo nas regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste (IBGE,2007). Neste levantamento, foi
possivel observar que a expansdo das areas de pastagem foi de aproximadamente 4%
desde os anos 70, por causa da expansdo agricola, de reflorestamento e de urbanizacéo
(DIAS-FILHO, 2014). Contudo, apesar de um crescimento relativamente baixo, 0s
autores verificaram que nos Ultimos 30 anos, em todo o territério nacional, houve
aumento na taxa de lotacdo, que garantiu aumento de 90% nesse parametro (0,62 para
1,19 UA/hectare).

Torres Janior et al. (2013) inferiu que a produtividade da pecuéria de corte no
Brasil é de 5,1 arrobas/hectare/ano, podendo ser melhorada com a aplicacdo de
tecnologias e manejo das pastagens. Neste sentido, Martha Juanior et al. (2012)
constaram que esse aumento de produtividade ja esta acontecendo, uma vez que o ritmo
de crescimento do rebanho bovino vem superando o aumento das areas de pastagem do
Pais. Isso indica, que o aumento da produtividade brasileira esta sendo obtido, pela
melhoria na produtividade das pastagens, decorrente da adocdo de tecnologia, que

resultou no aumento da capacidade de suporte.

1.2.  Género Urochloa

As gramineas desse género sdo originarias do continente africano e sdo
encontradas naturalmente nas regides de savanas (VALLE et al., 1994). Trinius (1834)
descreveu esse género como uma subdivisdo de Panicum, posteriormente foi elevado a
género por Grisebach (1853). Mais recentemente, transferiram as especies forrageiras de
Brachiaria ao género Urochloa (GOUVEIA-SANTQOS, 2001).

Sdo catalogadas mais de 100 espécies dentro desse género, distribuidas em
regides tropicais e subtropicais. Dentre as espécies, as mais utilizadas em paises
tropicais sdo: U. dictyoneura (Fig. et De Not.) Stapf, U. brizantha (Hochst. ex A. Rich)
Stapf cv. Marandu, U. decumbens cv. Basilisk., U. humidicola (Rendle) Schweick e U.
ruziziensis R. Germ. et. Evrard (BUXTON & FALES, 1994).

Espécies desse género boa adaptacdo, podendo ser cultivada em varzeas

inundaveis, margens de florestas ralas e até regides semidesérticas. Esse género tambem



¢ caracterizado pela adaptabilidade a solos de média a baixa fertilidade e mal drenados
(VALLE et al., 2004). As plantas desse género foram descritas por Leitdo Filho (1977)
como, herbéceas, eretas ou prostradas, geralmente perenes, rizomatosas ou nao, raizes
adventicias emitidas dos n6s quando em contado com o solo. Possui bainha foliar glabra
ou pilosa, comumente excedendo as dimensdes dos internodios. A lamina foliar
desenvolvida lanceolada, glabra ou pilosa e ligula branca e translucida, formada por um
curto anel membranéceo.

Segundo Vale et al. (2001), 80% das pastagens brasileiras sdo formadas por
espécies do género Urochloa, sendo a regido Centro-Oeste detentora de grande
percentagem. Valle et al. (2001) atribuiram a esse género a expressividade da pecuaria
do Brasil conquistada a partir da década de 1960. Os autores afirmam ainda que a
substituicdo das pastagens nativas por gramineas de Urochloa foi favoravel devido as
caracteristicas oportunas tais como; propagacdo por sementes, possibilidade de
consorcio com outras culturas anuais, facilidade de manejo e persisténcia em solos de
baixa fertilidade. Andrade (2003) reporta que esse género possibilitou aumento do
rebanho nacional e melhoria dos indices zootécnicos.

A primeira espécie introduzida no pais foi a U. decumbens na década de 1950,
posteriormente a U. ruziziensis em 1960 e a U. brizantha em 1965 (VALLE et al.,
2004). O capim-ruziziensis € uma planta perene, estolonifera, com rizomas curtos,
colmo piloso, folhas lanceoladas, inflorescéncia em forma de raques em fita e plana e
floracdo nos meses de dezembro a janeiro. Atualmente, tem sido bastante utilizada
como planta de cobertura em sistemas de plantio direto e forrageira na integracdo
lavoura-pecuaria.

A U. brizantha foi relatada por Soares Filho (1994) como uma espécie
cosmopolita, perene, cespitosa, robusta, ld&minas foliares linear-lanceoladas e perfilhos
eretos. No ano de 2003 foi lancada a U. brizantha cv. Xaraés apds a avaliacdo e selecéo
de dezenas de acessos coletados na regi&o de Cibitoke, Africa. De acordo com Valle et
al. (2004) o capim-xaraés é recomendado para regiGes caracterizadas com o clima
tropical, com solos de média fertilidade e podendo produzir até 21 t ha™ de matéria seca
(MS). Essa cultivar se destaca pela rapida rebrota e elevado crescimento de folhas.

A Ultima cultivar de U. brizantha lancada foi a BRS Paiaguas no ano de 2013,
com o objetivo de diversificar o catalogo cultivares de Urochloa existente no pais. Essa

cultivar foi selecionada com base na produtividade, vigor e producdo de sementes



apesar de, ndo apresentar boa resisténcia a cigarrinha das pastagens, apresenta 0 maior
acumulo de massa de forragem, com melhor valor nutritivo durante o periodo seco.
Também é recomendada para a integracao lavoura-pecuéria, especialmente com o milho
safrinha e para formagéo de palhada para o plantio direto, em razdo da sua dessecacao

com baixas doses de glifosato.

1.3.  Bactérias promotoras do crescimento vegetal em gramineas forrageiras

Os sistemas agricolas tém promovido mudancas para evitar a degradacdo
ambiental sem afetar a producdo. O manejo da fertilidade do solo explorando as
biotecnologias existentes podem ser adotados para potencializar a producdo e o correto
avanco econdmico, social e ecoldgico dos diferentes ecossistemas pastoris do Brasil.
Neste sentido, a associagdo entre gramineas e as bactérias promotoras de crescimento de
plantas podem representar uma vantajosa alternativa para a producdo animal a pasto,

producdo de forragem, manejo do solo e qualidade ambiental.

Seguindo ainda o contexto de sustentabilidade, Bergamashi (2006) observou a
potencialidade da FBN para substituir total ou parcialmente a adubacgdo nitrogenada,
uma vez que inoculacdo pode auxiliar na economia de fertilizantes nitrogenados
oriundos de combustiveis fosseis ndo renovaveis. Segundo Fancelli (2010), o Brasil tem
potencial para gerar economia de 30 a 50 kg ha™ de fertilizantes minerais com a adocéo
da técnica de inoculacdo na cultura do milho na safra e safrinha. Também devem ser
considerados os beneficios pela menor poluicdo ambiental que resulta da producao e usp
de fertilizantes nitrogenados, bem como pela reducdo na emissédo de gases de efeito
estufa (HUNGRIA, 2011).

Em conjunto com os beneficios ambientais e econdmicos, a inoculagido de
BPCV apresenta capacidade para se tornar uma pratica de manejo eficiente para repor o
N no sistema solo-planta, além de assegurar maior rendimento, distribuicdo uniforme de
forragem e, consequentemente, aumento da produgdo animal (MOOJEN, 2002). As
plantas forrageiras respondem positivamente as adubacdes, especialmente o nitrogénio,
responsavel pela manutencdo da produtividade, e sua deficiéncia é decisiva na

degradacéo da pastagem.

Sobral (2003) categorizou 0s beneficios promovidos pelas BPCV em diretos e

indiretos. De acordo com o autor, os beneficios diretos estdo relacionados a maior



disponibilidade de nutrientes, a FBN, producdo de horménios promotores de
crescimento e solubilizacdo de fosfatos. Os indiretos sdo o maior controle bioldgico por
competicdo por nutrientes, resisténcia a doencas e producdo de substancias que captam
o ferro, os siderdforos. Além disso, Itzigsohn et al. (2000) ndo observaram impactos

negativos ao meio ambiente com a inoculacdo destes microrganismos nas pastagens.

Okon & Vandeleyden (1997) copilaram dados de 22 anos de experimentos com
inoculagdo a campo e concluiram que as BPCV promoveram ganhos em diversas
gramineas em diferentes condi¢cBes ambientais. Os autores ainda destacaram que 0s
ganhos estdo além da FBN, modificando também a producdo de raizes e,
consequentemente, a superficie de absorcao e volume de solo explorado. Fallik & Okon
(1996) também observaram acréscimo na matéria seca e maior crescimento panicular

em plantas de Setaria italica cultivadas em vasos e inoculadas com A. brasilense.

Brasil et al. (2005) ao estudarem os efeitos da inoculacdo de bactérias
diazotroficas em gramineas forrageiras nativas do Pantanal, constataram que os efeitos
advindos da inoculacdo se tornaram notaveis aos 60 e 90 dias de cultivo. Os autores
também verificaram que a associacdo de A. brasilense e A. lipoferum proporcionou
maior producdo de matéria seca da parte aérea, raiz e acumulo de N. Itzigsohn et al.
(2000) avaliando o efeito da inoculacdo de A. brasilense em pastagem natural também

constataram maior producdo de matéria seca da pastagem em relacao ao controle.

Reis Junior et al. (2008) observaram que a inoculacdo favoreceu a producéo
simultanea de matéria seca da parte aérea e raiz, e maiores teores de P e N nas folhas,
em razdo da maior eficiéncia de uso desses nutrientes. Essa maior taxa de acumulo de
matéria seca esta relacionada possivelmente como o aumento da atividade das enzimas
fotossintéticas e de assimilacdo de N (HUNGRIA et al., 2010).

Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira et al. (2007), os quais
também verificaram aumento na producdo de matéria seca do capim-marandu com a
inoculagdo. Os autores apontaram a inoculacdo como alternativa sustentavel para

aumentar a producéo forrageira.

Fiori et al. (2010) também constataram a eficacia da inoculacdo com BPCV no
aumento na produtividade de gramineas. Bashan et al. (2004) justificaram essa maior
produtividade em funcdo da excrecdo de hormonios vegetais essenciais para 0

crescimento que melhoram a absor¢ao de macro e micronutrientes.



Guimardes et al. (2011) encontraram incrementos de 9% no numero de folhas e
12% no namero de perfilhos por planta no capim-marandu inoculado com Azospirillum.
Esses autores ndo observaram diferencas na altura das plantas inoculadas quando
compradas aquelas adubadas com N.

De acordo com Alves et al. (2009), a contribuicdo do N proveniente da FBN
pelas bactérias diazotréfica pode variar de 10 a 42%. No entanto, Quesada (2001)
verificou contribuicdo da FBN no P. purpureum acima de 50% na época das aguas.
Ficagna & Gai (2012) ao compararem o efeito do N e do inoculante de gramineas nos
teores de proteina bruta (PB) e MS em Tifton 85, observaram aumento na PB apds 60

dias de aplicacio na dose de 300 ml ha™.

Neste contexto, as bactérias promotoras do crescimento vém ao encontro da
necessidade de aliar a producdo animal com a conservacao ambiental. Isso denota, que o
interesse pela biotecnologia do solo tende a aumentar, pois €, em grande parte,

responsavel pela conservacdo, fertilidade do solo e nutri¢do da planta.

Porém, Voguel et al. (2014) apontaram a necessidade de mais estudos sobre os
mecanismos e efeitos da inoculagdo sobre a MS, teor de N e altura da planta, em
especial no que se refere a area foliar e PB, a fim de que possam ser realizadas
recomendacdes a respeito de seu uso aliada a adubacdo nitrogenada. Existe ainda uma
escassez de dados conclusivos que indiquem se os efeitos da inoculacdo séo decorrentes
da FBN ou se s&o efeitos hormonais.

1.3.1. Azospirillum spp.

Esse género de BPCV foi identificado pela Dr.2 Johana Dobereiner e, ganharam
destaque na deécada de 1970 por meio da capacidade de fixar biologicamente o
nitrogénio atmosférico. Em razdo da aptiddo de fixar nitrogénio em vida livre, essa
bactéria foi denominada de Azospirillum (TARRAND et al., 1978). Esse género
apresenta grande distribuicdo geogréafica, sendo encontrado em regides de clima
temperado e tropical (PATRIQUIN et al., 1983).

As bactérias do género Azospirillum sdo Gram-negativas, em forma de
bastonete, com movimento ativo, com diametro entre 0,8 a 2 ym ¢ 2 a 4 um de
comprimento e com gréanulos intracelulares de poli-hidroxiburitrato (DOBBELAERE et

al., 2002). De acordo com Dobereiner et al. (1995), essas bactérias sdo estritamente



aerobias, quando supridas com fontes de nitrogenadas, ou microaerofilicas quando em
ambiente livre de N disponivel, quando necessitam realizar a FBN. Os autores ainda
observaram que para promover um ambiente microaerofilo as bactérias em meio
semissdlido produzem uma pelicula delgada em forma de véu, com concentragdo de
oxigénio essencial para a fixagdo do nitrogénio e para iniciar seu crescimento, mas ndo

o suficiente para oxidar a nitrogenase.

O Azospirillum possui um metabolismo de carbono e nitrogénio flexivel que
aumenta a competitividade para a colonizacdo da rizosfera (TRENTINI, 2010) e s&o
denominados diazotrofos endofiticos facultativos, por colonizar tanto o interior quanto a
superficie das raizes (Dobereiner & Baldani, 1982). A colonizacdo ocorre
principalmente na zona de elongacéo e pelos radiculares (DOBBELAERE et al., 2002).
No solo, estdo localizadas no mucigel presente na rizosfera, caracterizando uma
colonizacdo externa. J& na colonizacdo interna, as células alojam-se nos espacos

intercelulares das raizes.

Segundo Eckert et al. (2001) essa bactéria apresenta alta competitividade durante
0s estagios de colonizacdo e utiliza para seu metabolismo fontes de nitrogénio com
amoOnia, nitrato, nitrito, nitrogénio molecular e aminoacidos e sua temperatura étima de
desenvolvimento varia entre 28 e 41°C. As fontes de carbono preferidas sdo acidos

organicos, como malato, piruvato e succinato, e uma preferéncia aparente por frutose.

Atualmente, existem 17 espécies de Azospirillum descritas, sendo 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. Contudo, as espécies mais pesquisadas séo A. lipoferum e A.
brasilense, geralmente encontradas em regifes tropicais associadas com gramineas e
forrageiras (ZAMBRANO et al. 2007). Dobereiner (1992) relatou que nem todas as
espécies podem ser encontradas colonizando plantas em diferentes localidades. O A.

amazonense, por exemplo, s6 foi isolado no Brasil.

O Azospirillum brasilense apresenta ampla distribuicdo nos solos tropicais e
subtropicais e contribuiu na sua difusdo e uso em estudos e pesquisas (REIS et al.,
2000). Os ensaios comprovaram que essa bactéria promove o crescimento vegetal e,
consequentemente, o aumento da produtividade (HARTMANN & BALDINI, 2006).



Segundo Dobereiner (1977) o A. brasilense exibe resultados satisfatorios quando

associado as plantas da familia Poaceae como milho, aveia, trigo e arroz.

O Azospirillum ssp. atua por diferentes mecanismos de promogao de crescimento
de plantas. A producao de reguladores vegetais € um dos principais mecanismos, pois
altera o crescimento das plantas, modificando a morfologia das raizes e, assim
maximizando a exploracdo do solo, que por sua vez eleva o processo da reducao
assimilatoria de nitrato disponivel no solo e da fixacdo bioldgica do N, (BODDEY et
al., 1986; BASHAN; HOLGUIN, 1997; INIGUEZ et al., 2004).

Outro modo de acdo do Azospirillum ocorre pela reducdo do NO3 nas raizes,
que promove o crescimento vegetal, em funcdo do menor gasto energético das plantas
para reduzir o nitrato até amonia, sendo essa energia alocada em outros processos Vitais.
Ja Machado et al. (1998) verificaram que essas bactérias podem influenciar a atividade
da glutamina sintetase em raizes de plantas de milho. Segundo Unno et al. (2006) a
glutamina sintetase € extremamente importante no processo de incorporacdo do
nitrogénio, sendo essencial para as plantas expressarem todo seu potencial produtivo. O
Azospirillum pode atuar indiretamente nas plantas, protegendo e reduzindo a infeccéo de
fungos ou outros patdgenos do solo, através de varios mecanismos, tais como a

producdo de sideroforos, quitinases, glucanases e antibiose.

