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RESUMO

O rebanho bovino no Brasil é criado a pasto, no entanto, 70% das pastagens
apresentam algum grau de degradacédo, sendo um dos principais motivos a auséncia
de adubacdo nitrogenada (N). A busca por uma pecudria sustentavel leva a
utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal com intuito de repor a
necessidade de N das plantas. Em casa de vegetacdo, cultivou-se a forrageira
Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri com o objetivo de avaliar os efeitos de estirpes
selecionadas de Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens e Rhizobium
tropici na produtividade, acumulo de nutrientes e composicdo bromatoldgica do
capim. O experimento consistiu em onze tratamentos: controle (-N) e sem
inoculacao, controle (+N); trés tratamentos com inoculagéo de A. brasilense Ab-V5 +
Ab-V6, P. fluorescens e coinoculacdo entre R. tropici + Ab-V6; trés tratamentos
combinando inoculacdo com adubacdo nitrogenada; e trés tratamentos com a
reinoculacdo foliar das plantas apd0s cada corte. Avaliou-se a massa seca (MS),
perfilhamento, indice de clorofila, altura, nutricdo e composicdo bromatoldgica, ao
longo de trés cortes, além da MS de raizes. O delineamento foi de blocos
casualizados com cinco repeticbes, em esquema de parcelas subdivididas,
considerando os tratamentos como parcela e o0s cortes como subparcela. A
inoculacdo com as bactérias associada a adubacdo N, aumentaram o acumulo de N,
NH,;", Ca, Zn, Mn e Fe da parte aérea do capim Zuri em relacdo ao tratamento
controle (+N). A inoculacdo com P. fluorescens e a coinoculacao com R. tropici + Ab-
V6 aumentou o indice de clorofila foliar em relacdo ao tratamento testemunha. A
adubacao N influenciou o teor de PB, mas néo influenciou os teores de FDN, FDA e
DIVMS. A inoculacdo nao substitui a adubac&o N, porém quando associada ao uso
de N incrementou na nutricdo e produtividade do capim Zuri. A reinoculacao foliar
nao apresentou respostas apds os cortes para a producdo de MS, perfilhamento,

nutricdo e qualidade bromatoldgica do capim Zuri.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas. Fixagdo biologica de nitrogénio. Graminea

tropical. Inoculacdo. Reinoculacéo. Proteina bruta.



ABSTRACT

However 70% of the pastures present some degree of degradation, one of the main
reasons being the absence of nitrogen (N) fertilization. The search for sustainable
livestock farming leads to the use of plant growth promoting bacteria in order to
restore the N requirement of the plants. In a greenhouse, the forage Megathyrsus
maximus cv. BRS Zuri in order to evaluate the effects of selected strains of
Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens and Rhizobium tropici on
productivity, nutrient uptake and bromatological composition of the grass. The
experiment consisted of eleven treatments: control (-N) and without inoculation,
control (+N); three treatments with inoculation of A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6, P.
fluorescens and coinoculation between R. tropici + Ab-V6; three treatments
combining inoculation with N fertilization; and three treatments with the foliar
reinoculation of the plants after each cut. The dry mass (DM), tillering, chlorophyll
index, height, nutrition and bromatological composition were evaluated along three
cuts, in addition to the root DM. The experimental design was a randomized
complete block design with five replications, in a subdivided plot scheme, considering
treatments as plot and cuts as subplot. The inoculation with the bacteria associated
with N fertilization increased the accumulation of N, NH4*, Ca, Zn, Mn and Fe of the
Zuri guinea grass over the control (+N) treatment. Inoculation with P. fluorescens and
co-inoculation with R. tropici + Ab-V6 increased leaf chlorophyll content in relation to
the control treatment. N fertilization influenced the CP content, but did not influence
NDF, ADF and DIVMS levels. Inoculation does not replace N fertilization, but when
associated to N use, it promoted increases in nutrition and productivity of Zuri grass.
Shoots reinoculation did not present responses after the cuttings for DM production,

tillering, nutrition and bromatological quality of the Zuri guinea grass.

Keywords: Crude protein. Diazotrophic bacteria. Inoculation. Nitrogen biological

fixation. Reinoculation. Tropical grass.
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1 INTRODUCAO

As condicdes climaticas e a grande extensdo territorial sdo fatores que, desde
o inicio da pecuaria brasileira, definem uma caracteristica importante dessa
atividade: ter a quase totalidade do rebanho criado em pastagens (FERRAZ;
FELICIO, 2010), que se constituem na maneira mais pratica e econémica de
produzir e alimentar o gado.

Estimativas indicam que o Brasil detém cerca de 160 milhdes de hectares de
pastagens (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE,
2018), dos quais grande parte apresenta algum grau de degradacgao (DIAS FILHO,
2014). As causas da degradacdo de pastagens se deve a auséncia ou incorreto
manejo de pastejo, superlotacdo da area, falta de reposicédo de nutrientes ao solo,
espécie forrageira inadequada para a regido de cultivo, presenca de pragas e
plantas invasoras, etc.

Entre os fatores responsaveis pelo inicio do processo de degradacédo das
pastagens, considera-se a auséncia de fornecimento de nitrogénio para as plantas,
fator de maior impacto na producdo de forragem quando as demais condi¢cdes
edafocliméticas ndo séo limitantes (EUCLIDES et al., 2007). Como consequéncia ha
perda da capacidade de suporte e ganho de peso do animal ao longo do tempo,
evidenciando a necessidade de reposicao desse nutriente.

Os fertilizantes nitrogenados tem custo elevado, que aliado as perdas por
lixiviagdo, desnitrificacdo e volatilizagdo, fazem com que a recuperacdo ou
renovacao de pastagens degradadas se torne uma pratica onerosa. Além do mais,
para a producdo de 1000 kg de fertilizante nitrogenado pelo método Haber-Bosch
sao utilizados 873 m3 de gas natural (XU et al., 2012), e também a aplicacédo de
adubos nitrogenados tem a capacidade de emitir gases (CO; e NO,), que aumentam
o efeito estufa.

E necessaria e desejavel a adocdo de praticas sustentaveis na atividade
agropecuéria, que auxiliem na reposicao dos estoques de C e de N no solo, e que
reduzam a emissdo dos gases de efeito estufa (LAL, 2005; SA et al., 2015).
Portanto, a crescente preocupacdo com o desenvolvimento de sistemas

agropecuarios mais sustentaveis e menos poluente, ha a busca de alternativas para



12

reduzir o impacto ambiental dos fertilizantes minerais (COSTA et al.,, 2015), sem
causar perdas na produtividade.

