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RESUMO

As bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) sdo alternativa sustentavel
para 0 incremento da producdo em pastagens. Esses microrganismos vém sendo
estudados ha décadas em diversas culturas e podem proporcionar ganhos também ao
sistema pastoril, com baixo custo e de forma sustentavel. O objetivo geral com este estudo
foi avaliar o efeito da inoculacdo de BPCP, durante dois anos, no estabelecimento do
capim-Massai e do capim-BRS-Tamani e no desenvolvimento do capim-Massai
associadas a doses de N-fertilizante. No artigo I, as BPCP Azospirillum brasilense Ab-
V5, Azospirillum brasilense Ab-V6 e Pseudomonas fluorescens CCTB03 foram
inoculadas nas sementes dos capins. O tratamento controle foi as sementes sem a
inoculacdo. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com doze repeticdes.
O namero de plantulas vivas nos tratamentos inoculados com a bactéria A. brasilense Ab-
V6 foram maiores em relacéo a estirpe Ab-V5 e ao controle, com diferencas de até 17%.
Por outro lado, o nimero de plantas daninhas foi menor no tratamento com a estirpe Ab-
V5, com até 39% menos incidéncia de plantas indesejaveis em relacdo ao controle e as
parcelas inoculadas com P. fluorescens CCTBO03. O acumulo de forragem registrado nos
primeiros 60 dias do experimento, no capim-Massai mostrou os resultados mais
promissores com relacdo as BPCP. A estirpe A. brasilense Ab-V5, aumentou a producéo
de 1,5 toneladas a mais de forragem por hectare. No capim-BRS-Tamani durante o
periodo de estabelecimento, os maiores valores de densidade populacional de perfilhos,
interceptacdo luminosa e indice de area foliar nos tratamentos inoculados com A.
brasilense Ab-V6 sugerem potencial quanto ao uso desses microrganismos associados a

essa forrageira. No artigo Il objetivou-se avaliar o efeito das BPCP associadas a doses de



N-fertilizante durante o desenvolvimento do capim-Massai. As bactérias inoculadas
foram A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 e P. fluorescens CCTBO03, mais o tratamento
controle. Além da dose inicial de 20 kg.ha de N para todos os tratamentos, a inoculagdo
ainda foi associada a doses de 50 e 100 kg™ por ha. O delineamento experimental foi em
blocos ao acaso, com quatro repeticbes. Os tratamentos com A. brasilense Ab-V6
associados a 70 kg.ha de N se equipararam ao controle associado a 120 kg.ha' de N
para massa de forragem total e para o acimulo de forragem. Para a lamina foliar as
diferencas foram de até 4% de diferenca entre os tratamentos. Aumentos referentes a
inoculagdo com as BPCP também foram verificadas na massa de raizes e na morfologia
radicular, fato esse que pode ter sido determinante para a produtividade do capim. O
tratamento com P. fluorescens CCTB03 + 20 kg.ha™* de N e Azospirillum brasilense Ab-
V6 associada a 70 kg.ha* de N foram as que mais se destacaram, promovendo ganhos
equivalentes ao controle com 120 kg.ha* de N, sendo a estirpe mais indicada para o

capim-Massai.

Palavras-chave: Azospirillum, BPCP, pastagens, produtividade, Pseudomonas

fluorescens



ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) are a sustainable alternative to increase
production in pastures, these microorganisms that have been studied for decades in
different cultures can also provide gains to the pastoral system with low cost and in a
sustainable way. The general objective of this study was to evaluate the effect of PGPB
inoculation, for two years, on the establishment of Massai grass and BRS Tamani grass
and on the development of Massai grass associated with N-fertilizer doses. In article I,
the PGPB were inoculated on grass seeds with the bacteria Azospirillum brasilense Ab-
V5, Azospirillum brasilense Ab-V6 and Pseudomonas fluorescens CCTBO3, plus the
control treatment (without bacteria). The experimental design was in randomized blocks,
with twelve replications. The number of live seedlings in the treatments inoculated with
the bacterium A. brasilense Ab-V6 were higher in relation to the Ab-V5 strain and the
control (without inoculation with BPCP), with differences noted up to 17%. On the other
hand, the number of weeds was lower in the treatment with the Ab-V5 strain, with up to
39% less incidence of undesirable plants in relation to the control and plots inoculated
with Pseudomonas fluorescens CCTBO03. The forage accumulation recorded in the first
60 days of the experiment on Massai grass showed the most promising results in relation
to PGPB. The A. brasilense Ab-V5 strain increased the forage production of 1.5 tons per
hectare. Despite the few positive responses regarding other variables in BRS Tamani
grass during the establishment period, the highest values of density population of tillers,
light interception and leaf area index in treatments inoculated with Azospirillum
brasilense Ab-V6 suggest potential to use these microorganisms associated with this

forage. In article 11, the objective was to evaluate the effect of inoculation with PGPB



associated with doses of N-fertilizer during the development of Massai grass. The
inoculated bacteria were Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6 and Pseudomonas
fluorescens CCTBO03, plus the control treatment (without bacteria). In addition to the
initial dose of 20 kg.ha™* of N for all treatments, inoculation was also associated with
doses of 50 and 100 kg per ha. The experimental design was in randomized blocks, with
four replications. Treatments with A. brasilense Ab-V6 associated with 70 kg.ha of N
were similar to the control associated with 120 kg.ha of N for forage mass and forage
accumulation. For leaf blade the differences were up to 4% between the treatments that
stood out the most and the least. These increases related to BPCP were also verified in
the root mass and root morphology, a fact that may have been decisive for grass
productivity. The behavior of Massai grass for all grasses followed the natural cycle of
development of perennial forages according to the seasons in the region of the
experiment. The treatment with P. fluorescens CCTBO3 associate with 20 kg.ha™* of N in
summary was the one that most stood out, promoting gains equivalent to the control with

100 kg.ha* of N, being the most suitable strain for Massai grass.

Keywords: Azospirillum, BPCP, pastures, productivity, Pseudomonas fluorescens



| - INTRODUCAO

A pecuaria brasileira tem papel significativo no cenario mundial e as projecdes
internacionais apontam para um elevado crescimento em relacdo a carne bovina
brasileira. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) classifica o
Brasil, até 2029, para manter o posto que se encontra hoje, de maior exportador de carne
bovina, chegando a 28,7% do volume total mundial nos préximos 7 anos (Malafaia et al.
2021).

Devido a extensdo de terras e as condi¢des climaticas favoraveis, o Brasil destaca-
se para a producdo animal a pasto, e apesar de todas as tecnologias nos Gltimos anos
consolidadas para suprir a demanda da alimentacdo dos ruminantes, o pasto continua
sendo a base do sistema de criacdo desses animais (Miranda et al., 2021). Cerca de 86%
da carne bovina é produzida exclusivamente a pasto (ABIEC, 2020), cuja area total é
proximo de 150 milhdes de hectares (IBGE, 2021).

Todavia, alguns pontos necessitam ser corrigidos para que 0 pais se torne um
produtor de exceléncia da carne a pasto. A degradacdo de pastagens, por exemplo, é um
problema crénico de muitas areas brasileiras (Carvalho et al., 2021). Ela se d& através de
processo evolutivo de uma area de forrageiras com deficiéncia de nutrientes minimos para
persisténcia e que, associado a fatores de manejo inadequado, pode comprometer 0s
resultados esperados (Peron e Evangelista, 2004).

A degradacao pode ser ocasionada no estabelecimento do pasto, uma das fases mais
desafiadoras no manejo de pastagens, uma vez que depende do preparo correto da area,
fertilidade do solo, da utilizacdo de sementes de qualidade, da correta taxa e profundidade

de semeadura, além de boas condig¢des climéticas (Dias-Filho, 2012). Como também pode



ser em decorréncia da falta de adubacdo, do superpastejo e/ou do uso de cultivares menos
adaptados aos ambientes ou menos especializados quanto a sua funcdo (Hott et al., 2018).

Uma medida para a degradacdo de areas de pastagens, pode ser a adubacdo
nitrogenada, que por sua vez, tem grande relevancia para a recuperacdo de pastos
deficientes em fertilidade, sendo que a falta desse nutriente esta entre os principais fatores
que acarreta esse processo (Cruz et al., 2022). O aporte do N na pastagem influencia
positivamente no aumento dos tecidos, proporcionando aumentos nas taxas de
alongamento de folhas e reducdo na taxa de senescéncia de perfilhos, dentre outros
beneficios ao capim (Santos et al., 2018).

Todavia, a adubacdo com N-fertilizante, por se tratar de manejo de alto custo e
causar impactos ambientais como a contaminacéo de agua e solo com nitratos, vem sendo
alvo de criticas nos ultimos anos (Smith et al., 2018). Assim, € de interesse global,
encontrar métodos alternativos para a producdo e valor nutritivo das pastagens, sempre
visando a reducdo de capital investido e que proporcione maior lucratividade. Nesse
sentido, pode-se utilizar as bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP).

A utilizacdo das BPCP vem apresentando resultados positivos com relacdo a
varias fases do desenvolvimento das forrageiras (Aguirre et al., 2018), épocas do ano com
escassez de luminosidade e agua (Mamédio et al., 2020), além de incrementar as
caracteristicas produtivas das pastagens (Duarte 2020; Hungria et al. 2021).

Os primeiros estudos em gramineas com essas bactérias foram com milho e trigo,
nos quais se comprovou sua capacidade de estimular o crescimento radicular e aumentar
produtividade (Piccinin et al., 2013; Puri et al., 2015). O mecanismo de acdo desses
microrganismos envolve a fixacdo bioldgica de nitrogénio e processos diretos, como: a
sintese de fitormonios e vitaminas, disponibilizacdo de nutrientes no ambiente rizosfera,
além de prevenir de forma indireta possiveis efeitos prejudiciais de patdgenos
(Dobbelaere et al., 2003; Hungria et al., 2016).

Avaliar os efeitos das BPCPs em gramineas é fundamental, ndo s6 para
entendimento da acao dessa tecnologia nas respostas bioldgicas das plantas e do solo em
que estdo presentes, como também na obtencéo de guias para tomadas de decisdes, tendo

em vista tratar-se de uma area carente de estudos mais aprofundados e multidisciplinares.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Megathyrsus maximus

A alta capacidade de producdo de massa de forragem de excelente valor nutritivo
sdo as principais caracteristicas das gramineas do género Megathyrsus maximus. As
gramineas desse género sdo originarias da Africa Tropical e estendem-se até as areas
subtropicais da Africa do Sul. A espécie foi trazida para as Américas entre os séculos
XVIII e XIX e rapidamente se espalhou por esse territério (Herling et al., 2000).

Porém, o ano chave para o inicio do desenvolvimento das pesquisas dessas
gramineas no Brasil, foi em 1982, quando a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) Gado de Corte, juntamente com o Institut de Recherche pour le
Developpement iniciaram coletas de materiais, direto de seu centro de origem, para
selecdo e melhoramento genético da espécie. Essas pesquisas deram origem as cultivares
Tanzénia (1990), Mombaca (1993) e Massai (2001). A partir do lancamento dessas
cultivares, o sistema de producéo se intensificou mudando o cenario da pecuaria no Brasil
(Jank et al., 2008).

M. maximus é um dos capins mais comercializados no Brasil e vem ganhando
espaco cada vez mais no mercado nacional. Em conjunto com o género Urochloa (Syn.
Brachiaria) séo as forrageiras mais cultivadas no pais. Como um marco no aumento da
producdo a pasto, o género Megathyrsus ocupa 10% das areas de pastagens brasileiras
(Leite et al., 2019).

Essas gramineas sdo caracterizadas como perenes, possui crescimento em forma
de touceira com o sistema radicular fasciculado, alta proporcéo de laminas foliares. Tém
como caracteristica marcante a inflorescéncia na forma de paniculas (Skerman e Riveros
1992). As cultivares do género podem ter porte baixo, medio ou alto, e sdo escolhidas
para o cultivo dependendo do interesse da espécie ou categoria animal e regido com
melhor adaptabilidade.

Quando estabelecidos em solos que correspondem as suas exigéncias, podem
apresentar bons indices zootécnicos. De forma geral, sua boa produtividade depende de
condicbes favoraveis como solos bem drenados e férteis, e suprimento adequado de

nutrientes (Paciullo et al., 2017). Ainda é necessario boa quantidade de chuvas e



temperaturas altas por volta de 30°C para que se atinja pico de crescimento (Zimmer et
al., 2012).

No entanto, esses requisitos minimos as vezes sdo renegados por quem opta por
essa forrageira. Se ndo atendido o minimo das exigéncias dos pastos, quase sempre, 0
resultado é prejuizo econdmico pela ma-formacdo ou baixa persisténcia da pastagem. O
resultado pode ser, no curto prazo, a necessidade de realizar a recuperagéo ou reforma das
areas com esse capim (Valentim et al., 2001).

Apesar dos pouco trabalhos com BPCP em Megathyrsus maximus, essas gramineas
reagem bem a inoculacdo com determinados microrganismos. Dentre os tais, 0 género
Azospirillum é uma das espécies que tem demonstrado maior potencial de associacao
essas forrageiras desde o seu estabelecimento até seu desenvolvimento (Ojeda-Quintana
et al. 2016; Leite et al., 2019; Sa et al., 2019b).