O aumento do sistema radicular também € um dos mecanismos que podem
resultar em maior absorcdo de minerais e de dgua. Esse aumento no sistema radicular é
provocado pela producdo de substancias promotoras do crescimento radicular (OKON
& LABANDERA-GONZALEZ, 1994). O principal hormonio produzido é a auxina,
especificamente o &cido 3-indolacético (AIA) (CROZIER et al., 1988).

As estirpes de Azospirillum também produzem outros compostos inddlicos,
citoquininas e giberilinas (CACCIARI et al., 1989; BOTTINI et al., 1989). Segundo
Lambrecht et al. (2000) existem pelo menos trés vias biossintéticas para a producéo de
AIlA em Azospirillum, sendo duas dependentes de triptofano: via indole-3-acetamida

(IAM) e o indole-3-piruvato (IpyA), e a tltima que ndo depende do triptofano.

O écido 3-indolacético é a principal auxina produzida pelo Azospirillum
(MEHNAZ, 2015). Contudo, existem alguns relatos que afirmam que o acido 3-
inodolbutirico também ¢é secretado (COUILLEROT et al., 2013). Madhaiyan et al.

(2010) verificaram que em meio de cultura, o A. brasilense produziu acido 3-
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indolacétido e, quando inoculado em sementes de tomate e pimentdo vermelho, o
comprimento de raiz foi de 9,68 e 6,76 c¢cm, enquanto 0s tratamentos controles
apresentaram 7,21 e 6,20 cm, respectivamente. Os autores ainda observaram que o
Azospirillum promoveu aumento na parte aérea dessas plantas, ratificando a capacidade

de promocéo de crescimento das plantas.

A sintese de fitormonios pelo A. brasilense pode ser diferente em cada estirpe.
Assim, ficou perceptivel que a estirpe 42 M produziu maiores niveis de AIA em relacéo
asp7, Cd, Az39, 40 e 42 (DI SALVO et al., 2014). O AlA tem a capacidade de alterar a
fotossintese, a biossintese de alguns metabolitos e de outros fitohorménios, como a
citocininas e giberilinas (ILYAS & BANO, 2010). As citocininas nas plantas regulam a
divisdo celular e formagdo de novos tecidos na parte aérea e raiz (SPAEPEN et al.
2009).

Estirpes de Azospirillum podem secretar acido abscisico, que esta relacionado a
mecanismos e defesa a estresse hidrico em plantas (COHEN et al., 2015). O acido
abscisico € um fitorménios que induz resposta ao estresse hidrico, ambiental e salino
(BAUER et al., 2013). Cohen et al. (2009) inocularam A. lipoferumem em plantas de
milho e verificaram elevados niveis de &cido abscisico, aumentando a toleréncia das
plantas a seca. Segundo esses autores, essa tolerancia ao estresse ambiental
proporcionado pelo Azospirillum pode ser relacionada ao acido abscisico e também com
a prolinas e poliaminas. As poliaminas (cadaverina, espermina e espermidina) s&o
polimeros organicos que estdo associados com o crescimento radicular e supressao de
estresses nas plantas (GRUPTA et al., 2013).

Ao inocular mudas de arroz com A. brasilense, Cassan et al. (2009) constataram
que a producdo de cadaverina aumentou o crescimento da raiz e reduziu o estresse
osmotico. Em milho inoculado com A. brasilense, Rodriguez-Salazar et al. (2009)
observaram maior resisténcia a seca e maior producdo de biomassa nas plantas

inoculadas.

1.3.2. Pseudomonas spp.

O género Pseudonomas pertence a Familia Pseudomonadaceae, caracterizadas
como bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, com flagelos, totalizando dez espécies
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conhecidas. Entre as bactérias promotoras do crescimento vegetal, o género
Pseudomonas spp. detém maior volume de relatos, pela sua ampla distribuicdo e
ocorréncia natural em diferentes regides. A sua habilidade de colonizar diferentes
ambientes esta relacionada a versatilidade nutricional e a diversidade de metabdlitos
produzidos, como antibidticos, sideréforos e hormonios de crescimento vegetal. As
espéecies de Pseudomonas mais relevantes para a agricultura sdo P. fluorescens e P.
putida, que ratificaram a eficiéncia desse género no desenvolvimento e produtividade de
plantas (SOTTERO, 2003).

A Pseudomonas fluorescens foi reconhecida pela sua capacidade de estimular o
crescimento vegetal. Apresenta-se em forma de bastonetes e necessita de oxigénio para
sobreviver, além de possuir em sua extremidade varios flagelos que permitem a sua
locomocdo no solo. Nas plantas, atuam como inibidores de patdgenos, na solubilizacao
dos fosfatos e na producdo de horménios de crescimento (COELHO et al., 2007). Para
Naik et al. (2008) as Pseudomonas sdo um dos mais importantes grupos de bactérias
promotoras do crescimento vegetal por suas caracteristicas multifuncionais e
potencialidade para a producéo de inoculantes comerciais.

Segundo Duijff et al. (1997) a P. fluorescens pode ser inoculada para elevar o
fosforo (P) disponivel para as plantas, por meio da mineralizacdo de fosfatos organicos
pela liberacdo de fosfatases ou solubilizacdo de fosfatos inorganicos, por meio dos
acidos organicos. Vyas & Gulati (2009) observaram que cada estirpe de Pseudomonas
secretam diferentes quantidades de acidos organicos, influenciando diretamente na
solubilizacdo de fosfato e promocéo de crescimento.

Hunter et al. (2014), ao inocularem a estirpe ANP15 de P. fluorescens em trigo,
verificaram maior germinacdo das sementes e producdo de massa seca das plantas
inoculadas. Avaliando o efeito da inoculacdo de Pseudomonas em milho, Cardoso et al.
(2008) constataram maior altura de plantas proporcionada pela inoculagdo dessa
bactéria. Chaves et al. (2013) verificaram maior eficiéncia do superfosfato triplo na
cultura do milho quando associado a inoculagdo com P. fluorescens. Esses autores
observaram ainda que a inoculagéo dessa bactéria com fosfato natural reativo aumentou
o teor de fésforo nas folhas de milho. Zamariolli (2016) notou que a capacidade de
solubilizacdo de fosfatos com P. fluorescens é maior nas fontes de fosforo menos

sollveis, sendo uma alternativa sustentavel para melhorar eficiéncia dessa fonte de P.
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Benizri et al. (1997) observaram maior producdo de AIA ao inocular P.
fluorescens em sementes de milho e, consequentemente maior produtividade. Diversos
trabalhos ja relataram os benéficos da inoculacdo de P. fluorescens no milho
(ANDREOTTI et al., 2008; BALDOTTO et al., 2012). No entanto, ainda séo escassos

os resultados do uso desse género de bactéria em plantas forrageiras.

1.3.3. Pantoea spp.

O género Pantoea spp. compreende bactérias Gram-negativas, pertence a
Familia Enterobacteriaceae e suas espécies sao denominadas como heterogéneas
(FENG et al., 2003; MEGIAS et al., 2016). Podem ser encontradas em diversos
ambientes: solo, agua, insetos, humanos e vegetais (MOSSO et al., 1994; YEUNG et
al., 1998; CHAMPS et al., 2000; DILLON et al., 2001). Foi relatada a ocorréncia de
Pantoea spp. associada a diversas plantas de interesse agricola tais como: milho
(MCINROY & KLOEPPER, 1995), eucalipto (PROCOPIO, 2004), soja
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004) e, recentemente, em arroz (MEGIAS et al., 2016;
MEGIAS et al., 2017). Por causa da baixa especificidade quanto a plantas hospedeiras,

esse género tem sido amplamente explorado na agricultura.

Estirpes de Pantoea foram observadas em associa¢do endofitica em cana-de-
acucar, propiciando a promocao do crescimento vegetal e maior rendimento da cultura
(QUECINE, 2010). Também em cana-de-acUcar, Loiret et al. (2009) constataram
maiores teores de aminoacidos pela inoculacdo de Pantoea spp. e relacionaram esse
aumento com a fixacao bioldgica de N. Resultados obtidos por Tsavkelova et al. (2007)
mostram a potencialidade de estirpes de P. ananatis na producgéo de fitohormdnios e na
fixacdo biologica de nitrogénio.

Estudando o efeito da inoculacdo de Pantoea spp. em Raphanus sativus L.
(Rabanete), Elvia et al. (2008) verificaram alta solubilizagc&o de P e maior concentracdo
desse nutriente nos tecidos foliares. Por outro lado, Kang et al. (2008) ao inocular

pimentas com P. ananatis observaram maior crescimento e resisténcia a patogenos.

Dastager et al. (2009) isolaram a estirpe N11-186 do género Pantoea dos solos de
Gath, na India e, caracterizaram esse isolado como promissor por sintetizar grandes
guantidades de AIA. Megias et al. (2016) isolaram uma nova estirpe de P. ananatis em

arrozais, localizados no sul da Espanha e denominaram AMG521. Essa estirpe
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apresentou caracteristicas importantes, como a capacidade de sintetizar sideroforos,
AlA e de solubilizar fosfatos in vitro. No arroz, essa estirpe elevou significativamente o
crescimento da planta e o rendimento da cultura. Apesar dos beneficios oriundos da
inoculacdo desse género de bactérias, ainda ndo existe relatados em gramineas

forrageiras tropicais.

1.4. Adubacéo nitrogenada

Para elevar a competividade da producdo de ruminantes a pasto, a fertilizacdo
nitrogenada tem assumido posicdo de destaque. O nitrogénio quando adicionado ao
solo, eleva a producdo de matéria seca das plantas, a disponibilidade de forragem e,
consequentemente, a capacidade de suporte. Em pastagens tropicais, a recomendagéo de
dose de nitrogénio tem sido de 50 até 500 kg ha™ ano™, usualmente, é aconselhado a

aplicacdo de dose anual minima de 50 kg ha™, para evitar a degradacéo da pastagem.

Segundo Trivelin et al. (1994), a eficiéncia bioecondbmica da adubacao
nitrogenada em pastagem depende da interacdo entre a eficiéncia de converséo do N-
fertilizante em forragem (kg de matéria seca/kg de N aplicado), da eficiéncia com que a
forragem € consumida pelo animal (eficiéncia de pastejo) e da eficiéncia com que a

forragem é convertida em produto animal (kg de matéria seca/kg de carne produzida).

Existem varias fontes de nitrogénio que podem ser usadas em pastagens, as mais
comuns séo a ureia (44 a 46% N), o sulfato de aménio (20 a 21% N) e o nitrato de
amonio (32 a 33% N). A ureia tem como vantagem menor custo por quilograma de
nitrogénio, mas comumente, mostra maior perda de N por volatilizacdo, apresenta alta
concentracdo de N, € de facil manipulacéo e causa menor acidificacdo no solo, o que a
torna potencialmente superior as outras fontes, do ponto de vista econdmico
(PRIMAVESI et al., 2004). Porem, a ureia, por ser mais sujeita a perda por
volatilizagdo, tem resultado em eficiéncia média equivalente a 88% da obtida com

sulfato de aménio ou nitrato de aménio (Martha Junior et al., 2004).

Dourado et al. (2009), avaliando as caracteristicas estruturais do capim-piata
submetido a doses de nitrogénio, verificaram que as doses de nitrogénio influenciaram a
altura das plantas, densidade de perfilhos e o indice de area foliar, afetando
positivamente todas as caracteristicas estruturais do capim-piatd. O sistema radicular

das gramineas forrageiras também € beneficiado pelo suprimento de nitrogénio, com
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aumento da producdo de massa de raizes, do comprimento e da superficie das raizes
dessas plantas (ARTUR, 2010).

1.4.1. Associacdo entre bactérias promotoras do crescimento vegetal e adubacao
nitrogenada
A fixacdo bioldgica de nitrogénio em gramineas ndo é tdo eficiente como em
leguminosas. Para Okon & Labandera-Gonzales (1994), a FBN em gramineas pode
adicionar ao sistema até 40 kg ha” ano™ de N, uma quantidade abaixo da necesséria.
Costa et al. (2008) recomendaram para o género Urochloa adubacdo nitrogenada
variando de 100 a 300 kg ha™ ano™ de N, em funcéo da exigéncia da cultivar quanto a

fertilidade do solo.

Assim, fica evidente a necessidade de complementar a quantidade de N para as
gramineas via fertilizante mineral. Contudo, os resultados encontrados na literatura sdo
contraditérios, uma vez que a associacdo dessas tecnologias pode ser competitiva ou
aditiva, dependendo da dose de N-fertilizante, da estirpe e da planta. A associacéo entre
40 kg N ha™ e a inoculagdo com A. brasilense estirpes Ab-V/5 e Ab-V6 em trés distintas
regibes do Brasil, resultou em maiores rendimentos na biomassa de forragens de

Urochloa spp. (Hungria et al. 2016).

Dartora et al. (2013) ndo verificaram interacdo entre o N-fertilizante e a
inoculacéo (A. brasilense e Herbaspirillum seropedicae) na cultura do milho. O mesmo
foi observado por Lana et al. (2012), ao estudarem as respostas do milho a inoculagédo
com Azospirillum em conjunto com a adubagdo nitrogenada. Avaliando a inoculagéo de
Azospirillum brasilense associado ao N-fertilizante (150 kg ha™ de N) em milho,
Tagliari (2014) ndo observou efeito da inoculacdo associada ou ndo a adubacgéo

nitrogenada no desenvolvimento da cultura.

Contudo, Gosal et al. (2012) descreveram que em cana-de-aglicar 0 uso de
inoculante promoveu maior acumulo de biomassa quando combinada com N-
fertilizante. Girio et al. (2015), ao observar o0 uso de BPCV e adubacéo nitrogenada em
cana-de-agucar, também constataram que essa associacdo beneficiou o crescimento

inicial da parte aérea.
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1.4.2. Teor de clorofila

Clorofila € a denominacdo dada a um grupo de pigmentos fotossintéticos
elaborados nos cloroplastos das folhas e outros tecidos, conferindo as plantas a cor
verde. Os receptores de radiacdo da fotossintese sdo as clorofilas, com méaximos de
absorcéo na faixa do vermelho e do azul, bem como os pigmentos acessorios (caroteno
e xantofila) com absorcao no azul e no Ultravioleta. A absorcdo da radiacdo depende em
grande parte da concentragdo da clorofila, que em condi¢des de forte radicdo, pode se
tornar o fator limitante par o processo fotoquimico (LARCHER, 2000).

Em resumo, a clorofila absorve a luz solar e utiliza a energia para a producéo de
carboidratos a partir de gas carbbnico (CO,) e agua, sendo o processo denominado
fotossintese. O teor de clorofila pode ser utilizado para predizer o estado nutricional de
nitrogénio nas plantas, pela correlagdo existente entre esse pigmento e o teor de N na
planta. Segundo Larcher (2000), a capacidade fotossintética é otimizada com a maior
disponibilidade de nitrogénio, uma vez que esse nutriente € o principal constituinte da

molécula de clorofila.

Segundo Malavolta et al. (1997), o medidor de clorofila SPAD tem sido
amplamente utilizado para estimar a concentracdo de nitrogénio nas folhas. Em plantas
forrageiras, em especial gendtipos de festuca, Kantety et al. (1996) observaram relacao

quadrética entre a leitura SPAD e doses de nitrogénio que foram aplicadas a forragem.