Nesse sentido, a utilizacdo benéfica de inoculantes microbianos destaca-se
como alternativa viavel, especialmente sob condicbes de baixa fertilidade do solo
(CARVALHAIS et al, 2013; HUNGRIA et al., 2010; HUNGRIA et al., 2013a, b). Essas
bactérias, conhecidas como bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV),
sao responsaveis por realizar a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) atmosférico
(MARQUES et al.,, 2017) e capacidade de incrementar o crescimento vegetal,
portanto a sua utilizagdo vem sendo muito estudada para avaliar os efeitos na
produtividade e qualidade de gramineas tropicais.

A FBN acontece a partir da transformacdo do N, da atmosfera em formas
combinadas de nitrogénio, sendo assimilado pela planta na formacdo de moléculas
organicas e o0s beneficios das bactérias no crescimento das plantas tém sido
atribuidos a uma variedade de mecanismos Unicos ou combinados que agem de
forma acumulativa ou em cascata (BASHAN; de-BASHAN, 2010), incluindo o
aumento da absorcdo de nutrientes e agua (ARDAKANI et al., 2011); producéo e
secrecdo de fito-hormbnios e outras moléculas de sinalizagdo, como auxinas
(SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2015), citocininas (TIEN et al., 1979), giberelinas
(BOTTINI et al.,, 1989) e acido salicilico (SAHOO et al., 2014); bem como na
solubilizacéo de fosfato (RODRIGUEZ et al., 2004).

Ainda € necesséario estudos com FBN em pastagens, principalmente,
considerando a grande variedade de bactérias que podem ser associadas a essas
plantas, e seu potencial de fixacdo, atrelado a escassez de trabalhos utilizando o
género Megathyrsus (syn. Panicum), comum como planta forrageira.

A hipotese do trabalho foi verificar se as BPCV séo capazes de reduzir ou
substituir a adubacé&o nitrogenada, assim como incrementar o crescimento vegetal..
Objetivou-se avaliar o efeito de estirpes selecionadas de Azospirillum brasilense,
Pseudomonas fluorescens e Rhizobium tropici na producdo de MS da parte aérea e
raizes, acumulo de nutrientes, producdo e composi¢cdo bromatolégica de

Megathyrsus maximus cv BRS Zuri.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Pastagens no Brasil

A pecuaria de corte é uma atividade cada vez mais importante para a
economia brasileira e mundial, em que o rebanho bovino nacional é de
aproximadamente 218 milhdes de cabecas (IBGE, 2016), sendo a maior parte criado
a pasto (FERRAZ; FELICIO, 2010), que se caracteriza como uma forma econdmica
e pratica de produzir e oferecer alimentos para os animais (DIAS FILHO, 2014), a
baixo custo.

Portanto, por ser a forma menos onerosa e mais eficiente para ocupar e
assegurar a posse de grandes extensdes de terra, comparada a atividades
agricolas, a pecuaria, em particular, a criagdo de bovinos de corte a pasto, tem sido
a atividade historicamente empregada na ocupacédo de areas de fronteira agricola no
Brasil (DIAS FILHO, 2011, 2013), onde apesar de apresentar aspectos vantajosos,
desenvolveu uma cultura de baixo investimento em insumos e tecnologias na
formacdo e manejo das pastagens, desencadeando no processo de degradacado e
reducdo da eficiéncia produtiva, taxando a criagéo de bovinos criados a pasto, como
uma atividade prejudicial ao ambiente (DIAS FILHO, 2014).

A produtividade da pecuaria de corte no Brasil é de 5,1 arrobas/hectare/ano,
podendo ser melhorada com a aplicacdo de tecnologias e manejo das pastagens
(TORRES JUNIOR et al., 2013). Esse aumento de produtividade tem melhorado, ja
esta acontecendo, uma vez que o ritmo de crescimento do rebanho bovino vém
superando o aumento das areas de pastagem do Pais (MARTHA JUNIOR et al.,
2012).

Muito desse aumento na produtividade se deve a aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados, entretanto, onera os custos de producdo. Mas como a demanda por
alimentos vem crescendo ano a ano, tem-se enfatizado a necessidade de maior
exploracdo do potencial da FBN em gramineas tropicais, como uma alternativa
sustentavel e econémica a adubacdo nitrogenada (SOUTO, 1982; BASHAN et al.,
2004).
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2.2 Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri

O Megathyrsus (syn. Panicum) maximus é uma das espécies de gramineas
forrageiras amplamente utilizadas nos sistemas de producdo animal, por possuir
vasta adaptagdo climatica e alta produtividade de massa seca em climas tropicais
(GOMES et al., 2011). Essas carateristicas positivas fazem com que este género
seja 0 segundo mais cultivado em pastagens no Brasil, perdendo somente para as
gramineas do género Urochloa (syn. Brachiaria) (NASCIMENTO et al., 2014).

A cultivar BRS Zuri € resultado de uma selegcdo massal entre populactes
derivadas de um Megathyrsus maximus coletadas na Tanzania. A cultivar foi
selecionada com base na produtividade, vigor, capacidade de suporte, desempenho
animal, resisténcia as cigarrinhas-das-pastagens (EMBRAPA GADO DE CORTE,
2014).

E uma planta cespitosa ereta e alta, com folhas verdes escuras, longas,
largas e arqueadas. Apresenta tolerancia moderada ao encharcamento do solo,
semelhante ao Tanzania-1, porém se desenvolve melhor em solos bem drenados,
sendo opcéao para diversificacdo de pastagens nos biomas Amazoénia e Cerrado.

Avaliada em parcelas, sob cortes manuais, a cultivar BRS Zuri atingiu a
produgdo anual de 21,8 t/ha/ano de massa seca foliar, 50% a mais que o0 capim
Coloniao e similar ao capim Tanzania-1. A estacionalidade da producao foi similar as
cultivares Tanzania-1 e Mombaca, atingindo 15% do total anual no periodo seco. A
cultivar BRS Zuri apresentou porcentagem de folhas de 87%, e com os teores de
proteina bruta variando de 11 a 15% nas folhas e de 7 a 12% nos colmos
(EMBRAPA GADO DE CORTE, 2014).

2.3 Bactérias promotoras do crescimento vegetal em gramineas

A FBN para as gramineas é realizada pelas bactérias no interior do tecido do
vegetal ou préxima a rizosfera. Para as gramineas, a quantidade de nitrogénio
disponibilizado para culturas pela FBN € moderada, necessitando ainda de mais
estudos da contribuicdo das bactérias para as culturas. O manejo da fertilidade do

solo explorando as biotecnologias existentes podem ser adotados para potencializar
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a producdo e o correto avango econdmico, social e ecolégico dos diferentes
ecossistemas pastoris do Brasil. Assim, a associacdo entre gramineas e as bactérias
promotoras de crescimento de plantas podem representar uma vantajosa alternativa
para a producao animal a pasto, aumentando a producdo de forragem e auxiliando
no manejo quimico do solo e qualidade ambiental. A FBN contribui globalmente com
180 x 10° toneladas métricas de N por ano, sendo que as associa¢bes simbiéticas
produzem 80% do restante provenientes de bactérias de vida livre ou sistemas
associativos. Essa capacidade de reduzir e formar quantidades de nitrogénio a partir
do reservatorio atmosférico, enriquece o solo e é restrito as bactérias (SIVASAKTHI,
USHARANI; SARANRAJ, 2014).