1.2. Capim-Massai

Dentre os varios cultivares de M. maximus disponiveis no mercado, pode-se
destacar o capim-Massai. Com alto potencial de producdo de massa e, geralmente
indicado para os sistemas de produces intensificados a pasto (Carvalho et al., 2014).
Essa € uma das cultivares mais importantes e consolidadas para a producao pecuaria tanto
em regides tropicais, quanto nas regides subtropicais em todo o mundo (Herling et al.,
2000).

Essa forrageira € um hibrido natural (que pode aparecer sem intervencdo humana),
entre as espécies Megathyrsus maximum e Megathysus infestum, encontrado na Tanzania
e Africa em 1969 e trazido para o Brasil em 1982, através da Embrapa. O capim-Massai
tem o habito de crescimento cespitoso. E considerada uma planta de porte baixo, possui
alta razdo folha:colmo e, em razdo de sua precocidade, pode florescer e produzir sementes
varias vezes ao ano (Martuscello et al., 2015).

Em comparacdo com outros cultivares da mesma espécie, 0 Massai apresenta
diferencas morfoldgicas particulares. Uma graminea perene, com folhas finas e
decumbentes e raizes profundas. As laminas possuem densidade média de pelos curtos e
duros na face superior, sem cerosidade. As bainhas apresentam densidade alta de pelos
curtos e duros. As inflorescéncias sdo paniculas do tipo C, ou seja, com ramificacfes

primarias curtas e sem ramificagdes secundérias. Suas espiguetas sdo pilosas, distribuidas



de maneira uniforme, com aproximadamente metade da superficie externa arroxeada
(Valentim et al., 2001).

O capim-Massai requer solos de média a alta fertilidade e apresenta certa
tolerancia ao aluminio e resisténcia a cigarrinhas das pastagens (Embrapa, 2001). Possui
maior tolerdncia a acidez, e reduzida fertilidade dos solos em relacéo as demais cultivares
do mesmo género. Entretanto, possui valor nutritivo inferior a esses capins (Brancio et
al., 2003). Floresce durante todo o periodo chuvoso (outubro a maio), com maior
intensidade durante os meses de abril a maio.

Essa cultivar possui grande velocidade de rebrota. Quanto a adaptacdo e
produtividade, estas dependerdo, principalmente, das condicGes climaticas e do solo que
é cultivada. O capim-Massai distribuidos no Brasil, séo facilmente adaptaveis a solos
profundos e bem drenados. Porém, apresentam baixa resisténcia a solos encharcados e
baixa tolerancia ao frio (Embrapa, 2001).

Quando manejado adequadamente, segundo Euclides et al. (2008), essa graminea
apresenta bom desempenho animal e cobertura de solo adequada, € bem competitivo com
a presenca de plantas indesejaveis, tolera bem o decréscimo de fésforo no solo e se
destaca por sua elevada capacidade de emitir folhas e perfilhos. A soma dessas
caracteristicas desejaveis torna essa cultivar promissora para o sistema de producao de

bovinos de corte.

1.3. Capim-BRS-Tamani

A cultivar BRS Tamani € o primeiro hibrido desenvolvido de Megathyrsus
maximus. Com inicio dos trabalhos em 1992, esse capim foi obtido apds o cruzamento
entre a planta sexual S12 e 0 acesso apomitico T60 (BRA-007234) (Jank e Santos, 2021).
Em 2015, o capim foi langado ao mercado pela Embrapa em parceria com a Unipasto
(Associacdo para o Fomento a Pesquisa de Melhoramento de Forrageiras).

E uma graminea de crescimento cespitoso, com altura de residuo minima entre
0,20 e 0,25m, com periodo de descanso entre 28 e 60 dias entre pastejos, dependendo da
regido de cultivo e das épocas do ano (Embrapa, 2015). E marcado pelas caracteristicas
de porte baixo, alta producdo de laminas foliares de alto valor nutritivo (teores elevados
de proteina bruta e digestibilidade), alta produtividade e vigor, e bastante tolerancia com

a cigarrinhas das pastagens.
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As recomendagdes manejo sdo bastante similares as da cv. Massai, embora
apresente maior resisténcia as baixas temperaturas do que esta ultima. O estabelecimento
e desenvolvimento desse capim requer solos bem drenados, pois apresenta baixa
tolerdncia ao encharcamento (Costa et al., 2020). A producdo de matéria seca foliar
quando avaliada em parcelas atingiu a 15 ton.ha™* por ano (Embrapa, 2015). Devido ao
seu alto valor nutritivo, € uma das espécies mais indicadas para a engorda de bovinos.

Através do alongamento de hastes nota-se a emissdo das inflorescéncias
apresentadas em forma de paniculas, com ramificagdes primarias curtas e espiguetas
glabras com elevada quantidade de manchas roxas. Apresenta seu florescimento
precocemente entre abril e maio (Jank e Santos, 2021).

Em estudos de Jank et al. (2001), ao avaliarem o capim-BRS-Tamani em parcelas
de duas linhas de cinco touceiras cada, espacadas 0,50 cm entrelinhas e touceiras, e com
cortes a cada 35 dias na época das aguas e um corte de seca no final da época seca, a cv.
BRS Tamani produziu 14,8 t ha de matéria seca (MS) total e 13,6 t ha* de MS de folhas,
mostrando o potencial desse capim para a producao animal.

Estudos realizados por (Tesk et al., 2017) comparando o valor nutritivo dos capins
Quénia e BRS Tamani sob diferentes intensidades de desfolhacdo, mostraram que em
intensidades de pastejo alta e baixa, o capim-BRS-Tamani manejado em baixa
intensidade apresentou maior teor de PB (8,48%) que o capim-Quénia (6,08%), e

independente da intensidade de desfolhacéo possuiram bom valor nutritivo.

1.4. Bactérias promotoras de crescimento em gramineas e sua relacdo com o N

As bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) sdo microrganismos
colonizadores da regido rizosférica das plantas, e sdo classificadas como de vida livre, ou
endofiticas (que habitam os tecidos internos das plantas), promovendo relacdo benéfica
para ambos (Freitas, 2007).

A rizosfera desempenha importante funcdo na ciclagem dos nutrientes e auxilia na
manutencdo dos organismos presentes no meio. Essa é uma area fértil em exsudatos,
residuos celulares e secrecdes tais como: acUcares, aminoacidos, vitaminas, acidos
graxos, agua, esterois, e acidos organicos (Coelho et al., 2007). Em funcdo desta
quantidade de nutrientes, que pode ser usado como fonte de carbono e energia, ha intensa

proliferacdo de microrganismos (Barea et al., 2005).
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Os microrganismos que colonizam as raizes sdo chamados de rizobactérias, e séo
classificadas de acordo com seus efeitos sobre o crescimento das plantas (Dobbelaere et
al., 2003; Gray e Smith, 2005). Assim, aqueles que beneficiam as culturas agricolas tém
sido isolados, multiplicados, formulados e aplicados nas areas de producdo vegetal com
intuito de melhorar a produtividade nos ultimos anos (Sivasakthi et al., 2014).

As BPCP beneficiam as culturas por meio da combinagéo de fatores e mecanismos
que potencializam a producgéo (Dobbelaere et al., 2003). Dentre eles pode-se destacar a
capacidade de fixacdo bioldgica do nitrogénio (Hungria et al., 2016), a producdo ou
aumento na concentracdo de fitormdnios, o aumento do volume e melhoria da capacidade
de absorcao radicular (Hungria et al., 2021), solubilizacdo de fosfatos (Rodriguez et al.,
2004), a inibicdo do crescimento e desenvolvimento de microrganismos patogenos pela
sintese de siderdforos, antibioticos e competicéo por nutrientes (Glick, 2012), a promocao
da maior toleréncia ao estresse hidrico (Mamédio et al., 2020), e a tolerancia a salinidade
e toxidade de metais (Figueiredo et al., 2010).

A sintese de fitormonios € um dos principais responsaveis pelo beneficio das BPCP
para com as gramineas (Kavamura et al., 2013a). Dentre esses compostos, a auxina talvez
seja a que apresenta a maior gama de funcdes no crescimento e desenvolvimento das
plantas, atuando desde a germinacédo até a senescéncia. O acido 3-indol acético (AlA),
por sua vez, dentre outras funcgdes, é responsavel principalmente pelo desenvolvimento
de raizes laterais e distincdo da formacdo vascular do sistema radicular (Taiz e Zeiger,
2017).

Entre os fitormdnios produzidos, também hé as citocininas e giberelinas, as quais
atuam nas plantas como reguladores da divisdo celular e desenvolvimento de novos
tecidos, tanto nas raizes como na parte aérea (Spaepen et al., 2009). Essa associacdo
também promove a reducdo dos niveis de acido abscisico (Cohen et al., 2015), um dos
hormdnios responsaveis em inibir a sintese e favorecer a degradacdo das clorofilas e
proteinas, com prejuizos ao processo fotossintético, e ocasionando menores taxas de
expansdo foliar (Taiz e Zeiger, 2017).

O N ¢é o mais abundante dentre os gases presentes da atmosfera terrestre (78%).
Contudo, as plantas ndo possuem a capacidade do aproveitamento desse composto como
estd no ar. 1sso se da justamente pela tripla ligacdo formada entre os dois atomos do N>
(Carvalho et al., 2010). Entretanto, as BPCP séo capazes de utilizar o N2 presente nos

espacos porosos do solo e, a partir desse, produzir N amoniacal, esse sim, assimilavel
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pelas plantas (Ddbereiner, 1997), esse processo € conhecido por fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN).

A FBN é realizada pelos microrganismos que detém o complexo enzimatico
nitrogenase. Através de uma sucessdo de reacdes, as BPCP sdo capazes de reduzir o N2
atmosférico em amoénia (NHs), uma forma inorgénica combinada, a qual as plantas
conseguem utilizar o N para se beneficiar (Ahemad e Kibret, 2014).

A acdo da enzima nitrogenase, por sua vez € prejudicada se no solo tiver a presenca
de amonio (Colnaghi et al., 1997). Assim, a associacdo com doses muito altas de N-
fertilizante, pode prejudicar o desempenho das BPCP.

As BPCP também ndo suprem sozinhas os requerimentos de N pelas pastagens, em
especial as pastagens de Megathyrsus, que é caracterizada por uma forrageira de alta
exigéncia em nutrientes, havendo a necessidade de complementacdo por meio de N-
fertilizante (Leite et al., 2019). Assim, Duarte (2020) menciona que o uso de BPCP
associada as doses de N-fertilizante pode gerar associacdo competitiva ou aditiva, e que
a interacdo entre esses fatores e a espécie vegetal utilizada pode refletir em associacao
benéfica ou ndo benéfica.

Em estudos com Capim-BRS-Tamani Andrade et al. (2019), observaram que a
inoculacdo com Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6 promoveram melhorias no
aproveitamento dos adubos superfosfato triplo e fosfato natural reativo, associados a
adubacdo nitrogenada, e fornecidos ao estabelecimento dos pastos, bem como
influenciaram na morfogénese dessas plantas, proporcionando aumentos nas taxas de
alongamento de folhas e reducéo na taxa de senescéncia de perfilhos.

Apesar do volume aumentado de investigacdes a respeito da relacdo das BPCP em
gramineas, ainda é essencial entender melhor como se dé a relacdo dessa tecnologia no
ambiente pastoril e sua associacdo com doses N comumente utilizadas no campo. Isso
cada vez mais, criard bases para recomendacdes técnicas mais concretas para

desmistificacdo do efeito desses microrganismos sobre a producdo de pastagens.
1.5. Azospirillum spp.
O género Azospirillum corresponde a um grupo de bactérias de vida livre que pode

ser encontrado em praticamente todos os lugares da terra (Patriquin et al., 1983.). Essas

se caracterizam como Gram-negativas aerobicas e ndo fermentativas e sdo pertencentes a
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subdivisdo proteobacteria. Em sua grande maioria, atuam como promotores do
crescimento de plantas (Reis et al., 2010).

Um dos primeiros estudos conclusivos com as BPCP, com relacdo a capacidade
de FBN dessas bactérias quando associadas a gramineas, foi realizado em 1976
(Dobereiner e Day, 1976; Dobereiner et al., 1976). Esta descoberta foi responséavel pela
mudanga no nome do género, até entdo descrito como Spirillum, ao qual foi acrescentado
o prefixo “azo”, utilizado por Lavoisier para denominar o elemento nitrogénio (Tarrand
etal., 1978).

Ao contrario das bactérias que possuem a interacdo simbiotica, como os nodulos
em plantas leguminosas, as bactérias pertencentes a géneros como o Azospirillum nédo
estabelecem relacdo simbidtica, sem que haja a formacgdo de estruturas especificas
(Bergamarschi, 2006) A maioria promove elongacéo das raizes e dos pelos radiculares, e
algumas estirpes podem habitar o interior dos tecidos vegetais, sendo classificadas como
endofiticas facultativas (Baldani et al., 1997; Dobereiner et al., 1997).

Apols 22 anos de pesquisa com experimentos de inoculacdo a campo, Okon e
Vanderleyden (1997) concluiram que o género Azospirillum spp. promove aumento de
rendimento em gramineas nas mais variadas condi¢6es de clima e solo. Contudo, esses
pesquisadores reforcam que o ganho com Azospirillum spp. vai mais além do que
simplesmente auxiliar na fixacdo biologica do nitrogénio, interferindo também no
aumento da superficie de absorcdo das raizes da planta, e na sintese de substancias
promotoras de crescimento.