Paulino et al. (1998) concluiram que a leitura de SPAD de clorofila pode indicar
deficiéncias de nitrogénio nas plantas forrageiras. Em Panicum maximum esses autores
verificaram que teores de clorofila abaixo de 38 unidades de SPAD sdo indicativos de
deficiéncia de N. Em U. decumbens cultivada em casa de vegetagdo, observou-se que o
teor estimado de clorofila em condicdo de deficiéncia de nitrogénio variou de 17 a 23
unidades SPAD e de 50 a 52 unidades para doses de nitrogénio acima de 300 mg L™.
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Il. HIPOTESE E OBJETIVOS GERAIS

Hipotese

Sementes de braquiérias inoculadas com bactérias promotoras do crescimento
vegetal e associadas a adubacgéo nitrogenada, possibilita a obtencdo de elevada producéo

de massa de forragem e valor nutritivo.

Objetivos gerais

o Avaliar caracteristicas morfogénicas e estruturais de Urochloa brizantha cv.
Xaraés, Urochloa ruzizienses e Urochloa brizantha cv. BRS Paiagués, inoculadas
com bactérias promotoras do crescimento vegetal associadas a adubacdo
nitrogenada.

o Avaliar a massa de forragem, massa de raizes, concentracdo de proteina bruta e
digestibilidade da matéria seca de Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas,
inoculada com bactérias promotoras do crescimento vegetal associada a adubacéo

nitrogenada.
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I1l.  CARACTERISTICAS MORFOGENICAS E ESTRUTURAIS DE
UROCHLOA spp. EM FUNCAO DA INOCULACAO COM BACTERIAS
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL E DA ADUBACAO
NITROGENANDA!

! Artigo escrito nas normas da revista Applied Soil Ecology

Resumo O manejo incorreto das pastagens € o principal problema da pecuaria
brasileira, sendo a recuperacdo da fertilidade do solo um fator determinante para a
recuperagdo dos solos. Nesse contexto e em sintonia com a adogdo de tecnologias
sustentaveis, 0 uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) pode
representar uma alternativa complementar ao uso de fertilizantes quimicos, reduzindo
custos e impactos ambientais. Neste estudo, foram avaliadas caracteristicas
morfogénicas e estruturais em trés genotipos de braquiaria (Urochloa spp.), género que
compde a maior parte das pastagens degradadas no Brasil, inoculadas com cinco BPCV
(Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB 03 e ET76 e
Pantoea ananatis AMG521) e diferentes doses de N-fertilizante (zero, 50 e 100 kg N
ha), em vasos com solo arenoso, sob condices de casa de vegetacdo. De modo geral,
para U. brizantha cv. BRS Paiagués e Xaraés, os melhores desempenhos foram obtidos
com as estirpes CCTB 03 e AMG521, nos parametros de taxa de alongamento foliar e
do caule e nimero de perfis basais. Para U. ruziziensis, o melhor desempenho foi em
relacdo a duracgdo e taxa de renovagdo das folhas e de senescéncia foliar, favorecidos
pelas estirpes AMG521, Ab-V5 e Ab-V6, indicando especificidade de estirpes com 0s
genotipos de braquiarias. Verificou-se, também, diferenga na interacéo entre BPCV e a
adubacdo nitrogenada, pois em U. brizantha os efeitos foram aditivos, enquanto em U.
ruziziensis foram competitivas. Os resultados indicam viabilidade de inoculacdo de
braquiarias com estirpes elite de BPCV, com impactos positivos na producdo de

biomassa forrageira, com reducao de N-fertilizante.

Palavras-chave: alongamento foliar, mitigacdo de carbono, N-mineral, perfilhamento,

rizobacteérias, sustentabilidade em pastagem
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MORPHOGENETIC AND STRUCTURAL CHARACTERISTICS OF UROCHLOA
ssp. IN FUNCTION OF INOCULATION WITH PLANT GROWTH-PROMOTING
BACTERIA AND NITROGEN FERTILIZATION

Abstract The incorrect management of pastures is the main problem of the Brazilian
livestock, being the soil fertility recovery a determinant factor for the soils recovery. In
this context and in line with the adoption of sustainable technologies, the use of plant
growth promoting bacteria (PGPB) may represent a complementary alternative to the
use of chemical fertilizers, reducing costs and environmental impacts. In this study
morphogenetic and structural characteristics were evaluated in three brachiaria
genotyps (Urochloa spp.), genus that composes the most degraded pastures in Brazil,
inoculated with Five PGPB (Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6, Pseudomonas
fluorescens CCTB 03 and ET76 and Pantoea ananatis AMG521) and different doses of
N-fertilizer (0, 50 and 100 kg ha™ N), in pots filled with sandy soil, under greenhouse
conditions. In a general way, for U. brizantha cv. BRS Paiagués and Xaraés, the best
performances were obtained with the strains CCTB03 and AMG521, for the parameters
of leaf elongation rate and stem and number of basal profiles. For U. ruziziensis, the
best performance was in relation to the duration and rate of renewal of leaves and leaf
senescence, favored by the strains AMG521, AbV5 and Ab-V6, indicating strains
specificity with the brachiarias genotypes. There was also differences in the interaction
between PGPB and nitrogen fertilization, because in U. brizantha the effects were
additives, while in U. ruziziensis they were competitive. The results indicate the
feasibility of inoculation of Urochloa with PGPB elite strains, with positive impacts on
the forage biomass production, with reduction of N-fertilizer.

Key words: leaf elongation, carbon mitigation, N-mineral, tillering, rhizobacteria,

sustainability in pasture

1. Introducéo

O manejo incorreto das pastagens é o principal problema da pecuéria brasileira.
Pastagens mal manejadas e estabelecidas em solos de baixa fertilidade resultam em
menor taxa de lotacdo, menor ganho de peso, menor biomassa de forragem e maiores

chances de degradacao. O cenario é particularmente preocupante em areas degradadas
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ocupadas com pastagens, estimando-se que ocupem, aproximadamente, 126 milhGes de
hectares no Brasil (Dias-Filho, 2014). Neste contexto, € essencial a adocdo de
estratégias ambientalmente sustentaveis, mas que maximizem a produgdo de massa de
forragem.

A correcdo do solo e o fornecimento de nutrientes as plantas, em especial o
nitrogénio (N), sdo fatores determinantes para a recuperacdo da produtividade de uma
pastagem (Hungria et al., 2016). No entanto, o fornecimento de nutrientes via adubacao
mineral tem sido alvo de discussdo, estando associado a varios relatos de impactos
ambientais negativos, como a eutrofizacdo de aguas (rios, lagos, subterraneas) e a
emissdo de gases de efeito estufa (GEE) (Ormefio-Orrillo et al., 2013; Sa et al., 2017).

A conscientizacdo da importancia de adocdo de tecnologias sustentaveis vem
crescendo na agricultura, com grande destaque para 0 uso de bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV). Essas bactérias promovem o crescimento das plantas por
meio de varios mecanismos, incluindo a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), a
producdo de fitohormdnios, a inducdo de tolerdncia a estresses bioticos e abioticos, que
podem, inclusive, agir em combinagdo (Bashan & Bashan 2010; Hungria et al., 2010;
Bashan et al., 2014). As BPCV mais estudadas tém sido os rizobios, no caso da FBN
com leguminosas e, no caso de gramineas, bactérias do género Azospirillum. Contudo,
Brasil, ainda h& poucos estudos sobre BPCV em gramineas forrageiras.

Outro fator determinante para o éxito das pastagens é o entendimento dos
mecanismos morfofisioldgicos e sua interacdo com o ambiente (Chapman & Lemaire,
1993). Atraveés dessas informacdes, podem-se adotar estratégias que alterem a dindmica
do actimulo de biomassa, uma vez que modificacbes na morfogénese ocasionam
mudancgas na estrutura do dossel das plantas, como tamanho das folhas, colmos e
perfilhos (Martuscello et al., 2011).

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar as caracteristicas
morfogénicas e estruturais (taxa de alongamento de folhas, taxa de alongamento de
colmos, taxa de aparecimento de folhas, filocrono, duracdo de vida das folhas, nimero
de folhas vivas, taxa de senescéncia foliar e nimero de perfilhos basais) de trés
gendtipos de braquiérias, inoculadas com diferentes BPCV e adubadas com diferentes
niveis de N-fertilizante.

2. Material e Métodos
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2.1. Estabelecimento e conduc¢do dos ensaios

O experimento foi desenvolvido no setor de ambientes protegidos, em estufa
agricola, no Centro Técnico de Irrigagdo da Universidade Estadual de Maringd, em
Maringé4 - PR, no periodo de outubro de 2015 a outubro de 2016. Os tratamentos
consistiram de cinco bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV):
Azospirillum brasilense Ab-V5 (=CNPSo 2083), Azospirillum brasilense Ab-V6
(=CNPSo 2084), Pseudomonas fluorescens CCTB 03 (=CNPSo 2719); Pseudomonas
fluorescens ET76 (=CNPSo 2799) e Pantoea ananatis AMG521 (=CNPSo 2798) e um
controle ndo inoculado. Cada tratamento inoculado foi estudado em combinacdo com
trés doses de nitrogénio (zero, 50 e 100 kg ha™ N), usando-se ureia. As estirpes estdo
depositadas na “Colecdo 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 provenientes de programas de selecdo de BPCV da Embrapa
Soja ([Ab-V5 e Ab-V6, selecionadas no Brasil, inicialmente para as culturas do milho
(Zea mays) e do trigo (Triticum aestivum) (Hungria et al., 2010)]; da empresa Total
Biotecnologia (CCTB 03); da Universidade de Sevilha (ET 76, isolada no Marrocos,
Aaarab et al., 2016); AMG 521, isolada na Espanha, (Megias et al., 2016). Os
tratamentos foram avaliados em trés genétipos de braquidrias: capim-xaraés (Urochloa
brizantha (Hochst.) Stapf. cv. Xaraés); capim-paiaguas (Urochloa brizantha cv. BRS
Paiaguéas) e capim-ruziziensis (Urochloa ruziziensis [Germain e Evrard]). O ensaio foi
conduzido em um esquema fatorial 6 x 3, com 4 repeticdes, totalizando 72 unidades
experimentais para cada uma das trés forrageiras.

Os ensaios foram conduzidos em vasos de 15 kg de capacidade, que foram
preenchidos com 15 kg de solo Arenito Caiua, Latossolo Vermelho distrofico, de classe
textural franco-areno-argilosa com as seguintes caracteristicas quimicas: pH = 4,7; Ca =
1,0 cmole dm™; Mg = 0,5 cmol, dm™; Al = 0,1 cmol, dm™; P (Mehlich) = 5,0 mg dm;
K = 0,16 cmol. dm™; V = 31,56%; M.O.= 2,1%. Em todos os vasos foram aplicados o
equivalente a 20 kg ha™ de N (ureia 45% N), 42,5 kg ha™ de K,O (cloreto de potéssio
48% K,0) e 84 kg ha™ de P,Os (superfosfato simples 18% P,Os), incorporados ao solo
no momento da semeadura.

Os indculos das bactérias foram preparados em meio liquido especifico para cada

bactéria e, no momento da semeadura, ajustados para a concentracéo final de 102 células
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mL™. Foram misturados 15 mL de cada inéculo por kg de sementes, deixando-se secar &
sombra por 30 minutos. Foram semeadas 10 sementes por vaso de cada espécie
forrageira e, uma semana apds a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste,
deixando-se cinco plantas por vaso.

Imediatamente apds o desbaste iniciou-se a aplicacdo de N-fertilizante, nos
tratamentos correspondentes a 100 kg ha™ de N e 50 kg ha™ de N. Para 100 kg ha™* de N
foram adicionados 0,75 g vaso™ de N (1,67 g vaso™ de ureia) e, para 50 kg ha™ de N,
0,375 g vaso™ de N (0,83 g vaso™ de ureia), parceladas em duas doses e incorporadas no
solo do vaso. Metade da dose foi aplicada logo ap6s o desbaste, e a outra metade ap6s
28 dias.

As plantas foram irrigadas diariamente, através de irrigacdo automatizada,
programada trés vezes ao dia em dias com temperaturas amenas e quatro vezes ao dia
em dias com altas temperaturas com agua destilada esterilizada durante dois minutos
cada, para atingir a capacidade de campo. Foram anotados os dados de temperatura

maxima e minima na estufa durante o periodo de estudo (Figura 1).

8T°C Max %T°C Min

Figura 1. Temperatura maxima (T°C Méax) e minima (T°C Min) durante o periodo

experimental

2.2. Avaliac0es realizadas
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Quando as plantas atingiram, em média, 35 cm de altura, procedeu-se o corte da
parte aérea, deixando-se o residuo de 15 cm. As medicOes de altura foram realizadas
trés vezes por semana, com auxilio de uma régua milimetrada. O primeiro corte ocorreu
dia 04 de janeiro de 2016, o segundo corte 20 de janeiro de 2016, o terceiro 09 de
fevereiro de 2016, o quarto 05 de marco de 2016, o quinto corte 20 de abril de 2016, o
sexto corte dia 03 de junho de 2016 e o corte final dia 30 de setembro de 2016 (Figura
1).

Para a caracterizagdo morfogénica foram demarcados dois perfilhos vaso™,
diferidos por fios de arame colorido. Com auxilio de uma régua milimetrada, foram
medidos o comprimento das folhas verdes e do pseudocolmo. As mensuracGes foram
realizadas de dezembro de 2015 a outubro de 2016, duas vezes por semana durante 0s
meses de primavera e verdo e, uma vez por semana nos meses de outono e inverno,
quando os perfilhos entravam em processo de senescéncia ou morriam, eram trocados
por perfilhos novos. Nas folhas em expansdo, a mensuracdo foi realizada a partir da
ligula da dltima folha expandida como referencial. Nas folhas expandidas, foram
medidas da ligula até a ponta da folha verde. O comprimento do pseudocolmo foi obtido
medindo a distancia do solo até a ligula da folha mais jovem completamente expandida.
Também foram realizados os registros de folhas expandidas, folhas cortadas e folhas
mortas. Essas medidas foram utilizadas na determinacéo das seguintes taxas:

 Taxa de aparecimento foliar (TApF): quociente entre 0 numero de folhas por
perfilho surgidas no periodo avaliado e nimero de dias do periodo;

* Filocrono (Filo): nimero de dias em que duas folhas crescem em um mesmo
perfilho;

» Taxa de alongamento foliar (TAIF): relagdo entre o somatdrio de todo
alongamento das laminas foliares (cm) e o nimero de dias do periodo de avaliagédo
(comprimento final — comprimento inicial) / n° de dias contabilizados;

* Taxa de senescéncia de folhas (TSeF): variacdo média no comprimento da
porcédo senescente da folha, resultado do produto entre o comprimento da lamina foliar
senescente e a proporcdo de tecido senescente correspondente, observada ao longo do
periodo de avaliag&o;

* Numero de folhas vivas (NFV): contagem do numero de folhas vivas, ndo
senescentes;

* Duracdo de vida das folhas (DVF): NFV X Filo e,
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* Taxa de alongamento de colmo (TAIC): diferenca do comprimento do
pseudocolmo no final e no inicio do periodo experimental pelo nimero de dias deste
(comprimento final - comprimento inicial) / n° de dias contabilizados.

A densidade populacional de perfilhos foi obtida por meio da contagem de
perfilhos em cada vaso individualmente de dezembro de 2015 a outubro de 2016. A
contagem dos perfilhos foi realizada antes de cada corte e os perfilhos classificados em

perfilhos basais ou aéreos, de acordo com a gema que deu origem ao mesmo.

2.3. Analise estatistica

Os dados foram analisados separadamente pro forrageira, considerando-se o
fatorial de 6 tratamentos de inoculacdo x 3 niveis de N-fertilizante. As médias entre 0s
grupos controle (sem bactérias ou sem adubacdo nitrogenada) e os grupos tratados
foram comparadas utilizando o teste de Dunnet e as médias entre os tratamentos foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey. Quando foi identificado efeito da interagéo
entre os fatores, as respostas a cada tipo de bactéria foram comparadas dentro de cada
nivel de adubacdo nitrogenada. Em todas as analises estatisticas utilizou-se 0 PROC
GLM do pacote estatistico “Statistical Analisys System” — SAS V 9.2 (SAS Institute
Inc. Cary, CA), e um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Houve interacdo entre a inoculacdo com as BPCV e as doses de N-fertilizante para
TAIF e numero de perfilhos basais em U. brizantha Paiaguas (Tabela 1).