Seguindo ainda o contexto de sustentabilidade, Bergamashi (2006) observou
a potencialidade da FBN para substituir total ou parcialmente a adubacao
nitrogenada em cultivares de sorgo, uma vez que inoculacdo pode auxiliar na
economia de fertilizantes nitrogenados oriundos de combustiveis fosseis ndo
renovaveis. Segundo Fancelli (2010), o Brasil tem potencial para gerar economia de
30 a 50 kg ha™ de fertilizantes minerais nitrogenados com a adocdo da técnica de
inoculacédo na cultura do milho na safra e safrinha.

Sobral (2003) categorizou os beneficios promovidos pelas BPCV em diretos e
indiretos. De acordo com o autor, 0os beneficios diretos estdo relacionados no
aumento da disponibilidade de nutrientes, a FBN, a producdo de horménios
promotores de crescimento e na solubilizacdo de fosfatos. Os indiretos sdo o maior
controle biolégico por competicdo por nutrientes, resisténcia a doencas e producao
de substancias que captam o ferro, os sideréforos. Além disso, Itzigsohn et al.
(2000) ndo observaram impactos negativos ao ambiente com a inoculacdo destes
microrganismos nas pastagens. Existe uma grande necessidade em se pesquisar a
contribuicdo da FBN e na diversidade de microorganismos diazotroficos que se
associam com forrageiras, com o objetivo de estabelecer o verdadeiro potencial

destas bactérias para promover o crescimento das plantas (REIS JUNIOR, 2002).
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2.3.1 Azospirillum spp.

O Azospirillum é um género de bactérias de vida livre encontrado em quase
todos os lugares da Terra (HUERGO et al., 2008). Muitos estudos tém mostrado que
esse microrganismo pode promover o crescimento e o aumento da produtividade em
diversas culturas, muitas das quais possuem grande importancia agronémica ou
ecologica (BASHAN; HOLGUIN, 1997; BASHAN et al., 2004). A bactéria do género
Azospirillum possui os seguintes beneficios como inoculante: a) a bactéria é
endofitica, ou seja, penetra nas raizes das plantas; b) apresenta antagonismo a
agentes patogénicos; c) produz fitormonios; e d) ocorre em todos os tipos de solo e
clima (ANDRADE et al., 2016).

Esses microrganismos apresentam metabolismo de Carbono (C) e Nitrogénio
(N) bem diversificado, o que aumenta suas condi¢cdes de competitividade durante o
processo de colonizacdo. Quanto as fontes de carbono, elas apresentam uma
preferéncia por acidos organicos, como malato, piruvato e succinato, assim como
uma preferéncia de frutose sobre glucose (QUADROS, 2009). No que se refere ao
N, as principais fontes sdo amonio, nitrato, nitrito, aminoacidos e nitrogénio
molecular (N2) (TRENTINI, 2010). O género Azospirillum possui uma grande
distribuicdo em solos tropicais e subtropicais, entretanto, ainda ndo se sabe como
sobrevivem no solo na auséncia de plantas hospedeiras. Ha relatos de que essas
bactérias possuem diferentes mecanismos de protecdo, como formacao de cistos e
producdo de melanina, que podem ajudar na sobrevivéncia em condi¢bes que nao
sdo favoraveis (DEL GALLO; FENDIRIK, 1994). Estirpes de Azospirillum podem
secretar acido abscisico, que esta relacionado a mecanismos e defesa a estresse
hidrico em plantas (COHEN et al., 2015). O &cido abscisico € um fitorménio que
induz resposta positiva ao estresse hidrico, ambiental e salino em plantas (BAUER
et al., 2013).

O Azospirillum ssp. atua por diferentes mecanismos de promocgdo de
crescimento de plantas. A producdo de reguladores vegetais € um dos principais
mecanismos, pois altera o crescimento das plantas, modificando a morfologia das

raizes e, assim maximizando a exploracdo do solo, que por sua vez eleva o
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processo da reducdo assimilatéria de nitrato disponivel na planta e fixacao biol6gica
do N, (BODDEY et al., 1986; BASHAN; HOLGUIN, 1997; INIGUEZ et al., 2004).

Os efeitos benéficos do Azospirillum para as plantas podem ser
caracterizados quanto ao aumento da densidade e comprimento dos pélos
absorventes das raizes; incrementos na velocidade de aparecimento de raizes
laterais e do volume de superficie radicular; alteragdo da respiracdo das raizes e das
atividades de enzimas da via glicolitica e do ciclo dos acidos tricarboxilicos;
producdo de nitritos; aumento na absor¢cdo de nutrientes e sinais moleculares que
interferem no metabolismo das plantas. Além dos efeitos hormonais, o Azospirillum

ainda contribui para a planta associada com nitrogénio fixado (RIGGS et al., 2001).

2.3.2 Pseudomonas spp.

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

As Pseudomonas sao consideradas o grupo mais promissor de rizobactérias
no crescimento de plantas envolvendo o controle biolégico das doencas em
vegetais, além disso, ainda sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios como
antibioticos, fitohormdnios, compostos volateis, e sideroforos; sendo assim, a
habilidade dessas bactérias em promover o crescimento de plantas, esta
relacionado principalmente pelo fato desses organismos produzem o AlA e outros
compostos importantes (SIVASAKTHI; USHARANI; SARANRAJ, 2014).

A Pseudomonas fluorescens é reconhecida pela sua capacidade de estimular

0 crescimento vegetal. Apresenta-se em forma de bastonetes e necessita de
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oxigénio para sobreviver, além de possuir em sua extremidade varios flagelos que
permitem a sua locomog&do no solo. Nas plantas, atuam como inibidores de
patdogenos, na solubilizacdo dos fosfatos e na producdo de hormoénios de
crescimento (COELHO et al., 2007). Para Naik et al. (2008) as Pseudomonas sao
dos mais importantes grupos de bactérias promotoras do crescimento vegetal por
suas caracteristicas multifuncionais e potencialidade para a produc¢éo de inoculantes
comerciais.