Nas principais cultivares de gramineas forrageiras utilizadas nas pastagens, €
possivel observar resultados positivos com o género Azospirillum. Leite et al. (2019)
observaram que houve aumento no acumulo de forragem de 11% em relacdo as plantas
de U. brizantha cv. Marandu inoculadas com a A. brasilense Ab-V6. Em outro estudo, a
inoculacdo das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 no capim-Coastcross (Cynodon dactylon), em
solo com deficiéncia de fertilidade, proporcionaram melhoria no estabelecimento e na
producdo de forragem, especialmente quando ndo associadas as doses N-fertilizantes
(Aguirre et al., 2018).
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1.6. Pseudomonas spp.

Pertencente a Familia Pseudomonadaceae, o género Pseudomonas é caracterizado
como microrganismos Gram-negativos, ndo esporulados, com flagelos. Sdo bactérias
anaerobias facultativas, e algumas espécies produzem um pigmento verde fluorescente
chamado de pioverdina (King et al., 1954).

E caracteristica desse género além da promocao de crescimento de plantas, boas
respostas com relacdo ao controle de fitopatdgenos. Essas bactérias produzem diversos
metabdlitos, como por exemplo, horménios do crescimento vegetal, sideréforos,
antibioticos; promovem solubilizacdo de fosfatos e polissacarideos utilizados para
manutencdo fisioldgico sob condicbes de estresse hidrico (Brennecke et al., 2016).

Além do papel importante da capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico no solo
e produzir o horménio vegetal &cido-indol-acético, composto fundamental para o
crescimento radicular (Goris et al., 1998; Hunter et al., 2014), a Pseudomonas fluorescens
também tem como caracteristica a eficiéncia na solubilizacdo dos fosfatos (Coelho et al.,
2007), caracteristica muito importante principalmente no estabelecimento de pastagens.

A Pseudomonas também sdo bastantes eficientes na supressdo de outros
microrganismos, e a faz uma das mais capazes de proteger a planta do ataque de
patogenos (Simionato et al., 2021). Porém, essa caracteristica a coloca com uma das mais
resistentes bactérias para associacdo com outros microrganismos, pratica comum na
agricultura com biotecnologias.

Em estudo com a inoculagéo de P. fluorescens em U. decumbens foi por Brennecke
et al. (2016) aumento da taxa de alongamento de colmos e nimero de folhas por perfilhos.
Esse fator pode contribuir para aumentar a razdo folha:colmo, caracteristica desejavel na
alimentacdo animal, uma vez que, possivelmente disponibilizard massa de forragem de
maior valor nutritivo.

Com relacgdo a associacdo a Pseudomonas com a adubacdo nitrogenada, Sa et al.
(2019) verificaram aumentos na produtividade de massa seca da parte aérea e massa seca
de raizes, massa seca de perfilhos, aumento no indice relativo de clorofila e absorcéo total
de N no capim ‘Mavuno’. Porém, esses autores reforcam ainda a ideia de mais estudos
com a relacdo ao modo de aplicacéo, e a forma com que a associacdo com o N-fertilizante
é administrada, ndo s6 para esse género especifico, como também para as BPCP de um

modo geral.
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Il - HIPOTESE E OBJETIVOS GERAIS

Hipotese
A inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas, associadas a
doses N-fertilizante promove incrementos na massa da parte aérea de forragem e raiz de

Megathyrsus spp.

Objetivos gerais
Avaliar o efeito da inoculacdo de bactéerias promotoras do crescimento de plantas
associadas a doses de N-fertilizante na producdo de massa da parte aérea,
desenvolvimento do sistema radicular dos capins Massai e BRS Tamani (Megathyrsus

maximus).
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CAPITULO 111l

(Normas: Grass and Forage Science)

11l - ESTABELECIMENTO DE Megathyrsus maximus INOCULADO COM
BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS

Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP), durante dois anos, no estabelecimento do capim-Massai e do capim BRS
Tamani [Megathyrsus maximus (Jacg.) (sin. de Panicum maximum Jacq as BPCP
Azospirillum Dbrasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6 e Pseudomonas
fluorescens CCTBO3 foram inoculadas nas sementes dos capins. O tratamento controle
foi as sementes sem a inoculacdo. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso,
com doze repeticdes. O numero de plantulas vivas nos tratamentos inoculados com a
bactéria A. brasilense Ab-V6 foram maiores em relacdo a estirpe Ab-V5 e ao controle
(sem inoculacdo com BPCP), com diferencas notadas de até 17%. Por outro lado, o
numero de plantas daninhas foi menor no tratamento com a estirpe Ab-V5, com até 39%
menos incidéncia de plantas indesejaveis em relacdo ao controle e as parcelas inoculadas
com Pseudomonas fluorescens CCTB03. Os valores para acumulo de forragem
registrados nos primeiros 60 dias do experimento no capim-Massai evidenciaram a
efetividade das BPCP. A estirpe A. brasilense Ab-V5, aumentou a producdo de 1,5
toneladas a mais de forragem por hectare. Quanto a demais variaveis no capim-BRS-
Tamani no periodo de estabelecimento, os maiores valores de DPP, IL e IAF nos
tratamentos inoculados com Azospirillum brasilense Ab-V6 sugerem potencial quanto ao

uso desses microrganismos associados a essa forrageira.

PALAVRAS-CHAVE: Azospirillum brasilense, BRS Tamani, Massai, Pseudomonas
fluorescens.
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11 - ESTABLISHMENT OF Megathyrsus maximus INOCULATED WITH PLANT
GROWTH PROMOTING BACTERIA

Abstract

The objective with this study was to evaluate the inoculation effect with plant growth-
promoting bacteria (PGPB), for two years, on the establishment of Massai grass and BRS
Tamani grass [Megathyrsus maximus (Jacq.) (syn. of Panicum maximum Jacg.)]. The
following bacteria were inoculated on grass seeds: Azospirillum brasilense Ab-V5,
Azospirillum brasilense Ab-V6 and Pseudomonas fluorescens CCTBO03, plus the control
treatment (without bacteria). The experimental design was in randomized blocks, with
twelve replications. The number of live seedlings in the treatments inoculated with the
bacterium A. brasilense Ab-V6 were higher in relation to the Ab-V5 strain and the control
(without inoculation with PGPB), with differences noted up to 17%. On the other hand,
the number of weeds was lower in the treatment with the Ab-V5 strain, with up to 39%
less incidence of undesirable plants in relation to the control and plots inoculated with
Pseudomonas fluorescens CCTBO03. The forage accumulation recorded in the first 60
days of the experiment on Massai grass showed the most promising results in relation to
PGPB. The A. brasilense Ab-V5 strain increased the forage production of 1.5 tons per
hectare. Despite the few positive responses regarding other variables in BRS Tamani
grass during the establishment period, the highest values of population density of tillers,
light intercept and leaf area index in treatments inoculated with Azospirillum brasilense

Ab-V6 suggest potential to use these microorganisms associated with this forage.

KEYWORDS: Azospirillum brasilense, BRS Tamani, Massai, Pseudomonas
fluorescens.

1 INTRODUCAO

O estabelecimento de pastagens é um dos momentos mais complexos para a
formacdo de um pasto, pois depende de diversos fatores como o preparo correto da area,
a fertilidade do solo, a utilizacdo de sementes de qualidade, profundidade de semeadura
ideal e boas condicdes climaticas (Dias-Filho, 2012). No Brasil, o processo é realizado

quase exclusivamente por semeadura (via sementes), ja que o plantio por mudas (via
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vegetativa) € mais trabalhoso e custoso, restringindo-se, em geral, a pequenas areas
(Farias et al., 2019).

O estabelecimento forrageiro deve ser assertivo, uma vez que tem participagéo
direta nas respostas produtivas e na perenidade do capim implementado. Uma area inicial
de plantas bem formada e a cobertura precoce do solo evita problemas como erosdes e
expanséao de plantas daninhas, que competem diretamente com a forrageira por agua, luz
e nutrientes (Hall et al., 2020). Isso pode resultar em menos gastos com herbicidas e ou
outras préticas corretivas de controle de plantas daninhas (Coimbra et al., 2019).

As plantas forrageiras do género Megathyrsus maximus, podem ser utilizadas em
quase todos os biomas brasileiros (Lucena Costa et al., 2020). As sementes dessa espécie
sdo relativamente menores que outras espécies forrageiras e reservam menos nutrientes
para a plantula que outras forrageiras, oferecendo maior risco no estabelecimento. Esse
capim pode ser considerado uma das espécies de forragem mais exigentes em nutrientes,
tornando ainda mais desafiador seu manejo (Andrade et. al. 2019)

Algumas tecnologias vém sendo estudadas pelos pesquisadores para auxiliar no
estabelecimento das pastagens. Dentre elas, destacam-se as bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP). Esses microrganismos extraidos do solo vivem em
contato com as raizes e tém comprovada capacidade de estimular o crescimento inicial
das plantulas e a produtividade nos capins comumente utilizados na pecuaria ou na
agricultura em sistemas de integracdo (Brennecke et al. 2016; Brito et al., 2019;
Goncalves et. al., 2020).

Basicamente, essas bactérias contribuem para o crescimento e desenvolvimento
das plantas, auxiliando diretamente na sintese de fitormonios, incrementando a area
radicular das forrageiras e, consequentemente, aumentando a absorcéo de agua e minerais
(Fukami et al, 2018; Duarte et. al., 2020). I1sso pode ser uma alternativa para quem usa as
forrageiras para alimentar os animais ou apenas como estratégia de cobertura do solo.
Com o auxilio das BPCP no desenvolvimento de raizes que exploram mais solo, ampliam-
se a eficiéncia dos fertilizantes ja utilizados e a tolerancia a seca, que contribui na
superacdo de periodos de estresse no campo (Barreiros et. al., 2020).

O uso das BPCP ja foi comprovado pela ciéncia, que auxilia na produtividade e
resisténcia de gramineas (Hungria et al., 2018; Camelo et al., 2021). Experimentos,
realizados tanto em casa de vegetacdo quanto no campo, mostram resultados concretos

que promoveram incrementos na producdo de folhas na ordem de 11% a 69%, e na de
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raizes de 29% a 66% durante todo o ano de producdo do capim (Andrade et al. 2019;
Duarte et. al., 2020; Vicente et al., 2020).

Objetivou-se com esse estudo avaliar a colaboracéo das bactérias no processo de
formagdo da pastagem das cultivares Massai e BRS Tamani, quanto a dindmica
populacional de plantas, producdo de massa de forragem total, caracteristicas

morfoldgicas, estruturais e cobertura de solo dessas forrageiras.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e design experimental

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi, da
Universidade Estadual de Maringd (FEI-UEM), Maringa, Parana, Brasil (23°25°S,
51°57’E; 550m a.m.s.1.). O periodo experimental foi dividido em duas etapas, janeiro de
2019 a marco de 2019 e de janeiro 2020 a marco de 2020. As forrageiras usadas foram o
capim-Massai e BRS-Tamani (Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs).

Figura 1. Visdo aérea do campo experimental com avaliaces de estabelecimento de
Megathyrsus maximus cv. Massai e BRS Tamani inoculados com bactérias promotoras
do crescimento de plantas (BPCP) durante dois anos de estudos (2019 e 2020).
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Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido é Subtropical Umido (Cfa),
com 23°C de temperatura média anual e precipitacdo anual acumulada média de 1560
mm. A temperatura média e a precipitacdo historica dos dois anos de experimento

encontram-se na Figura 2.
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Figura 2. Precipitacdo acumulada (mm.més™), temperatura minima (°C), temperatura
média (°C) e temperatura maxima (°C) observada durante o periodo experimental da area.
Fonte: Agritempo, CEPAGRI — Embrapa Informatica Agropecuéria.

O solo da area experimental é classificado como Latossolo de textura arenosa
(Santos et al., 2018), com aproximadamente 12% de argila, e 87% de areia total. Antes
da semeadura foram coletadas amostras de solo da area experimental para analises
quimicas e fisicas (Figura 3), em seguida foi determinada necessidade de préaticas
corretivas e fertilizacdo. As analises de solo antes do inicio do experimento (Tabela 1),
coletadas na camada de O a 20 cm de profundidade, mostraram as seguintes

caracteristicas:
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Tabela 1. Valores médios das anélises quimicas dos solos de Megathyrsus maximus cv.
Massai e BRS Tamani inoculados com bactérias promotoras do crescimento de plantas
(BPCP) durante dois anos de experimento, em Maring4, Paran4, Brasil.

CTCpH Saturacéo por

+ 3+ 3+ 2+ 2+ +
PHCaCl (H'+AI") (AP") Ca* Mg** K* B ~""" MO Pmen Bases (V)
. cmolc.dm® % mg.dm? %
' 2,77 0 09 081 013 1,89 4,66 1,51 3,49 40,36

Nota: potencial de hidrogénio (pH em CaCly); hidrogénio + aluminio (H* + AI*); célcio (Ca®*); magnésio
(Mg?*); potéssio (K*); soma de bases (SB); capacidade de troca catiénica (CTC pH 7.0); matéria organica
(MO); fosforo Mehlich (P meh).

Figura 3. Procedimentos do estabelecimento de Megathyrsus maximus cv. Massai e BRS
Tamani inoculados com bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) durante
dois anos de estudos (2019 e 2020).

A calagem foi feita 60 dias antes da semeadura a fim de elevar a saturacdo por
bases para 60%, na dose de aproximadamente 840 kg.ha* de calcério (CaO - 31%; MgO
-19,9%; PRNT — 109%). A fertilizacdo fosfatada foi feita, a fim de elevar a saturacdo por
fosforo para 12 mg.dm=, dois dias antes da semeadura com dose de 217 kg.hat de
superfosfato simples (18% P>0s), com distribui¢do a lanco e incorporada no solo com
grade niveladora.