As plantas inoculadas com as bactérias P. fluorescens CCTB 03 e P. ananatis
AMG521 (na dose zero de N) apresentaram maior TAIF, propiciando aumentos
superiores a 100% no alongamento de folhas em relacdo aquelas do tratamento nédo
inoculado. N&o foram constatadas diferencas no parametro TAIF na dose de 50 kg ha™
de N. Na dose de 100 kg ha® de N, a inoculacdo com P. ananatis AMG521
proporcionou incremento de 62% em relacéo ao tratamento somente com 100 kg ha™ de
N. Na dose de 100 kg de N ha™ associada & inoculagdo com A. brasilense Ab-V6, P.
fluorescens CCTB 03 e P. fluorescens ET76, houve a elevacdo de 36, 54 e 51% da
TAIF (Tabela 1).
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Tabela 1.

Taxa de alongamento de folhas (TAIF) e ndmero de perfilhos basais do Urochloa
brizantha cv. BRS Paiagués inoculada com bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) sob diferentes doses de N-fertilizante.

Bactérias promotoras do crescimento vegetal

Nitrogélnio _ cv
(kg ha”) in(,,\(l;i?ad A. brasilense  A. brasilense P. fluorescens P. fluorescens  P. ananatis (%)
0 Ab-V5 Ab-V6 CCTB 03 ET76 AMG521
TAIF (cm dia™)
0 1,06 ¢c? 1,87 ab 1,31 bc 2,28a 1,58 ab 2,14a 28,6
50 150a 1,29a 1,24a 1,36a 151a 1,29a 20,8
100 1,77¢ 211c 2,41 ab 2,73 ab 2,67 ab 2,87a 19,9
Perfilhos basais (vaso™)
0 30,8d 31,5cd 36,4 ¢C 65,2 a 437b 63,7 a 10,1
50 38,8a 30,7¢ 32,9 be 37,2ab 35,6 ab 36,5 ab 12,9
100 33,7hb 32,0b 33,3b 36,0 ab 35,6 ab 410a 14,6

CV: coeficiente de variagdo
2 Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de diferentes letras, em cada linha, diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%.

Assim como foi verificado para o parametro de TAIF, sem N, a inocula¢do com
P. fluorescens CCTB 03 e P. ananatis AMG521 promoveu 0 maior incremento no
namero de perfilhos basais, sendo superior a 100% em relacdo aos demais tratamentos,
exceto a P. fluorescens ET76, que foi de 42%, em relacdo ao controle ndo inoculado
(Tabela 1). Na dose de 50 kg ha' de N, nio foram constatados incrementos
significativos no nimero de perfilhos basais pela inoculagdo, exceto com a inoculagéo
com A. brasilense Ab-V5, em que o nimero foi menor (Tabela 1).

Na dose de 100 kg ha® de N, a inoculacdo com a P. ananatis AMG521
proporcionou maior numero de perfilhos basais nas plantas, porém, similar as duas
estirpes de P. fluorescens. A associagdo entre Pantoea ananatis AMG521 e 100 kg ha™*
de N elevou o niimero de perfilhos basais vaso™ em 22% em relaco a essa dose de N.

Houve efeito do N-fertilizante para TApF, filocrono e DVF no capim-paiagués.
A dose de 100 kg ha™ de N proporcionou maior TApF, menor filocrono e DVF (Tabela
2).
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Tabela 2.

Taxa de alongamento de colmo (TAIC), taxa de aparecimento de folha (TApF),
filocrono (Filo), duracdo de vida das folhas (DVF), numero de folhas vivas (NFV) e
taxa de senescéncia foliar (TSeF) de Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguéds sob
diferentes doses de N-fertilizante

Pardmetros Nitrogénio (kg ha™ N)
0 50 100 CV (%)

TAIC (cm dia™) 0,73a°? 0,72a 0,84a 334
TApF (folhas dia™) 0,11b 0,10b 0,14 a*® 18,6
Filo (dias folha™) 9,98 a 10,34 a 7,49 b* 21,6
DVF (dias) 47,3 a 46,6 a 33,9 b* 17,8
NFV (namero de 487

87 a 4,70 a 4,76 a 14,1

folhas vivas perfilho™)
TSeF (cm dia™) 0,82 a 121a 0,76 a 96,9

CV: coeficiente de variagdo
2 Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de letras mindsculas diferentes, em cada linha, diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%.
® Médias de quatro repeticées e, quando seguidas de asterisco (*) diferem do tratamento nao inoculado pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

A bactéria P. fluorescens CCTB 03 propiciou as plantas a maior TAIC (Tabela
3) em relacdo aos demais tratamentos, com incremento de 62% em relacdo ao
tratamento ndo inoculado. Contudo, nas demais caracteristicas, ndo foram observadas

diferengas entre os tratamentos.

Tabela 3.

Taxa de alongamento de colmo (TAIC), taxa de aparecimento de folha (TApF),
filocrono (Filo), duracdo de vida das folhas (DVF), niumero de folhas vivas (NFV) e
taxa de senescéncia foliar (TSeF) de Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguéas inoculada
com bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV).

Bactérias promotoras do crescimento vegetal

~ A. A. P. P. P.
A Né&o . . . CcvVv
Parametros inoculado brasilense brasilense fluorescens fluorescens ananatis %)
Ab-V5 Ab-V6 CCTB 03 ET76 AMG521

TAIC (cm dia™) 062b* 0,81b 0,66 b 0,94 a*° 0,72b 0,81b 334

TApF (folhas dia™) 0,11a 0,12 a 0,11a 0,12 a 0,12 a 0,12a 18,6

Filo (dias folha™) 9,55 a 8,83 a 10,00 a 8,88 a 8,81 a 955a 21,6

DVF (dias) 45,26 a 39,62 a 43,04 a 4232 a 42,22 a 4322a 17,8

NFV (nimerodefolhas 429, 4784 4464 4,98 a 498a  467a 141
vivas perfilho™)

TSeF (cm dia™) 0,79 a 0,95 a 1,18 a 0,92 a 0,76 a 0,98a 96,9

CV: coeficiente de variagdo
# Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de letras minUsculas diferentes, em cada linha, diferem entre si pelo teste t ao nivel de 5%.
® Médias de quatro repeticées e, quando seguidas de um asterisco (*)diferem do tratamento néo inoculado pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

Para 0 capim-xaraés, observou-se interacdo entre a adubagdo nitrogenada e as
BPCV nos parametros de TAIF, TSeF e perfilhos basais (Tabela 4). Na auséncia de
adubacdo nitrogenada, as bactérias P. fluorescens ET76 e P. ananatis AMG521
promoveram incrementos de 51% e 52%, respectivamente, na TAIF em relacdo ao
tratamento ndo inoculado. As demais estirpes, P. fluorescens CCTB 03, A. brasilense
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Ab-V5 e Ab-V6 também proporcionaram alongamento de folhas superiores ao
tratamento ndo inoculado, em 48, 43 e 34%, respectivamente. Quando associadas a dose
de 50 kg ha™ de N, nenhuma estirpe promoveu incremento da TALF em relagdo ao
tratamento ndo inoculado, havendo decréscimo para a A. brasilense Ab-V6. Por fim,
usando 100 kg ha® de N, a P. fluorescens CCTB 03 proporcionou maior TAIF,
estatisticamente superior (16%) ao controle ndo inoculado e a A. brasilense Ab-V5
(18%) (Tabela 4).

Em relacdo ao TSeF na auséncia de adubo nitrogenado, destacou-se a inoculacéo
com P. fluorescens CCTB 03, que elevou a renovacao de tecidos em mais de 100% em
relacdo ao controle ndo inoculado, ndo sendo observado incremento pela inoculacao
com as demais bactérias (Tabela 4). Quando associado & aplicacéo de 50 kg ha™ de N,
nenhum tratamento diferiu do controle n&o inoculado. Por fim, na maior dose de N (100
kg ha’ de N), apenas P. fluorescens ET76 influenciou negativamente, ndo havendo

diferenca entre as demais estirpes e o tratamento ndo inoculado (Tabela 4).

Tabela 4.
Taxa de alongamento de folha (TAIF), Taxa de senescéncia foliar (TSeF) e perfilhos
basais de Urochloa brizantha cv. Xaraés, inoculada com diferentes bactérias

promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sob diferentes doses de N-fertilizante.

Bactérias promotoras do crescimento vegetal

Nitrogénio cv
boha)  som A " P. i N )
bactéria brasilense brasilense  fluorescens fluorescens ananatis
Ab-V5 Ab-V6 CCTB 03 ET76 AMG521
TAIF (cm dia™)
0 160c? 2,37 ab 2,14 b 2,29 ab 241 a 2,43 a 7,5
50 2,21 ab 1,93 bc 1,83¢c 2,25 ab 2,43 a 2,39a 11,8
100 3,11b 3,05b 3,37 ab 3,61la 3,48 ab 3,37 ab 9,5
TSeF (cm dia™)
0 0,23 bc 0,63 b 0,13 ¢ 142a 0,42 be 0,52 be 63,7
50 1,12 ab 137a 0,77b 0,75b 0,90 ab 0,55b 42,4
100 0,99 a 0,88 ab 0,91a 0,98 a 0,64 b 0,83 ab 18,9
Perfilhos basais (vaso™)
0 28,3d 27,8d 243 ¢ 40,0 b 350c 43,7 a 45
50 33,6 bc 38,3a 38,1a 34,6 bc 3l4c 35,2 ab 8,1
100 36,0 ab 32,7 ab 322b 36,8a 35,6 ab 34,9 ab 10,4

CV: coeficiente de variagdo
@ Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de diferentes letras, em cada linha, diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%.

Em relacdo ao numero de perfilhos basais do capim-xaraés, constatou-se
incremento pela inoculagdo com P. ananatis AMG521, com aumento de 54% em
relacdo ao controle ndo inoculado (Tabela 4). Incrementos significativos também foram
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observados pela inoculacdo com P. fluorescens estirpes CCTB 03 (42%) e ET76 (24%).
Na dose de 50 kg N ha™, nenhum dos tratamentos inoculado diferiu estatisticamente do
controle ndo inoculado, enquanto na dose 100 kg N ha™ houve reducéo pela inoculacio
com P. fluorescens ET76 (Tabela 4), que divergiu apenas da inoculagdo com A.
brasilense Ab-V6.

Verificaram-se diferencas entre as doses de N na TApF, filocrono, DVF e NFV
em Urochloa brizantha cv. Xaraés (Tabela 5). A dose de 50 kg ha™ de N aumentou o
filocrono, DVF e NFV em 4%, 13% e 5,5% sobre a dose zero de N, respectivamente. A
maior TApF foi proporcionada pela dose de 100 kg ha™ de N. N&o foram constatadas
diferencas entre os tratamentos de inoculagéo e o controle ndo inoculado nos parametros
de TAIC, TApF, Filo, DVF, NFV e TSeF da U. brizantha cv. Xaraés.

Tabela 5.

Taxa de alongamento de colmo (TAIC), taxa de aparecimento de folha (TApF),
filocrono (Filo), duracdo de vida das folhas (DVF), nimero de folhas vivas (NFV) e
taxa de senescéncia foliar (TSeF) em Urochloa brizantha cv. Xaraés sob diferentes

doses de N-fertilizante.

Nitrogénio (kg ha™* N)

Pardmetros 0 50 100 CV (%)

TAIC (cm dia™) 0,36a? 0,37a 0,35a 27,3
TApF (folhas dia™) 0,07b 0,06 ¢ 0,09 a*® 11,8
Filo (dias folha™) 14,90 b 15,50 a 12,70 b 10,4
DVF (dias) 58,90 b 66,70 a* 44,20 ¢ 13,0
NFy (Eﬂmero de folhas vivas 405b 427 a* 356 b 11.8
perfilho™)

TSeF (cm dia™) 1,20 a 1,27 a 1,29a 40,5

CV: coeficiente de variagdo
& Médias de quatro repeticGes e, quando seguidas de letras minGsculas diferentes, em cada linha, diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%.
® Médias de quatro repeticées e, quando seguidas de um asterisco (*) diferem do tratamento ndo inoculado pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

Verificaram-se diferencas entre as doses de N para TAIF, TAIC, TApF, Filo,
DVF, NFV e TSeF do capim-ruziziensis (Tabela 6). O tratamento com 100 kg ha™* de N
diferiu estatisticamente da dose de 0 kg ha™ de N em todos os parametros avaliados,
exceto no nimero de perfilhos basais, sendo superior em todos os parametros e inferior
no NFV. Na dose de 50 kg ha™ de N, houve superioridade apenas no parametro de TSeF

em comparacdo com a auséncia de N-fertilizante (Tabela 6).
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Taxa de alongamento de folha (TAIF), taxa de alongamento de colmo (TAIC), taxa de
aparecimento de folha (TApF), filocrono (Filo), duragdo de vida das folhas (DVF),
numero de folhas vivas (NFV), taxa de senescéncia foliar (TSeF) e perfilhos basais
(basais) de Urochloa ruziziensis sob diferentes doses de N-fertilizante.

Nitrogénio (kg ha™* N)

Pardmetros 0 50 100 CV (%)
TAIF (cm dia™) 1,71b? 1,60 b 2,21 a* 171
TAIC (cm dia™) 0,87b 0,84b 1,02 a* 19,6
TApF (folhas dia™) 0,12 b 0,12b 0,14 a* 12,1
Filo (dias folha™) 8,94 b 8,36 ab 8,00 a* 15,1
DVF (dias) 48,02 b 50,42 b 35,15 a* 19,8
:‘jlizg\(/?\fgzr:rf(:leho'l) 5,67a 6,11a 4,59 b 22,0
TSeF (cm dia™) 0,64 c 1,36 a* 0,99 b* 62,6
Basais (n° planta™) 23,50 a 24,50 a 24,30 a 17,8

CV: coeficiente de variagdo

2 Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de letras minGsculas diferentes, em cada linha, diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%.
® Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de um asterisco (*)diferem do tratamento n&o inoculado pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

Verificou-se efeito da inoculacdo com BPCV na DVF e TSeF em U. ruziziensis

(Tabela 7). A inoculagdo de A. brasilense Ab-V6 favoreceu a DVF (51,59 dias), com

incremento de 21,6% em relagdo ao tratamento ndo inoculado. Observou-se que a

inoculacdo com as bactérias A. brasilense Ab-V5 e P. ananatis AMG521 promoveu

maior TSeF, possivelmente pelo rapido desenvolvimento dos perfilhos (Tabela 7).

Tabela 7.

Taxa de alongamento de folha (TAIF), taxa de alongamento de colmo (TAIC), taxa de
aparecimento de folha (TApF), filocrono (Filo), duracdo de vida das folhas (DVF),
namero de folhas vivas (NFV), taxa de senescéncia foliar (TSeF) e perfilhos basais
(Basais) de Urochloa ruziziensis inoculada com bactérias promotoras do crescimento

vegetal (BPCV).

Bactérias promotoras do crescimento vegetal

A

A P P.