Segundo Duijff et al. (1997), a P. fluorescens pode ser inoculada para
incrementar o fésforo (P) disponivel para as plantas, por meio da mineralizacdo de
fosfatos organicos por acao pela liberacéo de fosfatases ou solubilizacéo de fosfatos
inorganicos, por meio dos acidos organicos. Vyas e Gulati (2009) observaram que
cada estirpe de Pseudomonas secreta diferentes quantidades de acidos organicos,
influenciando diretamente na solubilizacéo de fosfato e promoc¢é&o de crescimento.

Zamariolli (2016) relatou que a inoculagdo das sementes de milho com
Pseudomonas fluorescens proporcionou maior didmetro da espiga e numero de
fileiras de grdos quando associada a apatita como fonte de fésforo e maior nimero
de grédos por espiga. Chaves et al. (2013) verificaram maior eficiéncia do
superfosfato triplo na cultura do milho quando associado a inoculacdo com P.
fluorescens. Esses autores observaram ainda que a combinacéo dessa bactéria com
fosfato natural reativo aumentou o teor de fosforo nas folhas de milho. Zamariolli
(2016) notou que a capacidade de solubilizacéo de fosfatos com P. fluorescens é
maior nas fontes de fésforo menos sollveis, sendo uma alternativa sustentavel para

melhorar a eficiéncia dessa fonte de P.

2.3.3 Coinoculacao entre Rhizobium tropici e Azospirillum brasilense

As interagfes biologicas das bactérias Rhizobium e Bradyrhizobium no solo
apresentam grandes impactos econdmicos por consequéncias do aumento da
nodulacdo e maior crescimento experimentado por forrageiras e leguminosas em
resposta a interagcdo positiva entre bactérias simbidticas e diazotroficas,
especialmente as pertencentes ao género Azospirillum spp. As combinacdes de

bactérias aplicadas em sementes resultaram em aumento da producdo da planta,
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que foram diretamente associados ao aumento da fixagdo de N, pelos micro-
organismos. Nos casos utilizados com Azospirillum brasilense, houve efeitos
benéficos da associacdo, e devido as bactérias produzirem hormonios vegetais
aumentaram o crescimento do sistema radicular, possibilitando maior exploracéo do
solo (FERLINI, 2006).

Produtos a base de Azospirillum brasilense tem sido preconizados para a
coinoculagédo na cultura da soja, juntamente com Bradyrhizobium no Brasil, na
Argentina e na Africa do Sul. H4 um grande interesse na préatica alternativa, que vise
a reducdo da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados. A inoculagcdo mista de
leguminosas com bactérias simbidticas e assimbioticas, produzem efeitos sinérgicos,
gue superam o0s resultados produtivos obtidos na forma de aplicacdo individual
(BARBARO et al., 2008).

Inoculagcdes mistas tém uma maior taxa de sucesso, pois parece que nas
plantas coinoculadas, a nutricdo é mais equilibrada e absor¢éo de nitrogénio, fosforo
e outros nutrientes € significativamente aumentada. A inoculacdo mista de
Azospirillum com Rhizobium na cultura do feijao, aumenta a estimulagcéao e a funcéo
dos ndédulos, numero total e massa dos ndédulos, diferenciagdo das células
epidérmicas nos pélos radiculares, produtividade de grdos e area da superficie
radicular (BASHAN; BASHAN, 2005).

Dardanelli et al. (2008) também estudando coinoculagcdo em feijdo com
Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici sob estresse salino em hidroponia,
verificaram efeito positivo da coinoculagdo, com maior desenvolvimento radicular,
fixacdo de nitrogénio, producdo de mais sinais para producédo de flavondides e alivio
dos efeitos negativos causado pelo NaCl. Além disso, os resultados sugeriram que
Azospirillum permitiu maior exsudacgao e persisténcia dos flavonoéides das raizes de
feijdo.

Determina-se portanto a necessidade de avaliar se esses efeitos benéficos
que a coinoculagdo demonstra em leguminosas, também ocorre em gramineas

tropicais, incluindo espécies largamente utilizadas, como pastagens.
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2.4 Associacdo entre adubacdo nitrogenada e bactérias promotoras do

crescimento vegetal

A fixacdo biologica de nitrogénio em gramineas nao é tao eficiente como em
leguminosas. A FBN em gramineas pode adicionar ao sistema até 40 kg/ha/ano de
N, uma quantidade abaixo da necessaria (OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994).
Costa et al. (2008) recomendaram para o género Urochloa, adubacdo nitrogenada
variando de 100 a 300 kg/ha/ ano de N, em funcéo da exigéncia da cultivar e quanto
a fertilidade do solo.

Assim, fica evidente a necessidade de complementar a quantidade de N para
as gramineas via fertilizante mineral. Contudo, os resultados encontrados na
literatura sdo contraditérios, uma vez que a associacao dessas tecnologias pode ser
competitiva ou aditiva, dependendo da dose de N-fertilizante, da estirpe e da planta.
A associacédo entre 40 kg/ha de N e a inoculacdo com A. brasilense estirpes Ab-V5 e
Ab-V6 em trés distintas regides do Brasil, resultou em maiores produtividades na
biomassa de forrageira de Urochloa spp. (HUNGRIA et al., 2016).

Ao estudarem a eficiéncia de uso de nitrogénio na cana-de-agucar, na Iindia,
Suman et al. (2008) observaram que as variedades de cana com maior nimero de
bactérias diazotréficas apresentaram maior potencial de FBN e que, nessas
condicbes, quando submetidas a metade da dose recomendada de fertilizante
nitrogenado, atingiram produtividades similares aos de plantas com a dose
completa. Oliveira et al. (2006), de forma semelhante, constataram que a inoculagéao
da cana-de-acucar, cultivada em solos de baixa fertilidade, promoveu produtividade
similar as de areas que receberam fertilizantes nitrogenados.

As pesquisas envolvendo a inoculacdo por A. brasilense em gramineas
atestam varios beneficios para a cultura hospedeira, como alteracdes morfolégicas
da planta, nutricionais, incremento de produtividade, entre outros. Longhini et al.
(2016) avaliaram o efeito da inoculagcdo de sementes de milho com A. brasilense e
adicao controlada de N em cobertura sobre a nutricdo da cultura e observaram que a
inoculagcdo promoveu o aumento da altura da planta e produtividade de gréos.

Dartora et al. (2013) combinaram a inoculacdo das estirpes de A. brasilense e H.
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seropedicae no milho e observaram que a inoculacao incrementou o diametro basal

do colmo, producdo de matéria seca da parte aérea e produtividade de graos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local, condi¢des climéaticas e conducéao experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, cultivando-se a espécie
forrageira Megathyrsus (syn. Panicum) maximus cv. BRS Zuri, no setor de
Zootecnia, da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA), Aracatuba —
SP, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, no periodo de
Outubro de 2017 a Fevereiro de 2018, na regido noroeste do Estado de Sao Paulo a
415 metros de altitude, com latitude 21°08’S e longitude de 50°25’W.