A fertilizagdo potassica foi realizada com dose de 266 kg.ha* de KCI (60% de
K20), a fim de elevar a saturagdo de potassio para 0,30 cmol..dm®, N0 mesmo momento
que foi aplicado a dose equivalente a 20 kg.ha™* de N na forma de ureia (46% de N) em



29

todos os tratamentos, a lanco na superficie, sem incorporacdo no solo, 45 dias apds as
plantas estarem estabelecidas e perfilhando.

As sementes das forrageiras foram inoculadas com trés estirpes de BPCP
(Azospirillum brasilense Ab-V5, Azospirillum brasilense Ab-V6 e Pseudomonas
fluorescens CCTB03) mais um tratamento controle (sem inoculagcdo de bactérias),
caracterizando quatro tratamentos. Esses foram distribuidos em um delineamento em
blocos completamente ao acaso, com 12 repeticOes, totalizando 48 unidades
experimentais para cada um dos capins (Figura 4). As unidades experimentais foram
parcelas com dimensdes de 3,0m x 4,0m (12,0m?) e disténcia de 2,0m entre elas.

2 : AT ot .
Figura 4. Visdo geral da area de estudo de estabelecimento de Megathyrsus maximus cv.
Massai e BRS Tamani inoculados com bactérias promotoras do crescimento de plantas
(BPCP) durante dois anos de estudos (2019 e 2020).

As BPCP utilizadas pertencem a “Colecao 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). Essas sdo derivadas de programas de sele¢do de BPCP da Embrapa Soja:
A. brasilense Ab-V5 (CNPSO 2083) e Ab-V6 (CNPSO 2084), selecionada no Brasil,
inicialmente para as culturas de milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum) (Hungria
et al., 2010) e P. fluorescens CCTBO03 (CNPSO 2719) da empresa Total Biotecnologia
(Curitiba, PR, Brasil).
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As bactérias A. brasilense Ab-V5 e A. brasileinse Ab-V6 foram crescidas em meio
liquido dextrose yeast glutamato (DYGS), a 28°C, em agitador rotativo a 180 rpm
(Santos et al. 2020 ). A bactéria P. fluorescens CCTBO03 foi crescida em caldo triptona
soja (Tryptic Soy Broth, Acumedia™), a 28°C, em agitador rotativo a 180 rpm, conforme
procedimento técnico da Embrapa Soja de Londrina, Parana, Brasil.

Os inoculantes foram armazenados em tubo Falcon de 50mL. Nesses foram
colocados aproximadamente 30 mL das bactérias nos meios liquidos para oxigenacéo,
para ndo prejudicar os microrganismos. Desde o fim do processo de crescimento até o
transporte para o local de utilizacdo os inoculantes foram deixados sob refrigeracdo de
5°C a 10°C. Os inoculantes foram utilizados dentro de um prazo maximo de 15 dias. No
momento da semeadura foram adicionados 15 ml de inéculo por quilograma de semente.

Em cada semeadura, os inoculos de BPCP foram identificados e preparados em
concentracéo final de 108 mL™ de células, no laboratério de biotecnologia da Embrapa
Soja da cidade de Londrina — PR. Ap0s a inoculagdo com as BPCP, as sementes foram
secas ao ar livre, a sombra, por 30 minutos, antes do plantio.

A taxa de semeadura minima de 11 kg.ha de sementes para capim-Massai foi
calculada levando em consideracao: pureza de 97,3%, germinacao de 84% e valor cultural
de 80%. Para o capim-BRS-Tamani, a taxa de semeadura minima de 12 kg.ha? foi
calculada levando em consideracdo: pureza de 95,1%, germinacdo de 75%, e valor
cultural de 71%.

2.2. Numero de plantulas vivas (NPV), numero de plantas daninhas (NPD) e
cobertura de solo (CS)

Foram realizadas contagens do nimero de plantulas do capim, nimero de plantas
daninhas e foi mensurado visualmente, a percentagem de solo descoberto de vegetacao.
Para isso, foi demarcado duas areas de 0,5 x 0,5m (0,25m?) por parcela, as quais foram
subdivididas em quadrantes com area de 0,10 x 0,10m (0,01m?) para auxiliar nas
avaliacOes (Figura 5).

Os locais da avaliacdo, dentro das parcelas, foram os mesmos ao longo do
experimento. A metodologia foi embasada em Xavier et al. (2001) que avaliaram o
estabelecimento em pastos de capim-elefante. Diferentemente destes autores que

avaliaram os perfilhos basais aos trés meses, e posteriormente aos 15 meses apds o
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plantio, as avaliagdes deste estudo foram feitas uma vez por semana até 21 dias apés a
emergéncia das plantulas, segundo o indicado por Comastri Filho e Pott (1982) para M.

maximus.

Figura 5. Avaliacbes populacionais de plantas no estabelecimento de Megathyrsus
maximus cv. Massai e BRS Tamani inoculados com bactérias promotoras do crescimento
de plantas (BPCP) durante dois anos de estudos (2019 e 2020).

2.3. Altura das plantas

Apos a terceira semana da emergéncia das plantulas, foi registrada semanalmente
a altura das plantas. Foi mensurado 15 pontos aleatdrios por parcela com régua graduada,

sendo a medida feita na curvatura das folhas superiores em torno da régua.

2.4. Massa de forragem total (MFT) e acUmulo de forragem (AF) e componentes
morfoldgicos

Quando as plantas atingiram 0,55m de altura no capim-Massai e 0,50m no capim-
BRS-Tamani foi coletada a massa vegetativa para a determinagdo da massa de forragem
total (MFT). Os cortes foram realizados através da amostragem direta com auxilio de um
aparador de cerca viva e uma armacao metalica retangular com &rea de 0,50 x 0,25m
(0,125m?). Toda a forragem contida no interior do retangulo foi coletada e,
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posteriormente seca em estufa de circulacdo forgcada de ar a 60°C até peso constante para
a determinacgdo da matéria seca.

O acumulo de forragem (AF) foi mensurado sempre que 0s pastos atingiram as
alturas de 0,55m e 0,50 cm para o capim-Massai e BRS-Tamani, respectivamente, e eram
cortados a 0,25m de altura. O AF foi feito com o auxilio de um cortador de grama com
recolhedor de forragem e adaptacdo para corte a altura do residuo indicado.

A técnica da mensuracdo do AF consiste em cortar uma faixa central de
aproximadamente 2,50 x 0,45m (1,13m?) ao centro de cada unidade experimental. A
forragem contida no interior do recolhedor de forragem também foi pesada e seca em
estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C até peso constante e somada a MFT.
Posteriormente toda as parcelas foram rebaixadas a 0,25m.

Para determinacdo dos componentes morfologicos dos pastos, foram retiradas
subamostras de MFT, as quais foram separadas nas fragdes lamina foliar (LF), colmos +
bainhas (CB) e material morto (MM). Esses componentes foram secos utilizando o
método supracitado. Os valores de MFT foram convertidos para kg.ha™ de matéria seca

(MS), e 0s CM expressos como proporcao (%) da planta inteira.

2.5. Densidade populacional de perfilhos (DPP)

As estimativas de (DPP) foram obtidas por meio de contagem de duas amostras
por parcela usando um retangulo metalico de 0,50 x 0,25m (0,125m?), segundo método
de Sbrissia e Silva (2008). Os pontos foram alocados em locais representativos da
condicdo dos pastos (altura média) no momento da amostragem. As avaliacGes foram
realizadas um dia antes do primeiro corte das forrageiras, contando todos os perfilhos

Vivos.

2.6. Interceptacdo luminosa incidente (IL) e indice de area foliar (1AF)

O monitoramento do indice de interceptacdo luminosa incidente (IL) medida com
aparelho Accupar modelo LP-80 (Decagon Devices, Sdo José dos Campos - SP, Brasil)
foi feito utilizando aparelho analisador de dossel. O IL foi realizado quando os
tratamentos atingiram 0,55m de altura no capim-Massai e 0,50m de altura no capim-BRS-

Tamani. Em cada ponto foram realizadas quatro leituras acima do dossel forrageiro e
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quatro no solo. O indice de area foliar (IAF) também foi estimado pelo mesmo aparelho

nos mesmos intervalos do IL.

2.7. Analises estatisticas

As variaveis de resposta dos dois capins foram estudadas separadamente por se
tratar de experimentos distintos, apesar de terem o mesmo delineamento. O nimero de
plantulas, nimero de plantas daninhas e propor¢do de solo coberto e suas interagdes do
periodo de estabelecimento foram analisadas através da montagem de modelos de efeitos
mistos usando o procedimento MIXED do SAS verséo 9.0 (SAS Institute, 2002).

Os tratamentos com BPCP e as semanas ap0s a germinacdo foram considerados
como efeitos fixos, enquanto os blocos foram considerados como efeitos aleatorios. A
estrutura de covariancia foi selecionada com base no menor valor do critério de Akaike.

A MTF, MTFAR e a DPP foram analisadas separadamente através do procedimento
GLM do também SAS, apenas considerando os efeitos dos tratamentos e dos blocos. A
normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias foram testadas usando o teste
de Shapiro-Wilk, e os dados transformados se as suposi¢coes da ANOVA fossem violadas.

As médias foram comparadas usando o teste de Kramer-Tukey em P < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo entre as BPCP x tempo ap0s emergéncia da plantula para
NPV (m?), NPD (m?) e CS (%) no estabelecimento do capim-Massai, (P = 0,734; 0,959
e 0,778, respectivamente). Porém, houve efeito das BPCP para NPV (P = 0,003) e NPD
(P =0,015), Tabela 2.
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Tabela 2. Numero de pléntulas vivas (NPV), niumero de plantas daninhas (NPD) e
percentual de cobertura de solo (CS) do capim-Massai, considerando o efeito da
inoculacdo das BPCP e tempo ap06s a emergéncia da plantula, durante dois anos (2019-
2020).

Tratamento NPV (m?) NPD (m?) CS (%)
Controle* 144b 88a 55
Azospirillum brasilense Ab-V5 143b 55b 54
A. brasilense Ab-V6 172a 79ab 55
Pseudomonas fluorescens CCTB03 157ab 90a 57
EPM 7 14 11
P-valor 0.003 0.015 0.388
Tempo apds emergéncia NPV (m?) NPD (m?) CS (%)
13Semana 172a 96a 18c
28Semana 156a 115a 69b
3Semana 135b 22b 792
EPM 6 13 11
Fatores (P-valor) (P-valor) (P-valor)
Tratamento 0.003 0.015 0.388
Tempo apos emergéncia 0.001 0.001 0.001
Tratamento*Tempo apds emergéncia 0.734 0.959 0.778

Nota: *Controle= sem a inoculacdo de bactérias; EPM= erro padrdo da média; médias seguidas de letras
minusculas semelhantes na coluna ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0.05).

O ndmero de plantulas vivas nos tratamentos inoculados com a bactéria A.
brasilense Ab-V6 foram maiores em relacao a estirpe Ab-V5 e ao controle com diferencas
de até 17% entre esses tratamentos. Por outro lado, o nimero de plantas daninhas foi
menor no tratamento com a estirpe Ab-V5, com até 39% menos incidéncia de plantas
indesejaveis em relacdo ao controle e as parcelas inoculadas com P. fluorescens CCTBO03.
Né&o houve influéncia na cobertura dos solos cultivados.

Tanto para NPV, quanto para NPD as duas primeiras semanas ap0s a emergéncia
foram que apresentaram os maiores valores, porém na percentagem de cobertura solo, 0s
valores sdo inversamente proporcionais a essas duas variaveis.

Os maiores valores nas duas primeiras semanas podem ser atribuidos aos efeitos
do desenvolvimento das plantulas, uma vez que, a medida em ha crescimento vegetal,
essas competem por luz entre si, cobrindo a superficie do solo, ocorrendo a selecédo
natural, tanto nas plantulas vivas do capim-Massai, quanto das invasoras, as que Sdo
sombreadas ficam prejudicadas e acabam posteriormente por entrar em senescéncia
(Jones e Mott, 1980).

A queda no NPD na terceira semana de avaliacdo, certamente se deve ao controle
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quimico feito ao fim da segunda semana de avaliacdo. Nesse manejo foi utilizado um
herbicida seletivo (Atrazina) para a planta invasora especifica Portulaca oleracea,
também conhecido como beldroega comum, pratica inclusive muito comum no manejo
inicial das pastagens em seu inicio de estabelecimento.

Os resultados encontrados em relagdo a NPV e NPD no capim-Massali,
possivelmente podem ser atribuidos aos incrementos benéficos que as BPCP apresentam
as plantas. Dentre esses, 0 aumento do estimulo pela producdo dos fitormdnios auxina,
giberelina e citocinina que atuam na divisdo celular, e que tem papel importante na
germinacédo de sementes e no desenvolvimento das folhas, colmo e nas extremidades das
raizes (Hungria et al., 2021).

Os resultados encontrados para NPV nos pastos inoculados com A. brasilense Ab-
V6 significam grande vantagem para esse tratamento quanto ao estabelecimento do
capim-Massai. Para a formacéo adequada do pasto € desejavel maior nimero de plantulas
vivas, que possibilita a constituicdo mais eficaz da pastagem (Jank et al., 2017).