Parametros : Nalo d brasilense  brasilense fluorescens fluorescens PAI?;]grslz;tlls CO/V
inoculado - Ap-vs Ab-V6  CCTBO3l  ET76 (%)
TAIF (cm dia™) 1,75a? 1,71a 1,83a 1,88 a 1,89 a 1,99 a 17,1
TAIC (cm dia™) 0,85a 0,86 a 0,93 a 0,95a 0,90 a 0,97 a 19,6
TApF (folhas dia‘l) 0,12 a 0,12 a 0,12 a 0,12 a 0,14 a 0,13 a 12,1
Filo (dias folha'l) 8,76 a 8,49 a 8,92 a 8,49 a 7,95a 7,98 a 15,1
DVF (dias) 42,4 b 40,03b 51,59 a*"® 46,81 b 45,58 b 40,76 b 19,8
NFV (numero de
Iolhas vivas perfilhoo 5,00 a 4,85a 6,14 a 554 a 5,89 a 53la 22,0
TSeF (cm dia™) 0,48b 1,26 a* 0,86 b 0,87 b 1,15b 1,37 a* 62,6
Basais (n° planta'l) 22,40 a 23,00 a 23,10 a 25,60 a 26,00 a 24,40 a 17,8

CV: coeficiente de variagdo

2 Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de letras mindsculas diferentes, em cada linha, diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%.
® Médias de quatro repeticdes e, quando seguidas de um asterisco (*)diferem do tratamento n&o inoculado pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

4. Discussao
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Os beneficios na TAIF, TALC, TSeF, DVF e numero de perfilhos basais com a
utilizacdo das BPCV podem resultar da maior producéo de horménios de crescimento
como auxinas, citocininas e giberelinas, sintetizados por diversas dessas bactérias.
Brown (1972) verificou que os metabolitos produzidos por alguns tipos de bactérias,
como auxinas, giberelinas e seus percursores, afetavam o crescimento vegetal, uma vez
que tais substancias sdo responsaveis por diversos eventos fisiologicos, que resultam em
rapido crescimento. Segundo Taiz and Zeiger (2013), a atividade dos hormonios auxina
e giberelina pode modificar a expanséo celular, alterando a maneira como a parede é
expandida, modificando o alongamento de colmo, folhas e a duracdo de vida desses
Orgaos.

Segundo Duca et al. (2014), o crescimento vegetal acontece por meio da divisdo
e alongamento celular nas regides meristematicas, que sdo fortemente influenciados
pelas auxinas. Esse grupo hormonal estimula o alongamento celular e age no
crescimento de colmos, folhas e raizes, pela alteracdo na divisdo celular desses
componentes morfoldgicos da planta e, consequentemente, acelera o processo de
senescéncia dos mesmos, em razdo da réapida renovacdo dos tecidos. Tais fatos
justificam a maior taxa de alongamento de folhas, colmos e taxa de senescéncia
verificadas na inoculacdo de Urochloa spp.

Recentemente, foi descrita a sintese de acido indol-3-acético, (AlA), etanol-3-
indol e &cido latico-3-indol pelas estirpes de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 (Fukami et
al., 2017). Também ha relatos de sintese de AIA por P. ananatis AMG521 (Megias et
al., 2016). Segundo Pan et al. (1999), a maior producdo de horménios vegetais, em
especial o AlA, resulta em incremento no alongamento das folhas, uma vez que a maior
concentracdo desse horménio promove o crescimento e desenvolvimento de 6rgéos das
plantas. Além disso, o AIA tem a capacidade de alterar a taxa fotossintética, a
biossintese de alguns metabolitos e de outros fitormdnios, como as citocininas e as
giberelinas (Ilyas and Bano, 2010).

Madhaiyan et al. (2010) verificaram que, em meio de cultura, A. brasilense
produziu AlA e, quando inoculado em sementes de tomate (Solanum lycopersicum) e
pimentdo vermelho (Capsicum annuum), o comprimento de raizes foi de 9,68 e 6,76
cm, enquanto os tratamentos sem inoculagdo apresentaram 7,21 e 6,20 cm,
respectivamente. Os autores observaram, ainda, que o Azospirillum promoveu aumento

da parte aérea dessas plantas, ratificando a capacidade de promoc¢édo de crescimento.
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Megias et al. (2016) verificaram que P. ananatis AMG521 promoveu 0 crescimento e
maior rendimento da cultura do arroz (Oryza sativa), sendo produtora de AlA, além de
apresentar outras caracteristicas como a capacidade de solubilizar fosfato. Figueiredo et
al. (2010), avaliando a producdo de AIA por bactérias associadas a Urochloa spp.,
reportaram que, de 80 bactérias estudadas, 91% produziram AlA, enfatizando o impacto
que as BPCV podem ter na recuperacédo de pastagens.

No arroz, Zucarelli et al. (2011) observaram maior crescimento das plantas
inoculadas com P. fluorescens e justificaram tal efeito pelo maior aporte de citocinina
nas plantas. De acordo com Queiroz et al. (2006), as P. fluorescens promovem o
crescimento vegetal, pela maior producdo e concentracdo de hormonios vegetais que
influenciam os processos fisioldgicos. Brennecke et al. (2016), ao avaliarem o efeito da
P. fluorescens no indice de crescimento da Urochloa decumbens, concluiram que a
bactéria promoveu incremento nas taxas de alongamento de colmo e nimero de folhas.
No caso da estirpe ET76 de P. fluorescens, cabe destacar que ela foi isolada da rizosfera
de arroz, e apresenta outras propriedades promotoras do crescimento, como capacidade
de solubilizar fosfato, além de grande potencial como agente biocontrolador de doencas
(Aaarab et al., 2016).

A maior resisténcia aos fatores estressores proporcionada pelo uso das bactérias
pode ter prolongado a duracdo de vida das folhas e resultado em maior nimero de
perfilhos basais, garantindo a persisténcia e perenidade dos mesmos por um periodo
maior. Nesse sentido, Cohen et al. (2015) verificaram que estirpes de BPCV podem
secretar acido abscisico (ABA), que esta relacionado a mecanismos de defesa a
estresses ambientais em plantas (Bauer et al., 2013). Cohen et al. (2009) inocularam A.
lipoferum em plantas de milho e verificaram elevados niveis de ABA, que aumentou a
tolerancia das plantas a seca. Segundo esses autores, essa tolerancia ao estresse
ambiental proporcionado pelo Azospirillum pode ser relacionada com o ABA e,
também, com a prolinas e poliaminas. As poliaminas (cadaverina, espermina e
espermidina) sdo polimeros organicos que estdo associados ao crescimento radicular e
supressdo de estresses nas plantas (Gupta et al., 2013). Ao inocular mudas de arroz com
A. brasilense, Céssan et al. (2009) constataram que a producdo de cadaverina aumentou
0 crescimento da raiz e reduziu o estresse osmotico. Em milho inoculado com A.
brasilense, Rodriguez-Salazar et al. (2009) observaram maior resisténcia a seca e,

consequentemente, maior producdo de biomassa pelas plantas inoculadas. Em relagéo as
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estirpes de Ab-V5 a Ab-V6 de A. brasilense utilizadas neste estudo, também foi
constatado incremento na expressdo de genes relacionados a tolerancia a estresses em
milho pela inoculacéo dessas estirpes, ou de seus metabolitos, via sementes ou via foliar
(Fukami et al., 2017).

Outro mecanismo de acao das BPCV, que possivelmente proporcionou melhores
respostas morfogénicas e estruturais das plantas forrageiras foi a FBN. Bulow &
Ddbereiner (1975) foram pioneiros em constatar que algumas bactérias, identificadas
como Azospirillum, presentes na rizosfera das gramineas forrageiras eram capazes de
fixar o N, abrindo novas perspectivas sobre o uso das forrageiras nos tropicos adubadas
com menores quantidades de N. Recentemente, a inoculacdo com as estirpes Ab-V5 e
Ab-V6 de A. brasilense beneficiou a producdo de massa de forragem de duas espécies
de Urochloa, com aumentos de 5,4% a 22,1% (Hungria et al., 2016). Esses resultados
podem estar relacionados, com 0 modo de acdo do género Azospirillum, tanto pela FBN,
como pela producdo de fitormonios, neste caso alterando a morfologia das raizes e
permitindo maior a exploragdo do solo, com melhor absorcéo de nutrientes (Iniguez et
al., 2004).

Entre os fatores que influenciam as caracteristicas morfogénicas e estruturais das
gramineas forrageiras, o N é o que mais proporciona modificacbes. Nesse sentido,
Gomide e Gomide (2000) descreveram que mudancas na luz interceptada, nivel hidrico
e adubacdo nitrogenada interferem na TApF, TAIC, DVF e TSeF. O N, quando
disponivel para as plantas, estimula o desenvolvimento de novos tecidos, justificando os
incrementos observados em funcdo do N-fertilizante. Fagundes et al. (2006) observaram
que, em condicBes favoraveis, o N é rapidamente utilizado pela planta, aumentando o
alongamento e o aparecimento de novas folhas.

O menor filocrono e duracdo de vida das folhas observados na dose de 100 kg
ha’ de N demonstra que, possivelmente, o N acelerou o crescimento do perfilho,
tornando os eventos fisioldégicos mais rapidos, reduzindo a longevidade das folhas e o
tempo do filocrono. Em plantas com maior aporte de N ocorre acelera¢do na producéo
de novos tecidos e no uso de assimilados para o desenvolvimento da planta, resultando
no aumento do filocrono (Galzerano et al., 2013).

Plantas forrageiras com alta TApF podem provocar incremento na renovagdo de
perfilhos, aumentando a ocorréncia de perfilhos jovens e a producdo de massa da

forragem (Barbero et al., 2015). A maior disponibilidade de N para as plantas reduz a
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necessidade de redistribuicdo do elemento entre as folhas mais velhas e jovens
aumentando, assim, a longevidade das folhas mais antigas. Tal fato também contribui
para 0 maior numero de folhas vivas, uma vez que o maior tempo de vida das folhas
resulta em maior percentagem de folhas verdes.

Uma maior producéo de folhas e colmos em plantas forrageiras resulta em maior
producdo de massa de forragem e, consequentemente, maiores quantidades de C alocada
para elevar a produtividade e no solo via raizes. Segundo Cerri et al. (2007), as plantas
forrageiras quando cultivadas adequadamente (bem manejadas) e com alta producéo de
biomassa, podem sequestrar consideravel quantidade de C. Follet & Schuman (2005)
concluiram que o aumento na produtividade de pastagens, e na producdo de carne por
area, resultam em elevado sequestro de C na biomassa de forragem.

Para Bayer et al. (2006) manejos que proporcionem a adicdo de residuos
vegetais e a retencdo de C no solo, como o uso de BPCV, consiste em importantes
tecnologias para drenar o CO, atmosférico e a mitigam os gases de efeito estufa.
Hungria et al. (2013) estimaram que a substituicdo do N-fertilizante pelas BPCV
provocaria em uma mitigacéo de 8,64 x 10° t e-CO, na cultura da soja. J& para as &reas
de pastagem inoculadas com Azospirillum, Hungria et al. (2016) contabilizaram o
sequestro de 9,27 Mt e-CO, nas pastagens brasileiras, destinados a producdo de
biomassa forrageira. Assim, fica evidente a necessidade de estimular o uso de
tecnologias que propdem o sequestro de C e a sustentabilidade dos sistemas pastoris.

5. Conclusoes

A inoculagdo com BPCV é uma alternativa viavel e sustentavel para o
crescimento e desenvolvimento de braquiarias, tendo proporcionado maior fluxo de
tecido no capim-paiagués e capim-ruziziensis. Constatou-se que ndo ha interacdo entre
BPCV e a adubagdo nitrogenada. Nos capins Xaraés e Paiaguas os efeitos foram

aditivos, enquanto em U. ruziziensis essas tecnologias foram competitivas.
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IV. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL E N-
FERTILIZANTE NA PRODUCAO E VALOR NUTRITIVO DA UROCHLOA
BRIZANTHA CV. PAIAGUAS!

! Artigo escrito nas normas da revista Grass and Forage Science

Resumo: Explorar o potencial das bactérias promotoras de crescimento no
desenvolvimento e manutencdo das pastagens pode ser uma alternativa para evitar ou
minimizar a sua degradacao, e ainda restabelecer a produtividade e qualidade forrageira.
Neste sentido, objetivou-se avaliar a producdo da Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas
inoculada com bactérias promotoras do crescimento vegetal e adubacdo nitrogenada.
Avaliaram-se a producdo de massa de folhas, a produgédo de massa de forragem,
producdo e geometria do sistema radicular, valor nutritivo (proteina bruta e
digestibilidade da matéria seca) e o teor de clorofila da U. brizantha cv. BRS Paiaguas
cultivada em solo originario do arenito e em substrato estéril, inoculada com cinco
BPCV (Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB 03 e
ET76 e Pantoea ananatis AMG521), além do controle ndo inoculado e em combinacao
com doses de N-fertilizante (zero, 50 e 100 kg ha™ de N), em um esquema fatorial 6x3
sob condic¢des de casa de vegetacdo. De um modo geral, as bactérias quando inoculadas
com a dose zero de N-fertilizantes foram mais efetivas na producdo de massa de
forragem por cortes, massa de forragem total, producdo de massa de raizes e
concentracdo de proteina bruta. Entre as estirpes utilizadas, destaca-se a inoculagdo com
as P. fluorescens e P. ananatis AMG521. O uso de bactérias promotoras do crescimento
vegetal representa uma boa alternativa para o cultivo de plantas forrageiras com
incrementos na producdo de massa de forragem, producéo de raizes e concentracdo de
proteina bruta, contribuindo também para a reducdo e otimizacdo de fertilizantes
minerais e, assim, podendo tornar o sistema mais sustentavel. Todavia, a inoculacao de

BPCV ndo alteram o teor de clorofila das plantas.

Palavras-chave: biomassa vegetal, horménios do crescimento vegetal, promocdo de

crescimento



47

Abstract: Exploring the potential of growth promoting bacteria in pastures
development and maintenance can be an alternative to avoid or minimize degradation,
and also to restore forage quality and productivity. In this sense, the objective was to
evaluate the production of Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguds inoculated with
growth promoting bacteria and nitrogen fertilization. In this study, leaf mass production,
stem mass production and chlorophyll content of U. brizantha cv. BRS Paiaguas
cultivated in sandstone and sterile substrate inoculated with five PGPB (Azospirillum
brasilense Ab-V5 and Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB 03 and ET76 and
Pantoea ananatis AMG521) and different doses of N-fertilizer (0, 50 and 100 kg N ha"
1) under greenhouse conditions. In general, bacteria when inoculated with the zero dose
of N-fertilizers were more effective in forage mass production by cutting, total forage
mass, root mass production and crude protein concentration. Among the strains used, it
is highlighted the inoculation with P. fluorescens and P. ananatis AMG521. The use of
plant growth promoting bacteria represents a good alternative for the cultivation of
forage plants with increases in forage mass production, root production and crude
protein concentration, also contributing to the reduction and optimization of mineral
fertilizers, making the system more sustainable. However, PGPB inoculation does not

alter the chlorophyll content of plants.

Key words: plant biomass, plant growth hormones, growth promotion

Introducéo

A agricultura nacional passou por diversas mudancas, como o abandono de
algumas praticas convencionais e a adesdo a tecnologias conservacionistas. Dentre as
novas ferramentas, destaca-se 0 uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV), em substituicdo parcial ou complementar a fertilizantes quimicos. A eficiéncia
desses microrganismos em gramineas foi relatada pela primeira vez na década de 1970
pela pesquisadora Johanna Dobereiner. No entanto, resultados divergentes, a facilidade
e robustez de respostas a adubos quimicos acarretaram na pouca adeséo e exploragédo
dessa tecnologia. Contudo, em fungéo das mudangas que ocorreram no comportamento
e no consumo da populacdo em geral, notou-se a necessidade de retomar linhas de

pesquisas visando a sustentabilidade agricola.
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Um dos principais beneficios relacionados as BPCV € a producdo de
fitorménios, com énfase em auxinas, citocininas, giberelinas e acido indol-acético.
Esses fitormonios sdo responsaveis por transmitir informacgdes entre células e,
consequentemente, ordenar o crescimento e desenvolvimento das plantas, por meio da
divisdo, expansao e diferenciacdo celular. Em geral, aumentos na produtividade das
gramineas podem ser justificados pela maior disponibilidade desses fitorménios
(Bashan et al., 2004).

Em conjunto com os beneficios ambientais e econdmicos, a inoculacdo de
BPCV pode se tornar uma ferramenta de manejo eficiente para repor o nitrogénio (N)
no sistema solo-planta, além de assegurar maior rendimento, uniformidade de forragem
e, consequentemente, aumento da producdo animal (Moojen, 2002). Como exemplo, em
um estudo com capim-marandu (Urochloa brizantha) o uso de BPCV resultou em
maior produtividade, confirmando os efeitos positivos da inoculacdo em gramineas
forrageiras (Oliveira et al., 2007).