O experimento foi realizado em vasos de polipropileno de cor preta,
devidamente etiquetados e identificados, sendo o solo destorroado, homogeneizado,
seco ao ar e peneirado com malha de dois milimetros de abertura, sendo que para
cada vaso, foram colocados cinco dm® de terra em uma bandeja de plastico para a
adubacdo.

Para o experimento foi realizada a amostragem do solo na profundidade de O-
0,2 m, sendo realizada as determinac¢des quimica, segundo metodologia de Raij et
al. (2001): para P, K, Ca e Mg utilizando-se o método da resina trocadora de ions; S-
SO4* pela extracdo com solucdo de fosfato de célcio; pH em CaCly; matéria
organica por colorimetria; H + Al com solucdo tampdo SMP; Al em KCI, e
granulométrica (ALMEIDA et al., 2012). Os resultados foram: M.O. = 26 g dm ; pH =
5,2; P(resina), S-SQOq, B, Cu, Fe, Mn e Zn de 23; 19; 0,55; 1,2; 111; 9,9 e 3,5 mg dm’
3, respectivamente; K, Ca, Mg, Al, H+AIl, SB e CTC de 2,9; 25; 17; 28; 44,9; e 72,9
mmol, dm’3, respectivamente; V = 62 %; argila = 155 g kg™; silte = 110 g kg™ e areia
total = 735 g kg™. O solo utilizado foi caracterizado como ARGISSOLO VERMELHO-
AMARELO, segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SANTOS et al.,
2018).

Foi estimado a populacdo de microrganismos diazotroficos no solo pela
técnica do numero maior provavel (NMP), na cultura NFb semi-sélido forma, de
acordo com Ddbereiner et al. (1976) e Hungria e Araujo (1994), obtendo-se o valor
de 9,5x10* bactérias/g de solo.
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Os tratamentos foram determinados a partir da inoculacdo de estirpes de

bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV).

Tabela 1 — Descricdo dos tratamentos:

Numero. | Descricdo dos Tratamentos

1 Controle: Sem N e sem inoculacéo

2 Controle: Aplicacédo de N-mineral em cobertura (100 mg de N/dm™) e
sem inoculagéo

3 Sem N e com inoculagéo de estirpes Azospirillum brasilense Ab-V5 e
Ab-V6

4 Combinacdo de N-mineral (100 mg de N/dm-3) mais a inoculacao
com estirpes Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6

5 Combinacdo de N-mineral (100 mg de N/dm-3) mais a inoculacao

com estirpes Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6 e com a re-
inoculagcdo com estirpes na parte aérea do capim a cada corte

6 Sem N e com inoculagdo de estirpes Pseudomonas fluorescens
CNPSo 2719

7 Combinac&o de N-mineral (100 mg de N/dm™) mais a inoculagéo com
estirpes Pseudomonas fluorescens CNPSo 2719

8 Combinac&o de N-mineral (100 mg de N/dm™) mais a inoculagéo com

estirpes Pseudomonas fluorescens CNPSo 2719e com a re-
inoculacdo com estirpes na parte aérea do capim a cada corte

8 Sem N e com inoculagéo de estirpes Azospirillum brasilense Ab-V6 e
Rhizobium tropici CIAT 899

10 Combinacdo de N-mineral (100 mg de N/dm-3) mais a inoculacao
com estirpes Azospirillum brasilense Ab-V6 e Rhizobium tropici CIAT
899

11 Combinacdo de N-mineral (100 mg de N/dm-3) mais a inoculacao

com estirpes Azospirillum brasilense Ab-V6 e Rhizobium tropici CIAT
899 e com a re-inoculacdo com estirpes na parte aérea do capim a
cada corte

Fonte: Elaboracéo do proprio autor.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com o esquema de
parcelas subdivididas considerando os tratamentos como parcela principal e os trés
cortes realizados como sub-parcela, cinco repeticdes, totalizando 55 unidades
experimentais.

A adubacéo foi realizada antes do preenchimento dos vasos, via solu¢do, com
pipeta graduada e posterior homogeneizagdo, sendo que 0s nutrientes e as doses

usados no experimento foram: Ca(H.PO,), - 200 mg dm™ de P; K,SO, - 150 mg dm™
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de K e 61,53 mg dm™ de S; H3BO3 - 0,5 mg dm™ de B; CuSO, - 1,0 mg dm™ de Cu;
H,MoO4 - 0,1 mg dm™ de Mo; MnSO, - 5,0 mg dm™ de Mn, e ZnSO, - 2,0 mg dm™
de Zn. A adubacdo nitrogenada também ocorreu via solucdo, somente na
semeadura, quatro dias antes da forrageira ser semeada, NH;NO3 - 100 mg dm™ de
N.

A semeadura da forrageira foi realizada no dia 25/10/2017, quatro dias apés a
adubacdo mineral e transferéncia da terra para os vasos. As concentracfes de
bactérias nos inéculos também foram estimadas pela contagem de coldénias em
placas de meio NFb sdélida (DOBEREINER et al., 1976; HUNGRIA; ARAUJO, 1994).
Apéds a contagem e antes da inoculacdo, as concentragdes foram ajustadas para a
concentracéo de bacterianas 2 x 108 unidades formadoras de colénias (UFC) mL™.

Foram utilizados 15 mL de inoculantes para cada kg de semente antes da
semeadura, logo apds deixado secar durante cerca de 30 min, em local fresco e
abrigado do sol e posteriormente semeadas 15 sementes por vaso. O desbaste foi
feito no momento que as plantas apresentaram trés folhas totalmente expandidas,
mantendo-se cinco plantas uniformes por vaso.

Os vasos foram irrigados diariamente, duas vezes ao dia, com &gua
deionizada, com a quantidade determinada para atingir 80% da capacidade de
campo do solo.

A reinoculacao foi realizada quinze dias ap0s primeiro e o segundo corte, por
meio de um pulverizador spray com volume conhecido de 300 mL, aplicando-se 60

mL por vaso.

3.2 Avaliacbes realizadas

3.2.1 Producéao de forragem e composicao morfoldgica da parte aérea

Para determinacdo da producéo de forragem e composi¢cdo morfologica foram
realizados trés cortes para avaliar a massa seca do capim Zuri. O primeiro, segundo
e terceiro foram realizados apos 40, 70 e 100 dias ap6s a semeadura da forrageira.
Os cortes da parte aérea da forragem foram realizados manualmente, com a

utilizacdo de tesouras a 10 cm da altura do solo. O material foi levado a estufa de
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circulacdo forcada de ar a temperatura de 65°C, por 72 horas, conforme descricdo
de Silva e Queiroz (2002).

3.2.2 Altura, indice de clorofila foliar e perfilhamento do capim

Um dia antes de cada corte do capim foram feitas medidas da altura das
plantas de cada vaso, com auxilio de régua milimetrada.