A presenca de plantas daninhas, por sua vez em pastagens, € extremamente
negativa, pois interfere principalmente na produtividade, visto que essas plantas
concorrem diretamente por agua, luz e nutrientes com a forrageira, e podem apresentar
alelopatia com a graminea cultivada, prejudicando seu estabelecimento e
desenvolvimento (Brighenti, 2010). Nesse caso 0s pastos inoculados com A. brasilense
Ab-V5 apresenta como alternativa para suprimir essas plantas indesejaveis.

N&o houve interacdo entre efeito das BPCP x tempo apds emergéncia da plantula
para NPV (m?), NPD (m?), e CS (%) no estabelecimento do BRS Tamani, (P = 0,973;
0,947 e 0,908, respectivamente). Foram verificadas diferencas no tempo apos a

emergéncia para essas variaveis (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de plantulas vivas (NPV), numero de plantas daninhas (NPD) e
percentual de cobertura de solo (CS) do capim-BRS-Tamani, considerando o efeito da
inoculacdo das BPCP, e tempo ap6s a emergéncia da plantula durante dois anos (2019 e
2020).

Tratamento NPV (m?) NPD (m?) CS (%)
Controle* 122 214 66
Azospirillum brasilense Ab-V5 137 196 67
A. brasilense Ab-V6 126 219 66
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 138 210 62
EPM 37 30 7

Tratamento 0.357 0.468 0.056
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Tempo apds emergéncia NPV (m?) NPD (m?) CS (%)
12Semana 145a 225a 23c
23Semana 131ab 251a 79b
38Semana 117b 154b 94a

EPM 37 30 7
Fatores (P-valor) (P-valor) (P-valor)
Tratamento 0.357 0.468 0.056
Tempo ap6s emergéncia 0.017 0.001 0.001
Tratamento*Tempo ap0s emergéncia 0.973 0.947 0.908

Nota: *Controle= sem a inoculacdo de bactérias; EPM= erro padrdo da média; médias seguidas de letras
mindsculas semelhantes na coluna ndo sédo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0.05).

O comportamento do perfilhamento nas primeiras semanas de avaliagdo no capim-
BRS-Tamani se assemelhou ao do capim-Massai. Porém, como ndo ocorreram diferencas
entre os tratamentos, pode-se sugerir que nem todos os capins respondem igualmente ao
estimulo das BPCP.

Esses dados obtidos no capim-BRS-Tamani, por outro lado, precisam ser
melhores investigados. A maioria dos relatos encontrados na literatura demonstram as
BPCP atuam promovendo crescimento em grdos (Bashan et al.2014) ou na
produtividade dos pastos ja estabelecidos (Duarte et al., 2020), pois estudos semelhantes
a esses, ndo sdo ainda encontrados na nossa literatura.

Houve efeito das BPCP sobre a MFTT (P = 0.039) e AF (P = 0.013) do capim-
Massai (Tabela 4). A estirpe Ab-V5 se destacou positivamente em relacdo ao tratamento

controle, promovendo diferencas de até 16% e 18%, respectivamente.

Tabela 4. Massa de forragem total (MFT), acumulo de forragem (AF), proporcdo de
lamina foliar (LF), colmo + bainha (CB) e material morto (MM) do capim-Massai,
considerando o efeito da inoculacdo das BPCP durante dois anos (2019-2020).

Tratamento MFT (kg.hal) AF (kg.ha')  LF (%) CB (%) MM (%)
Controle* 6200b 7060b 63 27 10
Azospirillum brasilense Ab-V5 7362a 8600a 65 26 9
A. brasilense Ab-V6 6300ab 7495ab 66 25 9
Pseudomonas fluorescens CCTB03 6686ab 8036ab 65 26 9
EPM 562 1061 2 2 1
P-valor 0.039 0.013 0.505 0.525 0.795

Nota: os dados foram calculados com base na massa seca (MS) dos capins; *Controle = sem a inoculagao
de bactérias; Ab-V5= Azospirillum brasilense Ab-V5; Ab-V6= Azospirillum brasilense Ab-V6; CTB03=
Pseudomonas fluorescens CCTBO03; EPM= erro padrao da média; médias seguidas de letras minGsculas
semelhantes na linha ndo séo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0.05).
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O actmulo de forragem registrado nos primeiros 60 dias do experimento, no
capim-Massai, foi 0 que mostrou os resultados mais promissores com relagéo a utilizagéo
das BPCP. A estirpe A. brasilense Ab-V5 aumentou a producéo de 1,5 toneladas de massa
forragem por hectare (ton/MFT/ha). Na pratica, isso representa, algo suficiente para
alimentar aproximadamente 15 UA (450 kg) por 5 dias num periodo de ocupacao médio
recomendado para os primeiros pastejos em M. maximus (Euclides et al., 2014).

Os dados de produtividade do capim-Massai no periodo de estabelecimento
sugerem relacionar esses resultados com primeiras avaliagdes botanicas obtidas nesses
pastos, periodo de estabelecimento. O menor NPD, e ndo o alto NPV, por exemplo, pode
ter sido fator chave. Os tratamentos com Ab-V6 tiveram 0s maiores nimeros de NPV,
porém, acabaram ndo se destacando nas avaliacbes de produtividade posteriores. A
estirpe Ab-V5, por sua vez, tiveram 0os menores NPD em seu dossel e foi o tratamento
que possibilitou o melhor equilibrio no dossel forrageiro, promovendo a maior producéo
de MFT e AF.

O capim-BRS-Tamani, semelhante ao que ja havia acontecido nas primeiras
avalicbes, ndo respondeu ao possivel estimulo da inoculagdio BPCP. Assim, néo
promovendo diferencas entre os tratamentos para as variaveis MFT, MAR, LF, CB e MM
(P =0.464; 0.517; 0.820; 0.670; 0.560, respectivamente) avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5. Massa de forragem total (MFT), acumulo de forragem (AF), proporcdo de
lamina foliar (LF), colmo + bainha (CB) e material morto (MM) no capim-BRS-Tamani,
inoculado com BPCP durante dois anos (2019-2020).

Tratamento MFT (kg.hat) AF (kg.ha?) LF (%) CB (%) MM (%)
Controle* 4596 5415 56 27 17
Azospirillum. brasilense Ab-V5 4263 5032 57 27 16
A. brasilense Ab-V6 4412 5172 57 28 16
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 4769 5508 57 27 16
EPM 396 1119 2 1 2
P-valor 0.464 0.517 0.820 0.670 0.560

Nota: os dados foram calculados com base na massa seca (MS) dos capins; *Controle = sem a inoculagao
de bactérias; EPM= erro padréo da média; médias seguidas de letras minusculas semelhantes na linha ndo
sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0.05).

Como ja mencionado, cada forrageira pode responder de forma diferentemente
aos estimulos das BPCP, e apesar de ndo encontrados efeitos dos tratamentos sob as
caracteristicas produtivas e morfolégicas do capim-BRS-Tamani, outros estudos

confirmaram os beneficios da inoculagdo de sementes dessas duas linhagens de A.
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brasilense em M. maximus, genotipos Zuri Guiné (S& et al. 2019b) e Mombaca (Leite et
al. 2019a). Todavia, séo recentes esses tipos de estudos na literatura a respeito da relagéo
da Pseudomonas fluorescens com esse capim, apesar de ja haver relatos de resultados
positivos na MFT (Duarte et al. 2021).

N&o houve diferencas entre as variaveis densidade populacional de perfilhos
(DPP), interceptacao luminosa (IL) e indice de area foliar (IAF) (P = 0416; 0.351; 0.217,
respectivamente) para o capim-Massai no periodo de estabelecimento (Tabela 6). Porém,
foram observadas diferencas para essas variaveis (P = 0.001; 0.003; 0.017,
respectivamente) para o capim-BRS-Tamani (Tabela 6).

Tabela 6. Densidade populacional de perfilhos (DPP), interceptacdo luminosa (IL) e
indice de area foliar (IAF) Megathyrsus maximus cv. Massai e cv. BRS Tamani,
considerando o efeito da inoculacdo das BPCP durante dois anos (2019 - 2020).

Megahtyrsus maximus cv. Massai

Tratamentos DPP (m?) IL IAF
Controle* 1080 89 2,98
Azospirillum brasilense Ab-V5 1080 90 3,01
A. brasilense Ab-V6 1136 94 3,56
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 1024 89 3,06
EPM 81 1 0,25
P-valor 0.416 0.351 0.217

Megathyrsus maximus cv. BRS Tamani
Tratamentos DPP (m?) IL IAF
Controle* 1544b 92b 4,02b
Azospirillum brasilense Ab-V5 1480 b 94ab 4,81b
A. brasilense Ab-V6 1792a 96a 5,65a
Pseudomonas fluorescens CCTBO03 1392b 91b 3,98b
EPM 202 2 0,43
P-valor 0.001 0.003 0.017

Nota: os dados foram calculados com base na massa seca (MS) dos capins; *Controle = sem a inoculagéo
de bactérias; EPM= erro padrdo da média; médias seguidas de letras mintsculas semelhantes na linha néo
sdo diferentes pelo teste de Tukey-Kramer (P<0.05).

Os maiores valores de DPP, IL e IAF nos tratamentos inoculados com A.
brasilense Ab-V6 no capim BRS Tamani no periodo de estabelecimento sugerem
potencial quanto ao uso desses microrganismos associados a essa forrageira.
Principalmente, por essas variaveis estarem positivamente relacionadas a produtividade
nas fases do desenvolvimento da planta (Cabral et al. 2021).

O DPP, IL e IAF maiores no tratamento com Ab-V6, por exemplo, sugerem que

esses pastos terdo mais condigdes, nas estacOes subsequentes ao estabelecimento, de ser
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mais efetivos quanto ao processo fotossintético, pelos maiores valores desses
componentes que estdo associados a esse processo (Taiz et al. 2017).

4 CONCLUSAO

Recomenda-se 0 uso, no capim-Massai, da bactéria A. brasilense Ab-V6 para
aumento do nimero de plantulas vivas, o que é fundamental nos primeiros dias apés a
emergéncia do pasto. O uso da bactéria A. brasilense Ab-V5 também recomendado nesse
capim para menor incidéncia de plantas daninhas, aumento da massa e do acimulo de
forragem no periodo de estabelecimento, variaveis importantes para persisténcia da
pastagem e para a producao animal.

No capim-BRS-Tamani, recomenda-se 0 uso da bactéria Azospirillum brasilense
Ab-V6 para aumento da densidade populacional de perfilhos, do indice de interceptacdo
luminosa e do indice de &rea foliar. Para as demais variaveis, o uso das BPCP néo teve

efeitos no periodo de estabelecimento.
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CAPITULO IV

(Normas: Grass and Forage Science)

IV - DESENVOLVIMENTO DO CAPIM-MASSAI INOCULADO COM
BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS E DOSES DE
N-FERTILIZANTE

Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP) associadas a doses de N-fertilizante durante o desenvolvimento do capim-
Massai [Megathyrsus maximus (Jacg.) (syn. de Panicum maximum Jacg.)]. As bactérias
inoculadas foram Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6 e Pseudomonas fluorescens
CCTBO03. O tratamento controle foram sementes sem inoculacdo. Além da dose inicial de
20 kg.ha! de N para todos os tratamentos, a inoculacdo ainda foi associada a doses de 50
e 100 kg? por ha. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com quatro
repetigcdes. Os tratamentos com A. brasilense Ab-V6 e 70 kg.ha de N se equipararam ao
controle + 120 kg.ha* de N para massa de forragem total e para o acimulo de forragem.
Para a LF as diferencas foram de até 4% de diferencas entre os tratamentos que mais e
menos se destacaram. Esses aumentos referentes as BPCP tambem foram verificadas na
massa de raizes e na morfologia radicular, fato esse que pode ter sido determinante para
a produtividade do capim. O comportamento do capim-Massai para todas as seguiu o
ciclo natural de desenvolvimento das forrageiras perenes de acordo com as estacdes do
ano na regido do experimento. O tratamento com P. fluorescens CCTBO03 + 20 kg.ha* de
N em resumo foi que mais se destacou, promovendo ganhos equivalentes ao controle com

100 kg.ha* de N, sendo a estirpe mais indicada para o capim-Massai.

PALAVRAS-CHAVE: Azospirillum brasilense, Megathyrsus maximus, Pseudomonas

fluorescens.



44

IV - DEVELOPMENT OF MASSAI GRASS INOCULATED WITH PLANT
GROWTH PROMOTING BACTERIA AND N-FERTILIZER DOSES

Abstract

The objective of this study was to evaluate the inoculation effect of plant growth-
promoting bacteria (BPCP) associated with N-fertilizer doses during the development of
Massai grass [Megathyrsus maximus (Jacq.) (syn. of Panicum maximum Jacq.)]. The
inoculated bacteria were Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6 and Pseudomonas
fluorescens CCTBO03, plus the control treatment (without bacteria). In addition to the
initial dose of 20 kg.ha* of N for all treatments, inoculation was also associated with
doses of 50 and 100 kg* per ha. The experimental design was in randomized blocks, with
four replications. The treatments with BPCP were 31% higher than the control for forage
mass and 45% higher for forage accumulation. For LF the differences were up to 4%
between the treatments that stood out the most and the least. These increases related to
BPCP were also verified in the root mass and root morphology, a fact that may have been
decisive for grass productivity. The behavior of Massai grass for all grasses followed the
natural cycle of development of perennial forages according to the seasons in the region
of the experiment. The treatment with P. fluorescens CCTB03 + 20 kg.ha of N in
summary was the one that most stood out, promoting gains equivalent to the control with

100 kg.ha* of N, being the most suitable strain for Massai grass.