Em outro estudo, a inoculagdo com Azospirillum brasilense em diferentes
espécies de gramineas (milho, braquidria e cana-de-aglcar) permitiu a reducdo de
fertilizantes nitrogenados sem reduzir a producdo de massa de forragem (Voguel et al.,
2014). A associago entre 40 kg ha™ de N e a inoculag&o com A. brasilense estirpes Ab-
V5 e Ab-V6 em trés regides do Brasil resultou em maiores rendimentos na biomassa de
forragens de Urochloa spp. (Hungria et al. 2016). Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi o de avaliar a producdo de massa de forragem, massa de raizes,
concentracdo de proteina bruta, digestibilidade da matéria seca e o teor de clorofila em
Urochloa brizantha cv. BRS Paiagués inoculada com BPCV e adubada com diferentes

niveis de N-fertilizante.

Material e Métodos
Estabelecimento e conducgéo dos ensaios

O experimento foi conduzido no setor de ambientes protegidos, em estufa
agricola, no Centro Técnico de Irrigacdo da Universidade Estadual de Maringa, em
Maringa - PR, no periodo de outubro de 2015 a outubro de 2016, em substrato estéril ou
em solo de textura arenosa. Os tratamentos consistiram de cinco de bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV): controle ndo inoculado; Azospirillum
brasilense estirpe Ab-V5 (=CNPSo 2083), Azospirillum brasilense Ab-V6 (=CNPSo
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2084); Pseudomonas fluorescens estirpe CCTB 03 (=CNPSo 2719); Pseudomonas
fluorescens estirpe ET76 (=CNPSo 2799); e Pantoea ananatis estirpe AMG521
(=CNPSo 2798). Cada tratamento inoculado foi avaliado em funcéo de trés niveis de N
(zero, 50 e 100 kg ha™ de N), com ureia como fonte de N. As estirpes de BPCV est&o
depositadas na “Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Soja:
Bactérias Diazotréficas e Promotoras do Crescimento de Plantas” (World Federation
Culture Colletion-WFCC # 1213, World Data Centre for Microorganisms-WDCM #
1054). As bactérias sdo provenientes de programas de selecdo de BPCV da Embrapa
Soja (Ab-V5 e Ab-V6, selecionadas no Brasil, inicialmente para as culturas do milho e
do trigo, Hungria et al., 2010), da empresa Total Biotecnologia, CCTB 03, da
Universidade de Sevilha (ET 76, isolada no Marrocos, Aaarab et al., 2016); AMG 521,
isolada na Espanha, (Megias et al., 2016). Os tratamentos foram avaliados em capim-
paiaguas (Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas). O ensaio foi conduzido em um
esquema fatorial 6 x 3, com 6 repeticOes, totalizando 108 unidades experimentais para
cada tipo de substrato.

Os ensaios foram conduzidos em vasos de 15 kg de capacidade, que foram
preenchidos com 15 kg de solo Arenito Caiua, Latossolo Vermelho distréfico, de classe
textural franco-areno-argilosa com as seguintes caracteristicas quimicas: pH = 4,7; Ca =
1,0 cmol, dm™; Mg = 0,5 cmol. dm™®; Al = 0,1 cmol, dm™; P (Mehlich) = 5,0 mg dm™;
K = 0,16 cmol. dm™; V = 31,56%; M.O.= 2,1%. Em todos os vasos foram aplicados o
equivalente a 20 kg ha™* de N (ureia 45% N), 42,5 kg ha™ de K,O (cloreto de potassio
48% K,0) e 84 kg ha™ de P,Os (superfosfato simples 18% P,0s), incorporados ao solo
no momento da semeadura. No ensaio com substrato estéril, utilizou-se vasos de 7 kg de
capacidade, que foram preenchidos com 7 kg de uma mistura de 1:1 de areia lavada e
carvao moido e aplicado uma solugéo nutritiva.

Os indculos das bactérias foram preparados em meio liquido especifico para
cada bactéria e, no momento da semeadura, ajustados para a concentracdo final de 10®
células mL™. Foram misturados 15 mL de cada inéculo por kg de sementes, deixando
secar a sombra por 30 minutos. Foram semeadas 10 sementes por vaso e, uma semana
apos a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste, deixando-se cinco plantas por
vaso.

Imediatamente apds o desbaste, iniciou-se a aplicacdo de N-fertilizante, nos
tratamentos correspondentes a 100 kg ha™* de N e 50 kg ha™* de N. Para 100 kg ha™ de N
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foram adicionados 0,75 g vaso™ de N (1,67 g vaso™ de ureia) e, para 50 kg ha™ de N,
0,375 g vaso™ de N (0,83 g vaso™ de ureia), parcelados em duas doses e incorporados
ao solo contido no vaso. Metade da dose foi aplicada logo ap6s o desbaste e a outra
metade apos 28 dias.

As plantas foram irrigadas diariamente, através de irrigacdo automatizada,
programada trés vezes ao dia em dias com temperaturas amenas e quatro vezes ao dia
em dias com altas temperaturas com agua destilada esterilizada durante dois minutos,
para atingir a capacidade de campo. Foram anotados os dados de temperatura méxima e

minima na estufa durante o periodo de estudo (Figura 1).
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Figura 1. Temperatura maxima (T°C Méx) e minima (T°C Min) durante o periodo

experimental

Avaliac0es realizadas

Durante o experimento foram realizadas medicdes de altura das plantas trés
vezes por semana, com auxilio de uma régua graduada, medindo na base da planta até a
folha bandeira. Quando as plantas atingiram, em média, 35 cm de altura, foram
cortadas, deixando-se 15 cm como residuo. No corte final (sétimo corte), os perfilhos
foram cortados rente ao solo. Apds o corte, as amostras foram pesadas e foi realizada a

separacdo dos componentes morfoldgicos em laminas foliares e em pseudocolmo. Cada
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componente foi pesado e levado para estufa a 65°C por 72 horas e, depois, pesado para
a determinacdo da massa seca.

O primeiro corte das plantas estabelecidas em solo ocorreu dia 04 de janeiro de
2016, o segundo corte 20 de janeiro de 2016, o terceiro 09 de fevereiro de 2016, o
quarto 05 de marcgo de 2016, o quinto corte 20 de abril de 2016, o sexto corte dia 03 de
junho de 2016 e o corte final dia 30 de setembro de 2016. Ja nos vasos cultivados em
substrato, o primeiro corte ocorreu no dia 10 de janeiro de 2016, o segundo dia 25 de
fevereiro de 2016, o terceiro corte dia 02 de maio de 2016, o quarto corte dia 15 de
agosto de 2016 e o corte final dia 05 de outubro de 2016.

Apds a secagem, as amostras foram moidas a 2 mm em moinhos tipo faca e
levadas ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade
Estadual de Maringa, na Central de Agropecuéria e Agronegocio para a determinagdo
de proteina bruta (PB) e digestibilidade da matéria seca (DVMS) através do
equipamento Near infra Red System (NIRS) da marca Foss NIRSytems XDS. Para a
mensuracdo da clorofila foi utilizado o equipamento clorofiLOG - CFL1030 da Falker,
realizando-se a medicdo na ultima folha expandida de dois perfilhos previamente
identificado em cada vaso antes de cada corte.

Ao final do experimento, as raizes de cada vaso foram lavadas, pesadas e secas
em estufa de ventilacdo forcada a 65°C por 72 horas, para a determinagdo da massa de
raizes secas. Para a geometria das raizes, foi retirada 1g de raiz das amostras apés a
secagem para determinar a densidade (mm.dcm?®), area (m?), diametro (mm) e o

comprimento (mm), por meio de analise de imagem utilizando o software Delta T Scan.

Anélise estatistica

Os dados foram analisados, considerando-se o fatorial de 6 tratamentos de
inoculagdo x 3 niveis de N-fertilizante. As médias entre os grupos controle (sem
bactérias ou sem adubacdo nitrogenada) e os grupos tratados foram comparadas
utilizando-se o teste de Dunnet e as medias entre os tratamentos foram comparadas
entre si pelo teste de t student. Quando foi identificado efeito da interacdo entre os
fatores, as respostas a cada tipo de bactéria foram comparadas dentro de cada dose de
adubacdo nitrogenada. Em todas as andlises estatisticas utilizou-se 0 PROC GLM do
pacote estatistico “Statistical Analisys System” — SAS V 9.2 (SAS Institute Inc. Cary,

CA), e um nivel de significancia de 5%.
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Resultados

Observou-se interacdo tripla entre o N-fertilizante, inoculacdo e corte na
producdo de massa de forragem (PMF) do capim-paiagués (Figura 2). No nivel zero de
N-fertilizante (NO), os cortes 1, 5, 6 e final apresentaram diferencas entre 0s
tratamentos. No primeiro corte e NO, as bactérias A. brasilense Ab-V6 e P. fluorescens
CCTBO03 diferiram do tratamento ndo inoculado, com aumento médio de
aproximadamente 37%. Entretanto, entre as bactérias, a P. fluorescens CCTB 03

proporcionou maior PMF, que as demais.
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Figura 2. Producdo de massa de forragem (PMF) da Urochloa brizantha cv. BRS
Paiaguas inoculada com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sob

diferentes niveis de N-fertilizante.

# Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de letras mindsculas diferentes, em cada coluna, diferem entre si pelo
teste t ao nivel de 5%.

® Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de um asterisco (*) diferem do tratamento ndo inoculado pelo teste de
Dunnet ao nivel de 5%.
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No quinto corte e no nivel NO, a bactéria P. fluorescens CCTB03 promoveu
maior PMF do que o tratamento ndo inoculado, com acréscimo médio de 69%, essa
estirpe também diferiu das demais, exceto para a P. fluorescens ET76 e Pantoea
ananatis AMG521 (Figura 2). No sexto corte (NO), as bactérias P. fluorescens CCTB03
e P. ananatis AMG521 proporcionaram maior PMF em relacdo ao nao inoculado, com
aumento de 19% e 41%. Contudo, o A. brasilense Ab-V5 propiciou redu¢do na PMF em
relagdo ao tratamento ndo inoculado. No corte final todas as bactérias promoveram
maior PMF que o tratamento ndo inoculado, com destaque para a P. fluorescens
CCTBO03 e ET76 e Pantoea ananatis AMG521.

Os tratamentos inoculados com bactérias e associados a 50 kg de N-fertilizante
(N50), divergiram entre si nos cortes 1, 5 e 6 (Figura 2). No primeiro corte e no nivel
N50, a estirpe A. brasilense Ab-V5 destacou-se na PMF em relagéo estirpe AMG521.
No quinto corte e N50, a P. fluorescens ET76 promoveu reducdo na PMF. Com relacao
aos tratamentos com as bactérias, a estirpe Ab-V5 destacou-se na PMF nesse corte e
nivel. No sexto corte, as bactérias A. brasilense Ab-V5, A. brasilense Ab-V6 e P.
fluorescens CCTB 03, associadas a 50 kg N-fertilizante, apresentaram reducéo 14, 26 e
19% na PMF, respectivamente, em relacdo as planta ndo inoculadas.

Nas plantas inoculadas com 100 kg N (N100), observaram-se diferencas entre os
tratamentos nos cortes 1, 3, 5, 6 e final (Figura 2). No corte 1, as duas estirpes de A.
brasilense associadas a N100, apresentaram incremento na PMF de 26 e 22% em
relacdo a P. fluorescens ET76. No terceiro corte, a associacdo com N100, beneficiou os
tratamentos que receberam inoculacdo das bactérias P. ananatis AMG521, A. brasilense
Ab-V5 e Ab-V6, com maior PMF que o tratamento com as duas estirpes P. fluorescens.

No quinto corte (N100), apenas a inoculacdo com A. brasilense Ab-V5 divergiu
estatisticamente do tratamento ndo inoculado, com aumento de 28% na PMF. Entre as
bactérias, a inoculacdo das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e CCTBO03 associada a 100 kg N
promoveram aumentos na PMF. No sexto corte as estirpes Ab-V5, Ab-V6 e CCTB03
promoveram maiores PMF que as plantas ndo inoculadas, sendo também mais
produtivas que as ultimas duas (ET76 e AMG5621). No altimo corte, as estirpes Ab-V6
e CCTBO03 proporcionaram menores PMF.

Houve interacdo entre a inoculacdo e N-fertilizante para producdo de massa de
forragem total, razdo folha:colmo e producdo de massa de raizes do capim-paiaguas

(Tabela 1). Para producdo de massa de forragem total (PMFT) e NO, as bactérias P.
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fluorescens CCTBO03, P. fluorescens ET76 e P. ananatis AMG521 promoveram
incremento de 54, 41 e 46%, respectivamente, em relacéo ao tratamento nao inoculado.
No N100, o A. brasilense Ab-V5 promoveu maior PMFT entre as estirpes. Todavia, a
inoculagdo do A. brasilense Ab-V6 nesse mesmo nivel de N-fertilizante proporcionou
menor PMTF.

Na producdo de massa de raizes (PMR), observou-se que as duas estirpes de P.
fluorescens e a P. ananatis AMG521 promoveram incrementos médio 42% no NO e
acima de 100% no N50. No entanto, em ambos os niveis de N-fertilizante as demais
bactérias (Ab-V5 e Ab-V6) também proporcionaram aumento na massa de raizes do
capim-paiaguds. No maior nivel de N-fertilizante (N100), o uso da inoculacdo
(independe da estirpe) duplicou a PMR, em relacdo ao ndo inoculado (Tabela 1).

A maior razdo folha: colmo ocorreu pela inoculagdo das estirpes CCTBO03 e
AMG521 no nivel zero de N-fertilizante. Para 0 N50 a maior razdo folha:colmo foi
observada nas plantas inoculadas com P. fluorescens ET76, enquanto a estirpe A.
brasilense Ab-V6 no N100 promoveu o incremento na producdo de massa de raizes de
21% quando comparado ao néo inoculado (Tabela 1).

Tabela 1. Producdo de massa de forragem total (PMFT), producdo de massa de raizes
(PMR) e razéo folha:colmo (RF:C) da Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas inoculada

com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sob diferentes niveis de N-

fertilizante.
Nitrogénio Cv
(kg ha') BPCV (%)
Nio A. brasilense  A. brasilense  P. fluorescens P. fluorescens P. ananatis
inoculado  Ab-V5 Ab-V6 CCTB 03 ET76 AMG521

Producdo Total (g vaso™)
0 171,28 d 187,11 cd 202,21 ¢ 264,28 a 241,23 b 249,77 ab 7,37
50 241,42 a 241,36 a 228,51 a 230,53 a 248,49 a 241,42 a 8,44
100 25&89 204,76 a 227,62 d 248,50 be 234,00 ¢ 279,70ab 14,94

Produco de raiz (g vaso™)
0 9343 f 104,65 e 116,17 d 142,36 b 128,49 ¢ 182,62 a 8,66
50 76,92 d 123,07 ¢ 138,01 bc 186,72 a 176,80 a 168,18 ab 19,20
100 116,47 ¢ 260,08 ab 281,24 a 234,70 b 236,56 b 262,18 ab 15,25

Razao folha:colmo total

0 1,25b 1,28 b 1,31b 1,47 a 1,32b 1,52a 6,58
50 1,29 ¢ 1,43 ab 1,31c 1,34 bc 1,45a 1,30 ¢ 6,00
100 1,39b 1,33 b 1,62 a 1,43b 1,45b 1,38b 8,53

# Médias de seis repeticoes e, quando seguidas de diferentes letras, em cada linha, diferem entre si pelo teste t ao nivel
de 5%.
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Verificou-se também interacdo entre os fatores (bactéria, adubacgéo nitrogenada e
corte) no teor de clorofila total (TCT) (Tabela 2). Na dose NO, no corte 3, as bactérias A.
brasilense Ab-V5 e P. fluorescens ET76 diferiram do tratamento n&o inoculado em 54 e
65%, respectivamente, com destaque para a ET76; a superioridade dessa estirpe também
foi confirmada no corte final.