Neste mesmo dia foram realizadas leituras do indice de clorofila foliar (ICF),
tomadas por um clorofilometro digital, Clorofilog, modelo CFL 1030, sendo
realizadas em duas laminas das folhas recém-expandidas, das cinco plantas por
vaso. Em seguida realizou-se a contagem do numero de perfilhos por vaso.

AplOs o corte o material vegetal coletado, primeiramente foi separado em
perfilhos e pseudocolmos principais, e posteriormente determinado a massa de
perfilnos por vaso. Em seguida juntou-se o material coletado e realizou-se uma
segunda separacdo em fracdes de lamina foliar e pseudocolmo (colmo + bainha) da

graminea, a fim de determinar a massa de cada componente.

3.2.3 Avaliagéo do sistema radicular

A determinacdo da biomassa radicular foi realizada apds o terceiro e ultimo
corte do capim. As raizes foram separadas do solo por lavagens sucessivas em
agua corrente em peneiras com malha de 1 mm até que ndo fosse mais possivel
identificar qualquer contaminag¢do com solo.

Logo em seguida as amostras de raizes foram colocadas em estufa com
circulagdo forcada de ar a 65°C, por 72 horas e determinada a biomassa seca

radicular.
3.2.4 Acumulo de nutrientes da parte aérea e raizes
Apos moagem da massa seca de forragem, foi determinada a concentragéo

de nutrientes na parte aérea e raizes (apdés o terceiro corte) de acordo com a

metodologia proposta por Malavolta et al. (1997), no Laboratorio de Nutricdo de
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Plantas, na UNESP de llha Solteira. O acumulo foi determinado a partir da
concentracdo em g/kg de cada nutriente multiplicada pela massa seca de forragem
produzida.

A determinacdo do teor de nitrato e de aménio ocorreu pelo método de
destilacdo a vapor (método de Kjedahl) - (BREMNER; KEENEY, 1965) e pela
extracdo com cloreto de potassio (KCI) - (SILVA, 2009).

3.2.5 Composicao bromatoldgica

Foram determinados os teores fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), teor de N pelo método micro-Kjehldal e a digestibilidade
verdadeira in vitro da matéria seca da parte aérea dos trés cortes do capim. A
proteina bruta (PB) foi calculada multiplicando o teor de N por 6,25. As

determinacdes seguiram a metodologia descrita por Silva e Queiroz (2002).

3.3 Andlise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade dos erros e homogeneidade
de variancias. Os resultados submetidos a andlise de variancia pelo teste F (P<0,05)
e comparados entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Quando
identificado efeito da interacdo entre os fatores, as respostas foram comparadas
dentro de cada corte. Para isso, foi utilizado o programa de andlise estatistica
SISVAR (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Produtividade e composi¢do morfoldgica

Houve efeito significativo dos tratamentos (P=0,00001) para o acumulo de
massa seca (MS) da parte aérea e de raizes, considerando a soma da produtividade
dos trés cortes. Para o acumulo de MS da parte aérea, os tratamentos que
receberam adubacdo N foram superiores (P<0,05) em relacdo aos que nédo foi
aplicado N. Os valores variaram entre 23,2 e 46,2 g por vaso, representados pelo
tratamento controle sem N e sem inoculagéo, e pela coinoculacdo do R. tropici + A.
brasilense (Ab-V6) + N, respectivamente (Figura 1a). As plantas que foram apenas
inoculadas com P. fluorescens e R. tropici + Ab-V6 tiveram resultados semelhantes
ao tratamento controle sem N e sem inoculacdo, mas a producdo de MS acumulada
foi 3,5 e 4,0% maior, respectivamente (Figura 1a).

As BPCV possuem a capacidade de promover o crescimento e disponibilizar
nutrientes para as plantas, fixar biologicamente o nitrogénio, solubilizar fosfato,
aumentar a resisténcia da planta aos estresses bibticos e abidticos e produzir
metabdlitos essenciais para o crescimento (DUTTA; GACHHUI, 2006; SHWETA et
al., 2013; ALY et al., 2013; YANG et al.,, 2014). Um dos principais fitorménios
sintetizados pelas bactérias é o 4cido indolacético (AlA) que promove o crescimento
das plantas e aumenta a absorcéo de nutrientes, garantindo o uso eficiente desses
recursos (HUNGRIA et al., 2010).

Brown (1972) verificou que os metabdlitos produzidos pelas BPCV, como
auxinas, giberelinas e seus percursores, influenciaram o crescimento vegetal, uma
vez que tais substancias sdo responsaveis por diversos eventos fisioldégicos, que
resultam no crescimento das plantas. Auxinas e giberelinas atuam no crescimento e
alongamento de colmos, folhas e raizes, a partir de alteracdes na expanséo, divisao
e alongamento celular nas regibes meristematicas, local onde acontece o
crescimento vegetal (DUCA et al., 2014; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os bons resultados apresentados neste estudo pela coinoculacdo entre
Azospirillum e Rhizobium, podem ser explicados pelo efeito sinérgico que possuem,
tendendo a superar os resultados produtivos obtidos quando utilizados na forma
isolada (FERLINI, 2006; BARBARO et al., 2008). Em gramineas, as estirpes de
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Azospirillum (Ab-V5 e Ab-V6) contribuem como promotoras do crescimento vegetal
(HUNGRIA et al.,, 2010), a partir da producédo e secre¢do de substancias que
promovem um melhor estabelecimento e desenvolvimento das plantas, inclusive a
sintese de acido indol-3-acético, (AlA), (FUKAMI et al., 2017b; ILYAS; BANO, 2010),
enquanto o Rhizobium participa na fixacdo bioldgica de N, e na producdo de
fitohorménios em ndo-leguminosas (GARCIA-FRAILE et al., 2012; YANNI ; DAZZO,
2015).

Assim como o incremento no acumulo de MS da parte aérea pelo género
Pseudomonas, se deve a solubilizacdo do fosfato, aumento na absorcéo de agua e
promocgéao de fitormodnios (inclusive AIA) (MULETA et al., 2013). Avaliando o efeito
da inoculacdo por P. fluorescens em Pennisetum clandestinum durante o inverno,
Criollo et al. (2012) verificaram maior producédo de massa seca e verde da planta em
comparacao com as que receberam apenas adubacdo nitrogenada, e enfatizaram
que tais resultados foram proporcionados pela liberac&o de fitormonios.