KEYWORDS: Azospirillum brasilense, Megathyrsus maximus, nitrogen fertilization,

Pseudomonas fluorescens.

1 INTRODUCAO

Desde 2009 as primeiras linhagens de Azospirillum, um dos género de bactérias
promotoras de crescimento em plantas (BPCP) sdo autorizadas para a producéo e uso de
inoculantes comerciais no Brasil nas culturas de trigo e milho. Sua capacidade de aumento
de produtividade com reducdo na adubacdo nitrogenada em gramineas também € estudada
(Leite et al., 201; Duarte et. al, 2020).
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Esses esfor¢os comecaram na década de 1950 com Ddbereiner e Ruschel (1958),
que isolaram e descreveram bactérias da rizosfera de cana-de-agUcar e, posteriormente,
inoculando essas bactérias, verificaram relacdo benéfica com espécies tropicais (Day e
Débereiner, 1976; Abrantes e Dobereiner et al. 1976). A medida que as pesquisas
evoluiram, novos géneros associativos com essas espécies de plantas, como a
Pseudomonas, também se mostraram promissoras (Brennecke et al., 2016; Nascente et
al. 2017; Lopes et al., 2018).

Com o exponencial crescimento da populacdo mundial, acompanhado com o
desafio de alimenta-la, a producdo de animais a pasto € vista como area estratégica para
insercdo de tecnologias que melhorem sua eficiéncia e sustentabilidade (Strassburg et al.
2014). As plantas forrageiras sob constante pastejo tém grande dependéncia da adubacgéo
nitrogenada, que em sua grande maioria é realizada pela adicdo de fertilizantes quimicos,
gerando aumento dos custos de producéo, riscos ambientais além da baixa eficiéncia de
uso pelas plantas (Asman et al., 1998).

As BPCP surgem nesse cenario como alternativa para os pastos, e alem de
contribuir através de associa¢des enzimaticas, para a disponibilidade no solo de nutrientes
essenciais como: nitrogénio (N) e fosforo (P) (Hungria 2016; Nascente et al. 2017),
auxiliam desde o estabelecimento (Aguirre et al. 2018), persisténcia das plantas através
de resisténcia a seca (Casanovas et. al. 2002; Leite et al. 2018) e alteracbes morfoldgicas
como: folhas, colmo e raizes, fatores fundamentais na produtividade e valor nutritivo
dessas plantas (Hungria et al. 2021).

Para gramineas de Megathyrsus maximus, ainda sdo escassos resultados
confiaveis de associacbes com BPCP, apesar de ser possivel identificar na literatura
respostas positivas de aumento de produtividade e reducdo da adubacdo nitrogenada em
gramineas que comumente sdo utilizadas para a alimentacdo de animais em pastos
tropicais, tais como Urochloa (Hungria et al. 2016; Leite et al. 2018); Cynodon (Aguirre
et al. 2018) dentre outras utilizadas na América do Sul (Marques et al. 2017).

Algumas questbes também ainda permanecem em aberto para melhor elucidacgéo
e maior frequéncia de uso dessa biotecnologia, por exemplo, se existem estirpes de BPCP
com maior ou menor afinidade para cada cultivar (Hungria et al., 2010; Oliveira et al.,
2015; Pereg et al., 2016), ou como as plantas respondem se forem fornecidas maiores ou

menores doses de N em conjunto com as BPCP (Skonieski et al., 2017).
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Objetivou-se com este estudo avaliar a inoculagédo das BPCP associadas a doses
de N-fertilizante quanto a produtividade de forragem, componentes morfoldgicos e
sistema radicular, a fim de desenvolver estratégias economicamente viaveis para garantir
a nutricdo adequada das plantas forrageiras com sustentabilidade e responsabilidade

socioambiental.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e design experimental

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi, da
Universidade Estadual de Maringd (FEI-UEM), Maringa, Parana, Brasil (23°25’S,
51°57’E; 550m a.m.s.1.). O periodo experimental foi dividido em duas etapas, de janeiro
de 2019 a marco de 2020 e de janeiro 2020 a mar¢o de 2021. A forrageira usada foi o

capim-Massai (Megathyrsus maximus (Jacg.) B.K. Simon & Jacobs (Figura 6).

Figura 6. Visdo geral do experimento da avaliacédo de massa de forragem e morfologia do
capim-Massai inoculado com bactérias promotoras de crescimento associadas a doses de
N-fertilizante durante dois anos (2019-2020).

Segundo a classificacio de Koppen, o clima da regido é Subtropical Umido (Cfa),
com 23°C de temperatura média anual e precipitacdo anual acumulada média de 1560
mm. A temperatura média e a precipitacdo dos dois anos de experimento encontram-se

na Figura 7.
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Figura 7. Precipitacdo acumulada (mm.més-1), temperatura minima (°C), temperatura
média (°C) e temperatura maxima (°C) observada durante o periodo experimental da area.
Fonte: Agritempo, CEPAGRI — Embrapa Informéatica Agropecuéria.

O solo da area experimental € classificado como Latossolo de textura arenosa
(SANTOS et al., 2018), com aproximadamente 12% de argila, e 87% de areia total. Antes
da semeadura foram coletadas amostras de solo da area experimental para analises
quimicas e fisicas, em seguida foi determinada necessidade de praticas corretivas e
fertilizacdo. As analises de solo antes do inicio do experimento (Tabela 8), coletadas na

camada de 0 a 20 cm de profundidade, mostraram as seguintes caracteristicas:

Tabela 7. Valores médios das andlises do solo do capim-Massai inoculado com bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP) associadas a doses de N-fertilizante,
durante dois anos (2019-2020)

Data CTC Saturacdo
da pHCaCl, (H*+ AP (APFY) Ca* Mg* K* SB pH MO Pmeh porBases
analise 7,0 (V)
cmolc.dm- % mg.dm?® %
out/18 55
2,77 0 09 081 013 189 466 151 349 40,36
cmolc.dm® % mg.dm? %
out/19 59
2,62 0 1,02 09 0,15 2,13 4,75 1,63 3,3 44,84

Nota: potencial de hidrogénio (pH em CaCls); hidrogénio + aluminio (H* + AI*); célcio (Ca®*); magnésio
(Mg?*); potassio (K*); soma de bases (SB); capacidade de troca catiénica (CTC pH 7.0); matéria organica
(MO); fésforo Mehlich (P meh).



48

A calagem foi feita 60 dias antes da semeadura a fim de elevar a saturagdo por
bases para 60%, na dose de aproximadamente 840 kg.ha* de calcario (CaO - 31%; MgO
-19,9%; PRNT — 109%). A fertilizacdo fosfatada foi feita, a fim de elevar a saturacéo por
fosforo para 12 mg.dm=, dois dias antes da semeadura com dose de 217 kg.ha de
superfosfato simples (18% P20s), com distribui¢do a lango e incorporada no solo com
grade niveladora.

A fertilizacio potassica foi realizada com dose de 266 kg.ha de KCI (60% de
K20), a fim de elevar a saturacdo de potassio para 0,30 cmol..dm®, N0 mesmo momento
que foi aplicado a dose equivalente a 20 kg.ha™ de N na forma de ureia (46% de N) em
todos os tratamentos, a lanco na superficie, sem incorporacdo no solo, 45 dias apds as
plantas estarem estabelecidas e perfilhando (Figura 8).

Figura 8. Procedimentos para preparo da area experimental, correcdo do solo e area com
Megathyrsus maximus cv. Massai estabelecido na Fazenda Experimental de Iguatemi,
Maringa-PR

As sementes do capim-Massai foram inoculados com trés cepas de BPCP
(Azospirillum brasileinse Ab-V5, A. brasileinse Ab-V6 e Pseudomonas fluorescens
CCTBO03) e o tratamento controle (sem inoculagdo de bactérias). Apos a fase de
estabelecimento foram incluidos niveis de adubagdo com N-fertilizante (50 e 100 kg ha'
de N). O experimento foi delineado em blocos ao acaso com arranjo fatorial 4x3 com 4
repeticdes cada, totalizando 48 unidades experimentais. As unidades experimentais foram
parcelas com dimensdes de 3,0 m x 4,0 m (12,0 m?) e distancia de 2,0 m entre elas.
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As BPCP utilizadas pertencem a “Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Soja: Bactérias Diazotréficas e Promotoras do Crescimento de Plantas” (World
Federation Culture Colletion-WFCC#1213, Word Data Centre for Microorganisms-
WDCM#1054). Essas sdo derivadas de programas de selecdo de BPCP da Embrapa Soja:
A. brasilense Ab-V5 (CNPSO 2083) e Ab-V6 (CNPSO 2084), selecionada no Brasil,
inicialmente para as culturas de milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum) (Hungria
et al., 2010) e P. fluorescens CCTBO03 (CNPSO 2719) da empresa Total Biotecnologia
(Curitiba, PR, Brasil).

As bactérias A. brasilense Ab-V5 e A. brasileinse Ab-V6 foram crescidas em
meio liquido dextrose yeast glutamato (DYGS), a 28°C, em agitador rotativo a 180 rpm
(Santos et al. 2020 ). A bactéria P. fluorescens CCTBO03 foi crescida em caldo triptona
soja (Tryptic Soy Broth, Acumedia™), a 28°C, em agitador rotativo a 180 rpm,
conforme procedimento técnico da Embrapa Soja de Londrina, Parand, Brasil.

Os inoculantes foram armazenados em tubo Falcon de 50mL. Nesses foram
colocados aproximadamente 30 mL das bactérias nos meios liquidos para oxigenacéo,
para ndo prejudicar os microrganismos. Desde o fim do processo de crescimento até o
transporte para o local de utilizacdo os inoculantes foram deixados sob refrigeracdo de
5°C a 10°C. Os inoculantes foram utilizados dentro de um prazo méaximo de 15 dias. No
momento da semeadura foram adicionados 15 ml de inéculo por quilograma de semente.

Em cada semeadura, os indculos de BPCP foram identificados e preparados em
concentragdo final de 108 mL™ de células, no laboratdrio de biotecnologia da Embrapa
Soja da cidade de Londrina — PR. Ap0s a inoculagdo com as BPCP, as sementes foram
secas ao ar livre, a sombra, por 30 minutos, antes do plantio.

A taxa de semeadura minima de 11 kg.ha de sementes para capim-Massai foi
calculada levando em consideracao: pureza de 97,3%, germinacao de 84% e valor cultural
de 80%.

2.2. Altura das plantas

Apls a terceira semana, depois da emergéncia das plantulas, foi registrada
semanalmente a altura das plantas. Foi mensurado 15 pontos aleatérios por parcela com
régua graduada. A altura serd medida na curvatura das folhas superiores em torno da régua
(Figura 9).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11104-021-04908-x#ref-CR58
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Figura 9. Determinacéo da altura dos pastos de capim-Massai. Experimento com BPCP e
doses de N-Fertilizante em Maringéa, Parana, Brasil.

2.3. Massa de forragem total (MFT), acimulo de forragem (AF) e componentes
morfoldgicos

No momento que as plantas atingiram 0,55m de altura pela primeira vez em uma
estacdo do ano e em todas as estacdes do ano (outono, inverno, primavera e verdo) foram
mensuradas a massa de forragem total (MFT) em todos os tratamentos. Os cortes foram
realizados rente ao solo através da amostragem direta, utilizando um quadrado com 0,25
m? (0,5 x 0,5 m), estes foram secos em estufa de circulacdo forcada para a determinagéo
da matéria seca, a 60°C, até peso constante para a determinacao da matéria seca.

Também foi mensurado o acumulo de forragem (AF). Sempre que 0s pastos
atingiram as alturas de 0,55m de altura esses eram cortados a 0,25m de altura. O AF foi
feito com o auxilio de um cortador de grama com recolhedor de forragem e adaptacéao
para corte a altura do residuo indicado.

A técnica da mensuracdo do AF consiste em cortar uma faixa central de
aproximadamente 2,50 x 0,45m (1,13m?) ao centro de cada unidade experimental. A

forragem contida no interior do recolhedor de forragem também foi pesada e secada em
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estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C até peso constante e somada a MFT.
Posteriormente toda as parcelas foram rebaixadas a 0,25m.

Para determinacdo dos componentes morfolégicos dos pastos, foram retiradas
subamostras de MFT, as quais foram separadas nas fracdes lamina foliar (LF), colmo +
bainha (CB) e material morto (MM). Esses componentes foram secos utilizando o método
supracitado. Os valores de MFT foram convertidos para kg.ha* de matéria seca (MS), e
0s CM expressos como proporgéo (%) da planta inteira.

2.4. Densidade populacional de perfilhos (DPP)

As estimativas de (DPP) foram obtidas com o uso de armacdes metalicas de 0,50
x 0,25m (0,125m?), segundo método de Sbrissia e Silva (2008). Foram utilizados dois
retangulos por unidade experimental, alocados em pontos representativos da condic¢ao dos
pastos (altura média) no momento da amostragem. As avaliagdes foram um dia antes das
avaliacbes de MFT, e todos os perfilhos vivos no interior da armacdo metalica foram
contados. Optou-se pelo uso de uma medida retangular visando englobar, dentro do

possivel, a grande heterogeneidade verificada em pastos.

25. 1L e IAF

O monitoramento do indice de interceptacdo luminosa incidente (IL — medida com
aparelho Accupar modelo LP-80, da Decagon Devices, Sdo José dos Campos - SP, Brasil)
foi feito utilizando um aparelho analisador de dossel. O IL foi realizado toda vez que os
tratamentos atingiam 0,55m de altura no capim-Massai. Em cada ponto foram realizadas
quatro leituras acima do dossel forrageiro e quatro no solo. O indice de area foliar (IAF)

também foi estimado pelo mesmo aparelho nos mesmos intervalos do IL.