No nivel N50, verificaram diferencas entre os tratamentos apenas nos cortes 1 e
6, em ambos os cortes a inoculagdo com P. fluorescens ET76 promoveu maior TCT que
a P. fluorescens CCTB 03. Na dose N100, observaram diferencas entre as bactérias
apenas no sexto corte, com destaque para P. ananatis AMG521, sendo diferente 0 TCT

em relacdo a A. brasilense Ab-V6.

Tabela 2. Teor de clorofila total (TCT) da Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas
inoculada com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sob diferentes

niveis de N-fertilizante.

Nivel 0 kg N
Bactéria\Corte 1 2 3 4 5 6 Final
Nao inoculado 25,38 25,78 19,09 27,92 23,82 27,34 22,64
A. brasilense Ab-V5 29,43 a 29,71a 29,33*ab 26,83 a 25,18 a 25,86 a 25,3 ab
A. brasilense Ab-V6 25,54 a 23,88 a 23,02b 2511a 24,53 a 2741a 22/43ab
P. fluorescens CCTB 03 28,36 a 2857a 26,38ab 25,68a 26,17 a 29,87a 24,19ab
P. fluorescens ET76 28,43 a 27,78a 3153*a 28,38a 275a 26,73 a 289a
P. ananatis AMG521 31,58 a 2741a 2471ab 27,78a 26,03 a 26,01 a 20,06 b
Standard Error 3,14 2,82 2,41 2,39 3,32 2,57 2,41
Nivel 50 kg N
Bactéria\Corte 1 2 3 4 5 6 Final
Na&o inoculado 25,59 25,35 25,43 25,77 25,28 25,07 20,87
A. brasilense Ab-V5 26,46ab 26,37 a 24,43 a 29,62 a 2225a 26,11ab 23,63a
A. brasilense Ab-V6 2464ab 26,83 a 248 a 26,46 a 2591a 2792ab 21,79a
P. fluorescens CCTB 03 23,27b 2433 a 23,84 a 29,06 a 22,37a 23,47b 23,34 a
P. fluorescens ET76 29,32 a 27,83 a 27,52 a 28,92 a 28,25 a 29,63 a 24,17 a
P. ananatis AMG521 28,78 a 2592 a 26,58 a 26,06 a 27,03 a 30,87 a 2212 a
Standard Error 1,66 2,37 1,79 2,00 2,39 1,82 1,52
Nivel 100 kg N
Bactéria\Corte 1 2 3 4 5 6 Final
Nao inoculado 29,58 31,03 27,69 27,37 29,87 29,08 30,25
A. brasilense Ab-V5 30,02 a 30,42 a 31,74 a 27,72 a 30,21a 27,13ab 2466a
A. brasilense Ab-V6 28,28 a 29,28 a 28,63 a 28,73 a 31,89a 23,95b 24,16 a
P. fluorescens CCTB 03 31,90a 3134 a 28,75 a 28,46 a 30,34a 2695ab 25,09a
P. fluorescens ET76 26,85a 30,43a 28,81a 29,18 a 3l6a 29,02ab 2443a
P. ananatis AMG521 30,74 a 27,35a 30,98 a 27,04 a 29,56 a 31,98 a 28,02 a
Standard Error 3,04 2,70 2,88 2,44 2,81 2,29 2,35

# Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de letras mintsculas diferentes, em cada coluna, diferem entre si pelo
teste t ao nivel de 5%.

b Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de um asterisco (*) diferem do tratamento néo inoculado pelo teste de
Dunnet ao nivel de 5%.

Verificou-se efeito triplo entre inoculacdo, N-fertilizante e corte na concentracédo

de proteina bruta do capim-paiagués (Tabela 3). Observou-se diferenca na PB em todos
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os cortes no nivel zero de N-fertilizante (Tabela 3). No primeiro corte e NO, as estirpes
Ab-V5, Ab-V6 e AMG521 diferiram do tratamento ndo inoculado. Enquanto no
segundo corte a P. ananatis AMG521 promoveu maior concentracdo de PB, em relagéo

aos demais tratamentos.

Tabela 3. Concentracdo de proteina bruta (PB) (g kg™*) da Urochloa brizantha cv. BRS
Paiaguas inoculada com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sob
diferentes niveis de N-fertilizante.

Nivel 0 kg N
Bact\Corte 1 2 3 4 5 6 Final
N4o inoculado 160,60 156,60 14530 15800 11210 108,20 77,30
A. brasilense Ab-V/5 151,80*  162,00b 179.80a 160,00b 13670b  11590c  101,30¢
A. brasilense Ab-V6 160,90b  15870b 14480b 12240b 151,90*ab 15390* 111,20 *c
P. fluorescens CCTBO3 139,60 *d 176,80 b 144,80b 17570ab 149,00 *ab 13560 *b 141,20 *ab
P. fluorescens ET76 158,80 b 143,40b 159,70ab 18550b 14520ab  118,40c 158,40 *a
Pa”}:ﬁ/";‘gg;{‘aﬁs 167,00*a 202,40*a 168,00ab 17480ab 171,20*a 11150c 13140 *a
Standard Error 0,12 0,96 1,02 0,77 0,97 0,41 0,71
Nivel 50 kg N
Bact\Corte 1 2 3 4 5 6 Final
N4o inoculado 164,70 189,90 175000 18570 117,30 106,60 78,40
A. brasilense Ab-V/5 17350*b 179,802 18420a 16640a 16930*a 136,50 *a 142,20 *ab
A. brasilense Ab-V6 17650 *ab  17500a 18250a 167,00a 13550b  14300*a 134,70 *ab
P.fluorescens CCTBO3 ~ 171,00b  18240a 181,50a 17280a 159,80*ab 13570*a 133,30 *ab
P. fluorescens ET76 172,80*b  171,10a 159,002 164,50a 153,70*ab 142,00*a 124,60 *b
Pa”fﬁj&”ﬁfaﬁs 17980*a  19500a 18310a 17590a 16400* 14830* 145,00 *a
Standard Error 0,19 1,04 0,95 0,61 0,88 074 0,62
Nivel 100 kg N
Bact\Corte 1 2 3 4 5 6 Final
N4o inoculado 161,00 18850 17330a 17950 10650 10290 104,00
A. brasilense Ab-V/5 16840b  19470ab 182,80a 17500a 14630*b 149,10 *a 150,50 *ab
A. brasilense Ab-V6 176,70ab  178,10b 181,202 17520a 14450*b 136,90 *ab 141,10 *ab
P.fluorescens CCTBO3 ~ 17570ab  197,20ab 19530a 191,00a 16650*ab 11750b 132,60 *b
P. fluorescens ET76 190130*a  20150a 182,30a 192,60a 14480*b 12360b 14530 *ab
Pa”}:ﬁ;ég;faﬁs 17250b  187,50ab 202,50a 179,00a 17680:*a 126,60b 154,60 *a
Standard Error 0,64 0,72 0,70 0,83 0,83 0,74 0,66

# Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de letras mintsculas diferentes, em cada coluna, diferem entre si pelo
teste t ao nivel de 5%.

b Médias de seis repeticdes e, quando sequidas de um asterisco (*) diferem do tratamento n&o inoculado pelo teste de
Dunnet ao nivel de 5%.
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A P. ananatis AMG521 divergiu do ndo inoculado, com incremento de 4%
(primeiro corte), de 29% (segundo corte), de 53% (quinto corte) e de 70% (no corte
final) na concentracdo de PB. No terceiro corte, a maior concentracdo de PB foi
promovida pela inoculagdo do A. brasilense Ab-V5, no quarto corte destacou-se P.
fluorescens ET76 e no sexto corte A. brasilense Ab-V6.

No nivel de 50 kg de N-fertilizante, houve divergéncias entre os tratamentos nos
cortes 1, 5, 6 e final. Nesses cortes, todas as bactérias, exceto P. fluorescens CCTB03
(primeiro corte) e A. brasilense Ab-V6 (quinto corte), diferiram do n&o inoculado na
concentracdo de PB do capim-paiaguas, com destaque para a inoculacdo das estirpes
ET76 e AMG521 (Tabela 3).

No N100, verificou-se discrepancia entre os tratamentos nos dois cortes iniciais
e nos trés finais. No primeiro corte, P. fluorescens ET76 promoveu aumento de 19% na
PB. No sexto corte, as duas estirpes de A. brasilense proporcionaram aumento médio de
39% na PB do capim-paiagués. Nos demais cortes (quinto e final), todas as bactérias
divergiram do néo inoculado (Tabela 3).

Houve interagdo entre BPCV e corte na digestibilidade da matéria seca (DVMS)
do capim-paiaguas, com diferencas entre os tratamentos nos cortes 1, 5, 6 e final
(Tabela 4). No primeiro corte, a menor DVMS foi proporcionada pelas estirpes Ab-V6 e
AMG521. No quinto corte, a P. ananatis AMG521 promoveu maior DVMS do capim-
paiaguds, sendo 10% mais digestivel que o ndo inoculado.

No sexto corte, A. brasilense Ab-V6 e P. fluorescens CCTBO03 aumentaram a
DVMS em 9 e 8%, em relacdo ao ndo inoculado. No corte final, as plantas foram mais
digestiveis quando se inoculou as estirpes Ab-V5, CCTB03, ET76 e AMG521.

Tabela 4. Digestibilidade da matéria seca (DVMS) (g kg™) da Urochloa brizantha cv.

BRS Paiaguéas inoculada com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV).

Bact\Corte 1 2 3 4 5 6 Final

Né&o inoculado 741,40a 716,60a 729,20a 72499a 68266c 679,90c 703,73b

A. brasilense Ab-V5 738,90ab 731,00a 716,54a 72551a 731,00ab 720,52ab 729,43 a
A. brasilense Ab-V6 728,40b 72750a 72850a 72594a 726,00b 73950a 713,83ab
P. fluorescens CCTB03 732,10 ab 717,60a 727,00a 729,18a 74228ab 736,84a 734,68a

P. fluorescens ET76 730,00ab 72490a 73594a 722,38a 739,60ab 711,32b 731,62a

Pantoea ananatis

AMG521 727,10b 723,60a 722,72a 726,82a 748,10a 709,32b 73500a

Standard Error 0,46 0,81 0,82 0,68 0,73 0,71 0,82

# Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de diferentes letras, em cada linha, diferem entre si pelo teste t ao nivel
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de 5%.

N&o houve efeito da inoculagdo das bactérias promotoras do crescimento vegetal
sob diferentes niveis de N-fertilizante na geometria das raizes do capim-paiaguas (dados
ndo mostrados).

No experimento conduzido em substrato estéril, observou-se interacdo entre N-
fertilizante, inoculacéo e corte na producdo de massa de forragem (Figura 3). No NO,
verificou-se diferencas entre a inoculacdo e o ndo inoculado em todos os cortes, exceto

no terceiro corte, nesse corte houve apenas discrepancia entre as bactérias utilizadas.

a) NIVEL 0 KG N

B Nio inoculado A brasilense Ab-V5 B A brasilense Ab-V6

W P. fluorescens CCTBO3 AP. fluorescens ET76 Pantoea ananatis AMGS521

g vaso'!
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Figura 3. Producdo de massa de forragem (PMF) da Urochloa brizantha cv. BRS
Paiaguds em substrato estéeril e inoculada com bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV) sob diferentes niveis de N-fertilizante.

# Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de letras mindsculas diferentes, em cada coluna, diferem entre si pelo
teste t ao nivel de 5%.

® Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de um asterisco (*) diferem do tratamento ndo inoculado pelo teste de
Dunnet ao nivel de 5%.
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Em geral, nesse nivel de N-fertilizante ressalta-se o desempenho da estirpe P.
ananatis AMG521 na PMF, com aumento na produtividade na ordem de 40% (primeiro
corte), 56% (segundo corte) e acima de 100% (quarto corte), quando comparado ao néo
inoculado. Contudo, essa estirpe também se destacou entre as bactérias. Todas as
bactérias diferiram do ndo inoculado no ultimo corte.

No N50, houve discrepancia entre os tratamentos em todos os cortes, exceto no
segundo corte (Figura 3). Comparando-se os tratamentos inoculado e né&o inoculado,
constatou-se divergéncias de bactérias entre 0s cortes, no primeiro corte ocorreu
aumento de 33% na PMF quando se inoculou P. fluorescens CCTBO03, porém no quarto
corte ocorreu reducdo nesse parametro quando usou as estirpes Ab-V6, CCTB03, ET76
e AMG521. Em relacdo ao efeito das estirpes na PMF do capim-paiaguas, no corte
inicial a bactéria P. ananatis AMG521 elevou a produtividade. No terceiro e quarto
corte (N50), o aumento na producao de massa de forragem foi observado no tratamento
que recebeu a inoculacdo com a estirpe A. brasilense Ab-V5. No corte final, a
inoculacdo com as estirpes Ab-V5 e AMG521 promoveram reducdo na PMF, em
relagdo ao tratamento ndo inoculado. No nivel de 100 kg de N-fertilizante, observou-se
discrepancia entre a inoculacdo e o ndo inoculado no quarto corte, com aumento de 21%
na PMF do capim-paiaguéds quando inoculado com P. ananatis AMG521 (Figura 3).
Ainda nesse corte, essa estirpe também se destacou ha PMF do que as demais.

Verificou-se interacdo entre BPCV e adubacdo nitrogenada na producgédo de
massa de forragem total, producdo de massa de raizes e razdo folha:colmo do capim-
paiaguas (Tabela 5). No nivel zero de N-fertilizante, a P. ananatis AMG521 promoveu
incremento de 64% na PMFT do que o ndo inoculado. Porém, no N50 essa bactéria
proporcionou menor PMFT, em relacdo aos demais tratamentos. O uso da P.
fluorescens CCTBO3 associada a 100 kg ha™ N divergiu das estirpes Ab-V6 e ET76,
com reducdo nesse parametro.

Na producdo de massa de raizes e NO, a P. ananatis AMG521 incrementou esse
parametro em 43%, quando comparado ao ndo inoculado. No N50, destacou-se a
inoculagdo da P. fluorescens ET76. Porém, a maior PMR no nivel 100 kg de N-
fertilizante foi proporcionada pelo uso da Ab-V5, com producdo de 100 g de raizes a
mais que o tratamento ndo inoculado. A P. ananatis AMG destacou-se novamente entre
os tratamentos na RF:C no nivel zero de N-fertilizante e N100. Contudo, no N50 a

maior RF:C foi promovida pela inoculacdo do A. brasilense Ab-V6 (Tabela 5).
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Tabela 5. Producdo de massa de forragem total (PMFT), producdo de massa de raizes
(PMR) e razdo folha:colmo (RF:C) da Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas em
substrato estéril e inoculada com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)

sob diferentes niveis de N-fertilizante.

Nitrogénio Ccv
(kg ha')) BPCV (%)
_ Nio bfasilense A. brasilense  P. fluorescens P. fluorescens P. ananatis
inoculado Ab-V6 CCTB 03 ET76 AMG521
Ab-V5
Producdo Total (g vaso™)
0 148,09 e 175,66 c 151,83 de 223,54 b 166,28 cd 242,27 a 7,04
50 185,75 a 188,03 a 175,03 ab 169,87 ab 179,27 ab 159,00 b 12,10
100 202,01 ab 184,73 bc 226,53 a 169,09 ¢ 220,62 a 213,24 ab 12,89
Producdo de raiz (g vaso™)
0 130,66 b 132,82 b 187,70 a 132,07 b 138,01 b 186,72 a 12,17
50 172,81 ¢ 176,80 ¢ 168,18 ¢ 260,08 ab 281,24 a 234,70 b 15,29
100 134,35bc 136,56 a 180,85 ab 81,98 ¢ 91,96 ¢ 118,09 ¢ 35,70
Razéo folha:colmo total
0 1,52 bc 1,45cd 1,46 bed 1,60 ab 1,34d 1,73a 7,48
50 1,29 ab 1,45 ab 1,48 a 1,40 ab 1,40 ab 1,28b 11,59
100 1,36 bc 1,43 abc 1,29¢ 1,52 ab 1,37 be 1,57a 10,14

# Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de diferentes letras, em cada linha, diferem entre si pelo teste t ao nivel
de 5%.