Os resultados obtidos no presente experimento estdo de acordo com o
encontrado por Aguirre et al. (2018), que ao avaliar a producdo de capim
Coastcross-1 (Cynodon dactylon), inoculado com Azospirillum Ab-V5 e Ab-V6 e
adubados com a dose de 100 kg ha™ de N, observaram efeitos positivos na
producdo de forragem da parte aérea quando comparados aos tratamentos néo
inoculados. Hungria et al. (2016) também observaram efeitos benéficos na producéo
da parte aérea de capins Urochloa spp., combinando estirpes de Azospirillum Ab-V5
e Ab-V6 e 40 kg ha de N, com as bactérias promovendo incrementos na producéo
de 17,4 a 29,5%.

Para a biomassa seca radicular, os tratamentos fertilizados com N se
destacaram em relacdo aos ndo adubados. A maior produtividade foi com a
coinoculagéo de R. tropici + Ab-V6 e reinoculado apos cada corte, com produtividade
de 21,6 g/vaso e 7,0% superior ao controle com N (Figura 1b). Apesar de serem
estatisticamente iguais, os tratamentos apenas inoculados com P. fluorescens e R.
tropici + Ab-V6 apresentaram um aumento na producao de raizes de 7,0 e 12,8%,
respectivamente, em relagéo ao controle sem N (Figura 1b).

Cardenas et al. (2012) também constataram aumento na proliferacdo de

vilosidades das raizes, provocadas pela inoculagdo com BPCV, favorecendo o
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crescimento e a nutricdo vegetal. Hernandéz et al. (2001) justificam o bom
desempenho do A. brasilense em razdo do incremento na densidade e tamanho dos
pélos radiculares, a partir da maior disponibilidade de fitormdénios, que resultam na
maior absorcao de agua e nutrientes.

Para Itzigsohn et al. (2000), a inoculacdo de Azospirillum spp. em pastagem
tem potencialidade, especialmente em regiées com déficit hidrico e baixa fertilidade
do solo, pela maior biomassa radicular, que resulta em maior capacidade de
exploracdo do solo (MALIK et al., 1997). Isso justifica a auséncia de resultados
significativos pelas bactérias no presente trabalho, uma vez que o solo utilizado
estava quimicamente adequado e 4gua ndo era um fator limitante.

Duarte (2018) ao avaliar o desempenho de Urochloa brizantha cv. Paidguas
sob efeito da inoculacdo com BPCV e doses de N, verificou incrementos
significativos na biomassa radicular na dose 50 kg N e inoculados com P.
fluorescens e A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6), quando comparados ao tratamento
sem inoculacgao.

Verificaram-se, portanto, efeitos positivos da inoculacdo de BPCV na
producdo de massa seca da parte aérea e de raizes, das plantas de capim Zuri, 0s
quais promoveram incrementos na producdo quando comparado aos tratamentos
sem inoculacdo, uma vez que as bactérias secretam substancias que aumentam o
crescimento radicular, as plantas tém uma maior sustentacdo e condi¢cbes para
produtividade e crescimento. Aliado a isso, a conducdo do experimento em vaso
com solo peneirado ndo impdem limites para o crescimento e desenvolvimento das

raizes.
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Figura 1 — Acumulo de massa seca de forragem (a) (g por vaso) e de raizes (b) (g
por vaso) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias

promotoras do crescimento. Médias seguidas por letras diferentes sao significativas

pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaboracgao do préprio autor.

Verificou-se interagdo entre os tratamentos e os cortes do capim Zuri
(P=0,00001), para a massa seca total (MST), massa seca de lamina foliar (MSLF) e
massa seca de colmo+bainha (MSC+B) (Figura 2). Os tratamentos apresentaram
uma reducédo na producdo de MST, MSLF e MSC+B da primeira para a terceira
avaliacao.

No primeiro corte a MST dos tratamentos apenas inoculados com A.
brasilense, P. fluorescens e R. tropici +. brasilense Ab-V6 acrescentaram a
produtividade em 5,5; 10,5 e 5,3%, respectivamente, em relagdo ao tratamento

controle sem N. Assim como o tratamento adubado com N e inoculado com P.
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fluorescens produziu 29,1 g por vaso, aumentando em 2,5% a produtividade em
relacdo ao controle com N. Para a MSLF, o tratamento controle positivo apresentou
a maior produtividade, 21,5 g por vaso, entretanto, apenas a inoculagdo com A.
brasilense, P. fluorescens e R. tropici + Ab-V6 incrementaram em 7,4; 11,4 e 6,8%,
respectivamente, na producdo em relacdo ao tratamento controle negativo, apesar
de néo ter ocorrido diferenca significativa entre eles (Figura 2b). Para a MSC+B os
tratamentos adubados com N e inoculados com A. brasilense, P. fluorescens e R.
tropici + Ab-V6, foram superiores em relagdo ao tratamento controle com N em 23,1,
14,8 e 19,6%, respectivamente (Figura 2c).

No segundo corte, o tratamento em que houve apenas a coinoculacdo com R.
tropici + AB-V6 incrementou em 8,3; 7,5 e 10,1% para a MST, MSLF e MSC+B,
respectivamente, em relacao ao tratamento controle sem N e sem inoculacdo. Assim
como a inoculagdo com R. tropici + Ab-V6, aliada a adubacdo com N que aumentou
em 8,6% a MSC+B em relagdo ao tratamento controle com N. As plantas que néo
foram adubadas com N foram superiores em producdo as adubadas no terceiro
corte para a MST e MSLF. No entanto, ndo houve efeito dos tratamentos na
producdo de MSC+B. Tanto para a producdo de MST, MSLF e de MSC+B, nao
verificou-se efeito significativo da reinoculacdo das plantas no segundo e terceiro
cortes.

O aumento apresentado na producdo de folhas e colmos das plantas
forrageiras resulta em maior producdo de massa de forragem, consequentemente,
maiores quantidades de carbono (C) é sequestrado para elevar a produtividade e ser
estocado no solo via raizes. Plantas forrageiras bem manejadas e com alta
producdo de biomassa, podem sequestrar consideravel quantidade de C (CERRI et
al. 2010). Hungria et al. (2016) contabilizaram o sequestro de 9,3 Mt e-CO, ha™ para
area de pastagem inoculadas com Azospirillum, destinados a producéo de biomassa

forrageira.
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Figura 2 — Massa seca total de forragem (a) (g por vaso), de lamina foliar (b) (g por
vaso) e de colmo + bainha (c) (g por vaso) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri
inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Médias seguidas por letras
minusculas diferem entre si para tratamentos, enquanto letras mailsculas diferem

entre si para os cortes da forrageira pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Constatou-se interagdo entre os tratamentos e os cortes do capim Zuri
(P=0,00001), para o numero e massa seca de perfilhos, indice de clorofila e altura
das plantas (Figuras 3 e 4). Nos dois primeiros cortes, as plantas inoculadas com
bactérias promotoras do crescimento e fertilizadas com N foram estatisticamente
(P<0,05) superiores aquelas sem adubacdo N e semelhantes entre si.