2.6. Sistema radicular

Na ultima semana de cada estacdo, foram retiradas duas amostras de solo por unidade
experimental, com profundidade de 0 a 20 cm com auxilio de uma sonda Figura 10. Estas
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos identificados. Em seguida

encaminhadas para o Laboratério de Nutricdo Animal da Universidade Estadual de
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Maringa (LANA - UEM), e imediatamente levadas ao freezer com temperatura entre -5
a-10°C.

7 \ RN B G 1
Figura 10. Coleta de raizes realizada no experimento com capim-Massai inoculado com
BPCP e doses de N-Fertilizante durante dois anos (2019-2020).

Segundo a metodologia utilizada por Bohm (1976), as amostras foram lavadas
com agua corrente em peneira com malha de 0.8 mm, para separacdo de solo e raizes
(Figura 11) As amostras, a partir dai, foram homogeneizadas e subdivididas em duas
partes, uma delas (aproximadamente 20%) acondicionadas em potes com solucdo de
alcool 70% para analises de morfologia radicular e a outra foi seca em estufa com
circulacdo forcada de ar (55°C) por 48h, para determinacdo da massa de raizes (MR).
Apds isso, este material foi disposto para a pesagem em balanca analitica. A relacéo entre

massa de forragem total e massa de raizes foi obtida pela divisdo delas.
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Figura 11. Raizes de Megathyrsus maximus cv. Massai inoculado com BPCP associada a
doses de N-Fertilizante ap6s lavagem em peneira de 0.8mm.

As subamostras correspondentes a determinacdo da morfologia radicular
distribuidas uniformemente, sem sobreposicdo, em placas de vidro transparente e, entao,
submetidas a digitalizacdo em Scanner HP 3400. As leituras de area radicular (AR) em
mm?z, didmetro radicular (DiR) em mm, comprimento radicular (CR) em mm e densidade
radicular (DeR) em mm/dcm3, foram realizados por meio do aparelho DELTA T SCAN®

equipado com o programa de analise de imagem de raizes (Figura 12).
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| -
Figura 12. Procedimento de andlise radicular no aparelho DELTA T SCAN®. Captura
das imagens pelo programa; Preparacdo das amostras; Scanner de raizes.

2.7. Analises estatisticas

As variaveis de resposta foram estudadas separadamente. Todas elas foram
analisadas através da montagem de modelos de efeitos mistos usando o procedimento
MIXED do SAS versdo 9.0 (SAS Institute, 2002). Os tratamentos e as estagdes do ano
foram considerados como efeitos fixos, enquanto os blocos e 0s anos de ensaios foram
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considerados como efeitos aleatorios. A estrutura de covariancia foi selecionada com base
no menor valor do critério de Akaike. A normalidade dos residuos e a homogeneidade
das variancias foram testadas usando o teste de Shapiro-Wilk, e os dados transformados
se as suposi¢cdes da ANOVA fossem violadas. As médias foram comparadas usando o
teste de Kramer-Tukey em P < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo entre os tratamentos e as estacGes do ano para as variaveis
massa de forragem total (P = 0,315), acimulo de forragem (P = 0,405), lamina foliar (P
= 0,272), colmo mais bainha (P = 0,128), material morto (P = 0, 254), e relacdo lamina
foliar com colmo mais bainha (P = 0,456). Porém, foi encontrado diferencas entre 0s
tratamentos para todas essas variaveis, exceto para a percentagem de material morto
(Tabela 9).

Tabela 8. Efeito dos tratamentos sobre a média da MFT (kg.ha?), AF (kg.ha') LF (%),
CB (%), MM (%) e LF:CB do capim-Massai inoculado com BPCP associadas a doses
de N-Fertilizante durante dois anos (2019-2020).

MFT AF  LF CB MM

Associacdes entre N- fertilizante e BPCP (kg.ha') (kgi.)ha' (%) LF.CB
Controle* 7345b  1623c 44b 3la 25 1,42
20 kg.ha' de N Azospirillum brasilense Ab-V5 ~ 9295ab 2327ab 45ab 30ab 25 1,50bc
A. brasilense Ab-V6 9594ab 2417b 47a 30ab 23 1,57bc
Pseudomonas fluorescens CCTB03 9228ab 2736ab 48a 25b 27 1,92a
Controle* 9065ab 2554ab 44b 3la 24 1,45bc
A. brasilense Ab-V5 8983ab 2649ab 47a 30ab 23 1,57bc
70 kg.ha' de N .
A. brasilense Ab-V6 1065la 282la 46ab 3la 23 1,48bc
P. fluorescens CCTBO03 9410ab 2358bc 45ab 26b 29 1,73ab
Controle* 10075a 2856a 44b 3l1a 25 1,42
A. brasilense Ab-V5 9559ab 2709ab 48a 30ab 22 1,60ab
120 kg.ha' de N .
A. brasilense Ab-V6 9172ab 2689ab 46ab 3la 23 1,48bc
P. fluorescens CCTBO03 10112a 2974a 45ab 26b 29 1,73ab
EPM 749 102 3 2 2 0,2
P-valor 0,032 0,001 0,001 0,045 0,101 0,001

Nota: MFT — Massa de forragem total; LF - l[dmina foliar; AF - acimulo de forragem; CB — colmo mais
bainha; MM — material morto; LF:CB — rela¢do lamina foliar e colmo mais bainha. EPM: Erro padrdo da
média; médias seguidas de letras mindsculas semelhantes na coluna nédo séo diferentes pelo teste de Tukey-
Kramer (P<0.05).
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Os tratamentos com A. brasilense Ab-V6 + 70 kg.ha® de N, o controle + 120
kg.ha* de N e os pastos inoculados com P. fluorescens CCTBO03 + 120 kg.ha* de N foram
0s que obtiveram as maiores médias de MFT e AF com relagdo ao controle + 20 kg.ha
de N. Os tratamentos que mais se destacaram chegaram a ser 31% superiores para MFT
e até 45% para AF em relacio ao controle + 20 kg.ha™.

E importante frisar o resultado das BPCP associadas a 20 kg.ha* para MFT, e das
estirpes A. brasilense Ab-V6 e P. fluorescens CCTBO3 associadas a 20 kg.ha™* de N no
AF. Esses tratamentos possibilitaram as plantas a produzirem forragem semelhante ao
tratamento controle associado a 120 kg.ha* de N. Isto mostra certamente a efetividade
destas em situacdes de solos menos férteis, melhorando assim a producdo de massa de
forragem total como um todo e com menor uso de N-fertilizante.

Para muitos pesquisadores esses efeitos benéficos das BPCP, se devem a sintese
de fitormonios como: auxinas, acido indolacético e giberelinas. As auxinas e giberelinas,
por exemplo, atuam no crescimento e alongamento de caules, folhas e raizes, e induzem
mudancas na expanséo, divisao e alongamento celular das regides meristematicas, em que
ocorre o crescimento das plantas (Duca et al., 2014; Taiz et al., 2017).

A LF nos tratamentos com A. brasilense Ab-V5, tanto associados com 70 kg.ha*
de N e 120 kg.ha de N, como o tratamento com A. brasilense Ab-V6 + 20 kg.ha* de N
obtiveram as maiores médias para essa variavel em relacdo a todos aos controles (20, 70
e 120 kg.ha® de N). Os valores apresentaram até 4% de diferencas entre os tratamentos
que mais e menos se destacaram.

Estes resultados indicam que além de promover ganhos em relacdo a massa total
de forragem, as BPCP também ajudam a incrementar os indices de massa foliar,
componente base para persisténcia da forrageira ao longo das estacbes do ano, e ganho
de peso de animais criados sob o regime de pastejo. Em estudo semelhante, Guimaraes et
al. (2016), verificaram incrementos de até 9% no numero de folhas e de 12% no nimero
de perfilhos por planta em U. brizantha cv. ‘Marandu’ inoculada com Azospirillum.

Com relacdo a CB, os tratamentos de P. fluorescens CCTB03 com todas as doses
de N-fertilizante testadas foram as que obtiveram as menores médias para essa variavel.
Foram notadas diferencas de até 6% entre os tratamentos. O componente CB, apesar ndo
ser interessante para alimentacdo de ruminantes, tem funcéo importante na composicédo

do dossel, pois, atua na sustentacao das plantas forrageiras (Taiz et al., 2017).
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Na variavel LF:CB o tratamento com P. fluorescens CCTBO03 + 20 kg.ha* de N
foi 0 que obteve maior média em relacdo ao tratamento controle associado a apenas 20
kg.ha! de N. Os valores foram até 26% superiores nos tratamentos que obtiveram as
médias mais altas. Esses resultados podem ser atribuidos basicamente a baixa quantidade
de CB que os pastos apresentaram. Fator interessante na escolha da estirpe a ser
inoculada, pois, além de apresentar quantidades de MFT e AF semelhantes aos
tratamentos que mais se destacaram, ainda proporcionaram arquitetura de dossel
fundamental para producéo animal, com menor uso de N-fertilizante.

Entre as estacdes do ano, a média dos tratamentos foram superiores no inverno e
na primavera para as varidveis MFT, MM e LF:CB, foi observado variacGes de até 20%,
10% e 25%, respectivamente entre os periodos. Porém, os valores foram inversamente
proporcionais para LF e CB, e com as medias até 4 e 8%, respectivamente maiores para
essas variaveis no outono e no verdo. Para o AF, a estacdes que mais se destacaram foi a

primavera e o verdo, com aumentos de até 18% em relacéo ao outono (Figura 10).

Tabela 9. Efeito das estagOes do ano sobre a média da MFT (kg.ha?), AF (kg.ha?) LF
(%), CB (%), MM (%) e LF:CB do capim-Massai inoculado com BPCP associadas a
doses de N-Fertilizante durante dois anos (2019-2020).

Estacdes do ano MFT AF LF cB MM LF.CB
kg.ha kg.ha'* (%)
Outono 9435ab 2201b 48a 30a 22b 1,60b
Inverno 9844a 2531ab 44b 22b 34a 2,00a
Primavera 10594a 2806a 44b 24b 32a 1,83a
Verio 8450b 2700a 45ab 30a 25b 1,50b
EPM 381 115 3 2 2 68
P-valor 0,001 0,001 0,025 0,001 0,002 0,001

Nota: MFT — Massa de forragem total; AF — acimulo de forragem; LF - l[amina foliar; CB — colmo mais
bainha; MM — material morto; LF:CB — rela¢do lamina foliar e colmo mais bainha. EPM: Erro padrdo da
média; médias seguidas de letras mindsculas semelhantes na coluna ndo sdo diferentes pelo teste de Tukey-
Kramer (P<0.05).

A primavera e o inverno foram as estacdes que obtiveram as maiores médias para
MFT, MM e LF:CB entre os tratamentos testados. Por outro lado, essas estacOes
obtiveram valores inferiores para a percentagem de LF e CB frente ao outono e o verao.

Estes resultados, basicamente, podem ser atribuidos ao ciclo natural de
desenvolvimento do capim, uma vez que o outono foi o primeiro periodo ap6s aos
estabelecimentos dos pastos. O que se pode observar em pastagens recém-formadas, e
guando bem formadas, é alto indice de MFT, predominantemente com folhas e baixo MM
(Zimmer et al., 1983).
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Uma explicacdo para as taxas de acumulo aumentarem conforme o passar do
tempo experimental para o capim-Massai, foi justamente as condigdes climaticas
favoraveis na primavera e no verdo. No planejamento forrageiro o AF tem suma
importancia, pois esse participard diretamente da disponibilidade de forragem, a qual é
de alta qualidade, por se tratar dos extratos superiores do dossel, em que se concentra
basicamente as folhas da forrageira.

Apenas 0s tratamentos controle, A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 + 20 kg.ha de N
ndo proporcionaram oito cortes em média para o capim-Massai durante os dois anos de
observacGes. O demonstrativo dos cortes, com suas respectivas produtividades se

encontram na Figura 13.

4 A
Controle + 20 kg.ha-1 - —
A. brasilense Ab-V5 + 20 kg.ha-1 [ —
A. brasilense Ab-V6 + 20 kg.ha-1 — —
P. fluorescens CTB03 + 20 kg.ha-1 — —
Controle + 70 kg.ha-1 — —
A. brasilense Ab-V5 + 70 kg/N por ha — —
A. brasilense Ab-V6 + 70 kg/N por ha — —
P. fluorescens CTBO3 + 70 kg/N por ha — —
Controle + 120 kg.ha-1 I —
A. brasilense Ab-V5 + 120 kg/N por ha — —
A. brasilense Ab-V6 + 120 kg/N por ha — E—
P. fluorescens CTBO3 + 120 kg/N por ha I —
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Acumulado de MS kg.ha?
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\_ )
Figura 13. Média de massa de forragem acumulada durante os cortes nos dois anos de
experimento do capim-Massai inoculado com bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCP) associadas a doses de N-fertilizante, durante dois anos (2019-2020).

Os tratamentos com P. fluorescens CCTBO03 + 20 e 120 kg.ha de N foram os que
mais se destacaram no acumulado médio durante os anos de cultivo. Por outro lado o
controle + 20 kg.ha* de N foi o tratamento que menos produziu nesses periodos.