No TCT do capim-paiagués cultivado em substrato estéril, observou-se interacdo
entre N-fertilizante e corte (Tabela 6). Entretanto, ndo houve diferencas entre as BPCV
nesse parametro (dados ndo mostrados). No primeiro corte, a presenca de N-fertilizante
proporcionou maiores teores de clorofila, ja no quarto corte o tratamento com 50 kg N-
fertilizante proporcionou aumento nesse parametro, mas nédo diferenciou do zero de N-

fertilizante.

Tabla 6. Teor de clorofila total (TCT) da Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas

cultivada em substrato estéril sob diferentes niveis de N-fertilizante.

Clorofila Total

N-fertilizante/corte Corte 1 Corte 2 Corte 3 Corte 4 Final
0 30,68 b 31,79a 34,90 a 36,39 ab 32,57a
50 38,66 a 33,07a 36,59 a 38,54 a 3441a
100 40,56 a 32,74 a 35,35a 35,03 b 33,92 a
Standard Error 1,27 1,11 0,88 1,12 1,41

& Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de diferentes letras, em cada linha, diferem entre si pelo teste t ao nivel
de 5%.
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Na concentracdo de proteina bruta (PB) do capim-paiaguds cultivado em
substrato estéril, verificou-se interacdo entre BPCV e N-fertilizante (Tabela 7). No nivel
zero de N-fertilizante, todas as bactérias divergiram do ndo inoculado, com incremento
de 21% (A. brasilense Ab-V5), 13% (A. brasilense Ab-V6), 19% (P. fluorescens
CCTBO03), 17% (P. fluorescens ET76) e 22% (P. ananatis AMG521) na PB. No N100,

a maior concentracdo PB foi promovida pela estirpe ET76 (Tabela 8).

Tabela 7. Concentracdo de proteina bruta (PB) da Urochloa brizantha cv. BRS Paiaguas
cultivada em substrato estéril e inoculada com bactérias promotoras de crescimento

vegetal (BPCV) sob diferentes niveis de N-fertilizante.

Nitrogénio Standard
(kg ha) BPCY Error
N&o A. brasilense  A. brasilense P. fluorescens fll'Jorescens P. ananatis
inoculado  Ab-V5 Ab-V6 CCTB 03 ET76 AMG521
Proteina bruta (g kg™)
0 140,71 b 17151a 158,37 a 166,83 a 164,89 a 171,45 a 0,53
50 165,55 a 168,32 a 169,55 a 169,58 a 157,57 a 159,27 a 0,50
100 153,06 b 164,26 ab 156,34 ab 158,49 ab 168,87 a 153,97 b 0,47

# Médias de seis repeticoes e, quando seguidas de diferentes letras, em cada linha, diferem entre si pelo teste t ao nivel
de 5%.

N&o se observou efeito da inoculacdo das bactérias promotoras do crescimento
vegetal sob diferentes niveis de N-fertilizante do capim-paiaguas cultivado em substrato

estéril na DVMS e geometria das raizes (dados ndo mostrados).

Discusséo

Na producdo de massa de forragem do capim-paiaguas estabelecido em solo
arenoso e nos niveis de NO e N50, verificou-se diferencas entre os tratamentos apenas
nos cortes inicial e finais. Essa falta de discrepancias pode ser explicada pela diferenca
de temperatura e luminosidade no decorrer do periodo experimental, um vez que 0s
quatro primeiros cortes foram realizados nos meses correspondente do verdo,
caracterizado pelas condic¢Ges de temperatura e luminosidade favoraveis ao crescimento
das plantas forrageiras.

Os ultimos cortes, contudo, foram realizados nas estacfes de outono e inverno,
definidos pelas baixas temperaturas e menores intensidades de luminosidade, periodo

que ocorre a estacionalidade de crescimento das plantas forrageiras. Assim, fica
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evidente que a acao das bactérias € mais pronunciada em situacdes de estabelecimento
ou de estresse.

Por outro lado, nos dados desdobrados no nivel N100, observou-se diferencas
apenas nos trés cortes finais, pode-se inferir que nas condicdes iniciais a associagcdo das
bactérias com 100 kg de N-fertilizante ndo proporcionou efeitos aditivos, sendo essa
dose de nitrogénio mais eficiente que a inoculagédo, ou entdo reduzindo a atividade das
bactérias. Assim, Carmelo et al. (2011) perceberam que altas doses de nitrogénio podem
diminuir a colonizacdo da rizosfera por BPCV, sendo o inverso verdadeiro também, ou
seja, a deficiéncia de N também pode reduzir essa colonizacdo (Marschner et al., 2006).
Neste sentido, fica claro que as diferencas entre os tratamentos ocorridos, no geral,
apenas nos cortes finais, também podem ser justificadas pelo maior tempo e assim
ocorreu maior colonizagéo da rizosfera, favorecendo a producéo de final.

Na maioria das variaveis e cortes, as BPCV afetaram positivamente a
produtividade das plantas forrageiras, com incrementos na producdo de massa de folhas
e colmos. Naimam et al. (2009) justificaram que os beneficios das BPCV em gramineas
tropicais e pastagens, sao mais evidentes que em culturas anuais, pela sua caracteristica
perene e a baixa utilizacdo de insumos quimicos e fertilizantes. Os resultados
proporcionados por esses microrganismos sobre o crescimento e desenvolvimento das
gramineas sdo inumeros e para Figueiredo et al. (2010), podem ser observados na
germinacdo de sementes, emergéncias de plantulas e crescimento das plantas. A atuagédo
dessas bactérias no crescimento vegetal se deve a efeitos diretos e indiretos. Araujo et
al. (2005) classificaram os efeitos indiretos ao controle de patogenos, e Vassiley et al.
(2006) especificaram os diretos como a producéo de fitorménios e enzinas.

No geral, observa-se que as bactérias possuem a capacidade de promover o
crescimento e disponibilizar nutrientes para as plantas, fixar biologicamente o
nitrogénio, solubilizar fosfato, aumentar a resisténcia e produzir metabolitos essenciais
para o crescimento (Dutta & Gachhui, 2006; Shweta et al., 2013; Aly et al., 2013; Yang
et al., 2013). A excregdo de hormonios vegetais pelas bactérias também é um modo de
promover o crescimento das plantas. Segundo Arshad & Frankenberger (1998), esses
compostos naturais (fitormonios) modificam os processos das plantas com quantidades
bem abaixo do que aquelas requeridas de nutrientes e vitaminas, sendo denominadas
reguladores de crescimento de plantas, como a auxina, giberelenas, citocininas e acido

abscisico.
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O principal fitorménio sintetizado, principalmente pelas BPCV, é o acido
indolacético (AlA), que promove o crescimento e aumenta a absor¢do de nutrientes e
agua, garantindo o uso eficiente desses recursos (Hungria et al., 2010). Segundo
Lugtenberg e Kamilova (2009), estirpes do género Pseudomonas também liberam
fitormonios, especialmente, AIA, giberelinas e citocininas na rizosfera, promovendo
efeito estimulador do crescimento da planta.

Notou-se maior PMF, PMFT e PMR do capim-paiagués quando se inoculou as
estirpes de Pseudomonas fluorescens e Pantoea ananatis, indicando que essas estirpes
promovem maiores beneficios em plantas forrageiras, certamente, decorrentes da
producdo de AIA. Entre os principais mecanismos de acdo da P. fluorescens destacam-
se 0 aumento na absor¢do de agua, solubilizacdo de fosfatos e producao de fitormdnios
(Muleta et al., 2013). Criollo et al. (2012), ao avaliarem o efeito da inoculacdo de P.
fluorescens em Pennisettum clandestinum durante o inverno, verificaram maior
producdo de massa seca e fresca da planta em comparacdo com plantas que receberam
apenas adubacdo nitrogenada e enfatizaram que e tais resultados foram proporcionados
pela liberag&o de fitormdnios. Na P. fluorescens ET76, Aarab et al. (2016) observaram a
sintese de ACC-deaminase, substancia estimulada pelo AIA. A P. ananatis também
promoveu incrementos significativos na produtividade, que também esta relacionado
com a sintese de fitormonios. Megias et al. (2016) confirmaram a habilidade da P.
ananatis AMG521 em sintetizar 251 mg mL™ de AIA.

Para Arshad e Frankenberger (1998) o AlA é responsavel por estimular a divisdo
celular e o alongamento das plantas. Assim, pode-se inferir que a maior producao de
folhas e colmo do capim-paiagués que receberam a inoculagéo, foi por causa da maior
concentracdo desses hormonios reguladores de crescimento.

Tais resultados também podem ter sido ocasionados, pela alta capacidade dessas
bactérias em solubilizar fosfato. Estrada (2015), verificou a habilidade de bactérias do
género Pseudomonas em solubilizar compostos de fosfato inorgéanico, transformando o
fosfato insolivel em formas soltveis no solo. Aarab et al. (2016) verificaram que a
estirpe ET76 de P. fluorescens apresentam propriedades tipicas de BPCV, como a
capacidade de solubilizar fosfato, de aproximadamente 600 mg L. Megias et al. (2016)
também observaram essa habilidade na P. ananatis AMG521 em solubilizar fosfato in

vitro.
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Os beneficios da inoculagdo das BPCV na PMR também se devem a maior
producdo de fitormdnios. Dobbelaere et al. (1999) observaram modificacdes na
morfologia das raizes, como maior desenvolvimento desse 6rgdo e um incremento na
formagdo de pelos radiculares. Essas modificacbes também sdo decorrentes das
substancias promotoras de crescimento e o favorecimento da permeabilidade da raiz a
certos ions e agua (Chalk, 1991).

Em experimentos com pastagem e BPCPs, Cardenas et al. (2012) constataram
que a inoculacdo favoreceu o crescimento e a nutricdo vegetal, sendo tais efeitos
decorrentes da maior proliferacdo de vilosidades da raiz. De acordo com Zambrano &
Lucia (2008), os inoculantes contendo bactérias dos géneros Azotobacter, Azospirillum
e Pseudomonas tém demonstrado incrementos na produtividade, além de reduzir o
emprego de fertilizantes minerais e a contaminagao ambiental.

Os resultados positivos da inoculacdo observados no 0 kg N-fertilizante,
possivelmente, podem ser atribuidos pela melhor disponibilidade desse nutriente, em
funcdo do aumento da massa de raizes, pela sintese de fitormoénios, que aumentam a
absorcdo de N. Para Dobbelaere et al. (2002), as BPCV tém apresentado resultados
satisfatorios no ciclo do nitrogénio, devido a fixacdo biol6gica e maior aproveitamento
do mesmo no solo.

Destacou-se em algumas varidveis e principalmente associado a niveis de
nitrogénio as estirpes de A. brasilense proporcionaram boa resposta no capim-paiaguas.
Hernandéz et al. (2001) justificam o bom desempenho do A. brasilense em razdo do
incremento na densidade e tamanho dos pelos radiculares, em razdo da maior
disponibilidade de fitormonios, que resultam na maior absorcdo de agua e nutrientes.
Para Itzigsohn et al. (2000), a inoculacdo de Azospirillum spp. em pastagem tem
potencialidade, especialmente em regiGes com déficit hidrico e baixa fertilidade do solo,
pela maior biomassa radicular, que resulta em maior capacidade de explora¢do do solo
(Malik et al., 1997).

Hungria et al. (2016) também verificaram uma resposta positiva entre 40 kg N
ha’ e inoculante contendo as estirpes Ab-V5e Ab-V6 de A.brasilense nos capins
Marandu e Ruziziensis. Os autores afirmaram, ainda, que a inoculagéo associada a esse
nivel de N promoveu resultados semelhantes a 80 kg N ha™. Neste sentido, VVoguel et al.

(2014) observaram que em Poaceae em geral, o Azospirillum associado as pequenas
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doses de nitrogénio tem apresentado alta eficiéncia nos aspectos morfologicos e na
produtividade, sendo semelhante a tratamentos com adubac&o nitrogenada pesada.

Em geral, em niveis mais elevados de N-fertilizante (Ex. 100kg), pelos
resultados obtidos e observados em outros trabalhos (Lana et al., 2012; Dartora et al.,
2013; Tagliari, 2014) a inoculagdo com essas estirpes de bactérias ndo traria beneficio a
essas plantas forrageiras, pois ndo houve efetividade das bactérias na producao de massa
de folhas e de colmos.

Para teor de clorofila, verificou-se que na maioria dos cortes e niveis de N-
fertilizante ndo ocorreram grandes diferencas em unidade SPAD de clorofila, resultado
da adubacéo de base (20 kg N) gue todos 0s vasos receberam no inicio do experimento,
inferindo ainda que as plantas ndo apresentaram deficiéncia nutricional de nitrogénio. O
teor de clorofila pode ser utilizado para predizer o nivel nutricional de nitrogénio nas
plantas, devido a correlacdo existente entre esse pigmento e o teor de N na planta.
Segundo Larcher (2000) a capacidade fotossintética € otimizada com a elevada
disponibilidade de nitrogénio, uma vez que esse nutriente € o principal constituinte da
molécula de clorofila. Na concentracdo de PB, verificou-se que a inoculacdo provocou
aumento nesse parametro, pela maior disponibilidade de N para as plantas.

Em substrato estéril, observou-se que as BPCVs no nivel NO promoveram
incrementos na massa de forragem e de raizes, destacando a estirpe AMG521. Nesta
situacéo, fica evidente a efetividade das estripes em situacOes de baixa fertilidade. Desse
modo, fica claro a eficiéncia das bactérias em situacdes de estresse, conferindo as
plantas resisténcias a esses fatores. Recentes estudos constataram que as BPCV
secretam &cido abcisico (ABA), que concede as plantas maior resisténcia ao estresse
ambiental (Cohen et al., 2009; Bauer et al., 2013; Cohen et al., 2015).

Com os resultados pode-se inferir que o uso de BPCV podem favorecer o
crescimento das gramineas forrageiras, especialmente de folhas. Com isso, podem
auxiliar para a reducdo da degradacdo das pastagens, e ainda mitigar a emissao de gases
de efeito estufa (Hungria et al. 2016). Kichel & Kichel (2009) também afirmaram os
beneficios da adocdo dessa pratica para prevenir a degradacdo, enfatizando a
minimizagao dos custos, reducdo no aparecimento de pragas, aumento na eficiéncia da
mdo de obra, melhoria no uso dos recursos de producdo, além do melhor uso da terra e

reducdo dos gases de efeito estufa.
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Concluséo

O uso de bactérias promotoras do crescimento vegetal representa boa alternativa
para o cultivo de plantas forrageiras com incrementos na produgdo de massa de
forragem, producéo de raizes e concentracdo de proteina bruta, contribuindo também
para a reducéo e otimizacdo de fertilizantes minerais e, assim, podendo tornar o sistema
mais sustentavel. Todavia, a inoculacdo de BPCV ndo alteram o teor de clorofila das

plantas.
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V. CONSIDERACOES FINAIS

O uso da inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal em
gramineas forrageiras pode auxiliar na sustentabilidade dos sistemas pastoris, pois as
respostas positiva de algumas estirpes de bactérias em favorecer a producdo de massa
de raizes e, indiretamente melhorando a capacidade da plantas forrageiras em explorar
os solo, levaram ao aumento da producdo de massa de forragem e melhorando o valor
nutritivo, associado ao maior beneficio pela incremento na producdo de massa de folhas.
A adocdo dessa tecnologia além de aumentar a produtividade, proporciona melhores
condicdes ambientais, por aumentar a eficiéncia dos fertilizantes, evitando a
eutrofizacdo de aguas subterréneas e rios, a emissdo de gases do efeito estufa, reducédo
de custos e, por fim, minimizando os riscos de degradacdo ambiental e das pastagens.
Essas bactérias podem ainda ser utilizadas, mais especificamente, nos sistemas de
Integracdo Lavoura Pecuaria, pois se associam com culturas agricolas (milho, sorgo,

trigo e soja), otimizando o uso da terra e a producdo de alimentos.