O tratamento com P. fluorescens CCTB03 + 20 kg.ha® de N proporcionou
resposta muito satisfatoria para produtividade do capim-Massai durante os cortes nos
anos de cultivo. Isso tem impacto grande com relacdo ao uso desses microrganismos,
principalmente em solos de baixa fertilidade com o do estudo, uma vez que foi

demostrado que é possivel boa produgéo de forragem com menor uso de N-Fertilizante.
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N&o houve interacgdo entre os tratamentos e as esta¢des do ano para IL (P = 0,315),
IAF (P =0,272) e DPP (P =0,128). Também ndo ocorreu diferenga para nenhuma dessas

variaveis considerando a comparagao entre os tratamentos testados (Tabela 11).

Tabela 10. Efeito dos tratamentos sobre a Interceptacdo luminosa (IL), indice de area
foliar (IAF) densidade populacional de perfilhos (DPP) do capim-Massai inoculado com
BPCP associadas a doses de N-fertilizante, durante dois anos (2019-2020)

DPP
Associacdes entre N- fertilizante e BPCP IL IAF 7(m2)
Controle* 0,91 3,90 1248
A. brasilense Ab-V5 0,93 4,34 1193
20 kg.hat de N .
A. brasilense Ab-V6 0,94 4,54 1263
P. fluorescens CCTBO03 0,92 4,02 1134
Controle* 0,93 4,13 1349
A. brasilense Ab-V5 0,92 3,99 1299
70 kg.hat de N _
A. brasilense Ab-V6 0,94 4,89 1191
P. fluorescens CCTBO03 0,93 4,25 1197
Controle* 0,94 4,25 1206
A. brasilense Ab-V5 0,95 4,70 1380
120 kg.ha' de N )
A. brasilense Ab-V6 0,93 4,38 1261
P. fluorescens CCTBO03 0,94 4,47 1128
EPM 0,01 0,26 127
P-valor 0,421 0,357 0,785

Nota: Interceptacdo luminosa (IL); indice de area foliar (IAF); densidade populacional de perfilhos (DPP);
EPM: Erro padrao da média; médias seguidas de letras mindsculas semelhantes na coluna ndo séo diferentes
pelo teste de Tukey-Kramer (P<0.05).

Os resultados encontrados nestes estudos contrariam 0s encontrados por
Guimardes et al. (2019), que ao avaliarem o perfilhamento com doses de N-fertilizante
em U. brizantha cv. ‘Xaraés’ inoculados com P. fluorescens CCTB 03 e Pantoea ananatis
AMG521 demonstraram que as duas bactérias promoveram aumentos do nimero de
perfilhos basais, chegando a 100% de superioridade em relacdo aos demais tratamentos.

Ao analisar a médias dos tratamentos entre as estacGes do ano, pode-se observar
que o outono foi o periodo com maior IL e IAF. As diferencas notadas na IL foram de até
3% e 23%, para IL e 1AF, respectivamente, em relacdo ao inverno, estacdo com a menor
média para essas variaveis.

Segundo Santos e Vieira (2011) o manejo da pastagem também pode ser feito pela
interceptacdo luminosa do dossel, e é justificado por proporcionar ao animal o pastejo da
forrageira no ponto de sua maior produtividade de folhas e consequentemente melhor

valor nutritivo, a faixa ideal na maioria das gramineas € quando o dossel atinge 95% de
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interceptacdo de luz. J& Hodson (1990) relatou que as varidveis do pasto que mais
impactam sobre a producdo de matéria seca sdo a altura e o IAF, também tendo forte
relacdo entre elas.

Para o DPP a primavera e o verdo foram as estacOes que se destacaram. As
diferencas foram de até 33% frente ao outono e inverno, estagdes com as menores médias
observadas (Tabela 12).

Tabela 11. Efeito das estacGes do ano sobre a Interceptacdo luminosa (IL), indice de area
foliar (IAF) densidade populacional de perfilhos (DPP) do capim-Massai inoculado com
BPCP associadas a doses de N-fertilizante, durante dois anos (2019-2020).

EstacBes do ano IL IAF DPP
(m?)
Outono 0,96a 4,85a 890b
Inverno 0,93b 3,75b 985h
Primavera 0,95ab 4,28ab 1251a
Verdo 0,95ab 4,35ab 1334a
EPM 0,01 0,12 68
P-valor 0,001 0,001 0,001

Nota: Interceptacdo luminosa (IL); indice de érea foliar (IAF); densidade populacional de perfilhos (DPP);
EPM: Erro padrao da média; médias seguidas de letras mindsculas semelhantes na coluna ndo séo diferentes
pelo teste de Tukey-Kramer (P<0.05).

Estes resultados refletem bem o comportamento tanto da MFT, quanto dos
componentes morfologicos ao longo do desenvolvimento do capim-Massai. O outono,
primeira estacdo apos o estabelecimento, por se tratar de um pasto jovem obteve maiores
valores de IAF pela grande proporcdo de folhas no dossel. Isso, consequentemente
promoveu maiores indices de IL.

O inverno, por ser uma estacdo com limitada disponibilidade de recursos basicos
para o crescimento da forrageira, tanto hidricos como de temperatura (Figura 2), teve sua
capacidade de IL e IAF reduzida, pela reducdo de laminas foliares e aumento de material
senescente. A retomada desses indices avaliados, s6 se deu na primavera, momento em
que o pasto comeca a se recuperar por causa da disponibilidade de luz e &gua,
componentes chave para crescimento dos pastos (Gastal e Lemaire, 2015), ficando esses
pastos dentro dos valores indicados para o0 manejo do pasto. Com este estudo, recomenda-
se para a regido a altura de 0,55m para entrada dos animais em pastejo e retirada com
0,25m para capim-Massai.

Particularmente, a DDP aumentou a quantidade ao passar das épocas do ano. 1sso

se deve, basicamente, a plasticidade dos pastos frequentemente submetidos a cortes e ao
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estimulo das gemas basais do capim (Sbrissia e Silva, 2008). Isso fez com que
inevitavelmente aumentasse o numero de perfilhos por metro quadrado influenciando
diretamente no AF.

N&o houve interacdo entre os tratamentos e as estacGes do ano para as variaveis
massa de raizes (P = 0,421), relacdo massa de forragem total com massa de raizes, area
de raizes (P = 0,645), comprimento de raizes (P = 0,255), diametro de raizes (P=0,854),
e densidade de raizes (P = 0,743). Porém, foi encontrado diferencas entre os tratamentos

para a massa, area e comprimento radicular (Tabela 13).

Tabela 12. Efeito dos tratamentos sobre a MR (kg.ha-1), MFT:MR, AR (mm?), CR
(mm/mm?), DiR (mm), DeR (mm/dcm?3) do capim-Massai inoculado com BPCP
associadas a doses de N-fertilizante, durante dois anos (2019-2020)

AR CR DiR DeR

MR
Associacdes entre N- fertilizante e BPCP ————— MFT:MR

(kg.ha?) mmz  mm/mm2 (mm) mm/dcm?
Controle* 3002c 2,45 859d  7891d 0,18 10,1
20 kg.ha de A. brasilense Ab-V5 3855a 2,41 2003c 10002bc 0,22 12,1
N A. brasilense Ab-V6 3847a 2,49 1855cd  9758c 0,21 11,8
P. fluorescens CCTB03  3789ab 2,44 1912¢  9854c 0,19 11,9
Controle* 3415bc 2,65 1744cd  8546¢d 0,18 10,4
70 kg.ha! de A. brasilense Ab-V5 3354hc 2,68 1785cd 8965cd 0,21 11,1
N A. brasilense Ab-V6 3941a 2,70 3982a 17584a 0,24 15,8
P. fluorescens CCTB03  3597a 2,62 1852¢c  9755b 0,24 11,8
Controle* 3641ab 2,77 2155bc  12551b 0,22 13,2
120 kg.ha'* A. brasilense Ab-V5 3474hc 2,75 1812cd 9325bc 0,19 11,4
de N A. brasilense Ab-V6 3458b 2,65 2998b  14558b 0,22 13,4
P. fluorescens CCTB03  3974a 2,54 4123a 18450a 0,23 16,3
EPM 232 0,2 135 830 0,01 0,1
P-valor 0,012 0,305 0,025 0,048 0,478 0,125

Nota: Massa de raizes (MR), relacdo massa de forragem total com massa de raizes, area de raizes
(MFT:MR), comprimento de raizes (CR), didmetro de raizes (DiR), densidade de raizes (DeR). EPM: Erro
padrdo da média; médias seguidas de letras minusculas semelhantes na coluna nao sdo diferentes pelo teste
de Tukey-Kramer (P<0.05).

Os maiores valores para MFT foram encontrados para os tratamentos A. brasilense
Ab-V6 + 20 e 70 kg.ha* de N, A. brasilense Ab-V5 + 20 kg.ha* de N e P. fluorescens
CCTBO03 + 70 e 120 kg.ha* de N. Esses valores chegaram a ser até 24% maiores com
relacdo as médias observadas no controle + 20 kg.ha* de N.

Os valores encontrados na massa de raizes, certamente contribuiu com a maior
producgdo de MFT, AF, e % de LF desses tratamentos. Nestas condi¢des a planta tem mais
habilidade de explorar o solo, em sua fertilidade e &gua, possibilitando, certamente, esses

incrementos (Cecato et al., 2011).
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Os resultados obtidos com as BPCP, provavelmente podem ser creditados a maior
producéo de &cido indolacético nos pastos inoculados com esses microrganismos, o qual
tem efeito importante no crescimento radicular, resultando em aumentos na absorgéo de
agua e nutrientes, garantindo o uso eficiente desses recursos (Hungria et al., 2010).

Tanto para AR, quanto para CR as bactérias A. brasilense Ab-V6 e P. fluorescens
CCTBO03, associadas a 70 e 120 kg.ha* de N, respectivamente, foram os tratamentos que
obtiveram as maiores médias em relacdo ao controle. Os valores chegaram a ser até 79 e
57% maiores em cada uma dessas variaveis.

Estes resultados obtidos no estudo, colaboram com muitos contidos na literatura,
que citam a inoculagdo de plantas forrageiras com BPCP como percursora do aumento
acentuado na producéo de massa de raizes (Carvalho et al., 2020; Hungria et al., 2020).
Estes resultados deixam explicitos que estes microrganismos contribuem diretamente na
producdo de forragem através do estimulo radicular. Uma vez a planta tendo condic¢des
de explorar o0 solo em busca de nutrientes e agua, isso impactara, como comprovado neste
estudo, na sua producéo de parte aérea.

Tambem, foram encontradas diferencas isoladas entre as estacdes do ano para as
variaveis MR e RFR (P = 0,001 e 0,002) com os valores médios de primavera superiores
na ordem de aproximadamente 29% e 21% frente aos valores de inverno e veréo,
respectivamente, para MR, e inferiores de 24% e 19%, para RFR frente as mesmas

estacOes (Tabela 14).

Tabela 13. Efeito das estagdes do ano sobre a MR (kg.ha-1), MFT:MR, AR (mm?), CR
(mm/mm?), DIR (mm), DeR (mm/dcm3) do capim-Massai inoculado com BPCP
associadas a doses de N-fertilizante, durante dois anos (2019-2020).

EstacOes do ano MR MFT:MR AR cR DR DeR
(kg.hat) mm2/ dcm3 mm/decm3®  (mm) mm/dcm3
Outono 2452¢ 3,85a 1289c 6558¢ 0,11 6,5¢C
Inverno 2886b 3,41b 1845h 9584b 0,18 9,8b
Primavera 4064a 2,61c 2563a 12315a 0,22 10,5b
Verao 3213ab 2,63c 3230a 14758a 0,29 15,5a
EPM 220 0,3 325 652 0,03 0,5

P-valor 0,020 0,001 0,001 0,024 0,701 0,014

Nota: Massa de raizes (MR), relacdo massa de forragem total com massa de raizes, area de raizes
(MFT:MR), comprimento de raizes (CR), didmetro de raizes (DiR), densidade de raizes (DeR). EPM: Erro
padrdo da média; médias seguidas de letras mindsculas semelhantes na coluna ndo sao diferentes pelo teste
de Tukey-Kramer (P<0.05).
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Estes resultados podem ser relacionados as demais varidveis apresentadas
anteriormente, os menores valores de MR no outono, faz jus a uma forrageira jovem e
com pouca capacidade de reserva. Com o passar do tempo, o pasto tende a lancar méo
desses recursos para suportar para periodos de maior estresse, Como 0 inverno, e retoma
suas reservas nos periodos mais propicios, como a primavera e 0 verao.

A morfologia radicular por sua vez, acompanha esse processo, assim como
comentado para a MFT, a MR por si s6 ndo reflete a capacidade de extrair recursos das
plantas apenas por sua quantidade, mas pelas caracteristicas das raizes. Quanto mais finas
e longas, essas tendem a ser mais eficientes nesse processo. O verdo e a primavera
indicam o &pice de desenvolvimento do sistema radicular, por exemplo, pois além de

quantidade, também apresentam raizes eficientes por suas caracteristicas morfologicas.

4 CONCLUSAO

Os resultados do estudo demostraram que € viavel associar as BPCP ao
desenvolvimento de Megathyrsus maximus cv. Massai. Visando a produtividade, as
estirpes mais indicadas séo a Pseudomonas fluorescens CCTBO03 associada a aplicacéo
de 20 kg.ha e Azospirillum brasilense Ab-V6 associada a 70 kg.ha™* de N.

As BPCP nao interferiram no ciclo natural de desenvolvimento do pasto durante

as estacOes do ano.
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