No primeiro corte as plantas adubadas com N e inoculadas com A. brasilense
e P. fluorescens, apresentaram 16,8 e 16 perfilhos por vaso, respectivamente, um
aumento de 11,9 e 7,5% em relacdo ao tratamento controle com N. Para o segundo
corte, as plantas inoculadas com A. brasilense, P. fluorescens e coinoculacdo com
R. tropici + Ab-V6, acrescentaram em 9,5; 11,6 e 6,1% o perfilhamento,
respectivamente, em relacédo ao tratamento controle com N (Figura 3a).

Para a massa seca de perfilhos no primeiro corte, a maior produtividade foi
das plantas inoculadas P. fluorescens em conjunto com adubacédo N, 19,53 g/vaso,
representando um acréscimo de 6,8% em relacdo ao tratamento controle com N,
apesar de serem estatisticamente semelhantes. Enquanto que as plantas apenas
inoculadas com P. fluorescens e R. tropici + Ab-V6 aumentaram em 37,3 e 31,3% a
producdo de perfilhos, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle sem
inoculacéo e sem N.

No segundo corte, assim como no primeiro, as plantas que receberam N
foram estatisticamente superiores aqueles que nao foram adubadas, e semelhantes
entre si. No entanto, as plantas coinoculadas com R. tropici + Ab-V6 aumentaram
em 7,3% a producéo de perfilhos, em relagcdo ao tratamento controle com N. No
terceiro corte ndo houve efeito dos tratamentos (Figura 3b).

Duarte (2018) avaliando o perfilhamento de Urochloa brizantha cv. Xaraés,
submetido a inoculacdo de BPCV aliada a 50 kg ha™, encontrou efeitos significativos
guando comparado as plantas somente adubadas com N. Resultado semelhante ao
do presente trabalho, onde apesar de nao ter ocorrido efeitos significativos a

inoculagao promoveu incrementos no perfilhamento do capim.
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Figura 3 — Numero de perfilhos por vaso (a) e massa seca de perfilhos (g por vaso)
(b) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do
crescimento. Médias seguidas por letras minusculas diferem entre si para
tratamentos, enquanto letras maiusculas diferem entre si para os cortes da forrageira
pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Para o indice de clorofila foliar (ICF) do capim Zuri, foi observado um
decréscimo do segundo corte em comparacdo ao primeiro, seguido de um
acréscimo no terceiro corte em relacdo ao segundo (Figura 4a).

No primeiro corte os tratamentos somente com a inoculagdo por P.
fluorescens e R. tropici + Ab-V6, foram estatisticamente superiores ao tratamento

controle sem N e sem inoculagéo, tendo um ICF de 18,6 e 18,8, com aumento de
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12,5 e 13,2%, respectivamente. Nao houve efeito dos tratamentos no segundo corte,
para o ICF. No terceiro corte os tratamentos adubados com N proporcionaram ICF
estatisticamente semelhantes entre si e superiores em relacdo aqueles em que as
plantas ndo foram fertilizadas com N. Nao houve efeito da reinoculacdo apos o
primeiro e segundo cortes do capim Zuri.

Segundo Larcher (2000), a capacidade fotossintética é otimizada com a maior
disponibilidade de nitrogénio, uma vez que esse nutriente € o principal constituinte
da molécula de clorofila. Sendo assim, o indice de clorofila foliar pode ser utilizado
para predizer o estado nutricional de nitrogénio nas plantas, a partir de leituras da
guantidade de pigmentos da cor verde nas folhas da forragem.

Guimaraes et al. (2016), utilizando o aparelho Clorofilog (Falker) para leituras
do indice de clorofila em Urochloa brizantha cv. Marandu inoculadas com BPCV ao
longo de trés cortes, constataram resultados semelhantes ao do presente trabalho,
sendo o primeiro corte com os maiores valores, seguido do terceiro e do segundo
corte, tendo valores médios para os tratamentos inoculados com A. brasilense de
27,4 ICF, assim como os valores encontrados neste estudo.

Notou-se interagao entre os tratamentos e os cortes (P=0,00001) para a altura
das plantas, onde foi observado um decréscimo do segundo corte em comparagao
ao primeiro, seguido de um acréscimo no terceiro corte em relacdo ao segundo
(Figura 4b). Nao houve efeito dos tratamentos dentro do primeiro e segundo cortes
das plantas. No terceiro corte, as plantas ndo adubadas foram estatisticamente
superiores aquelas em que foi aplicado N, tendo a maior altura com 56,6 cm,
inoculados com A. brasilense.

Fukami et al. (2017a), avaliando os efeitos da inoculagdo com estirpes de A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e da coinoculacdo entre R. tropici + Ab-V6 em milho
(Zea mays), constataram incrementos na altura e consequentemente na producao
de massa seca da parte aérea das plantas em relacdo ao tratamento controle sem
inoculacado. Diferente dos resultados apresentados neste trabalho, onde as bactérias

nao incrementaram a altura das plantas
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Figura 4 — Altura (cm) (a) e indice de clorofila foliar (ICF) (b) em Megathyrsus
maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Médias
seguidas por letras minusculas diferem entre si para tratamentos, enquanto letras
maiusculas diferem entre si para os cortes da forrageira pelo teste Scott-Knott
(P=<0,05).
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A reinoculacdo foliar ndo apresentou resultados expressivos para a
produtividade da parte aérea, raizes, MSLF e MSC+B. Tais resultados estdo de
acordo com Aguirre et al. (2018), que concluiram n&o ser necessaria a reinoculacao
de A. brasilense em capim Croastcross-1, apds o primeiro ano de cultivo.

Avaliando a resposta agronémica da cultura do triticale a diferentes formas de

aplicagcédo de estirpes de Azospirillum, Sipione et al. (2017) ndo verificaram efeitos
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positivos da inoculagéo foliar para altura, massa seca de colmo e massa seca da
parte aérea. Galindo et al. (2015) avaliando o ICF da cultura do trigo irrigado em
funcdo de diferentes épocas de aplicacdo de estirpes de A. brasilense via foliar,
também ndo constataram diferenca significativa entre a inoculacdo foliar e o
tratamento testemunha.

Nao houve diferenca significativa entre a inoculagdo pelas bactérias e os
tratamentos controle para grande parte dos atributos analisados. Fato que pode
estar relacionado a utilizacdo de um solo adequado em termos de fertilidade e ao
fato dos vasos serem regados diariamente, ndo apresentando limitag&o hidrica para
o0 crescimento das plantas, reduzindo as chances de efeitos contrastantes mais
significativos.

Sendo assim, os resultados comprovam que apenas as BPCV néo substituem
os fertilizantes nitrogenados em gramineas, porém quando associados promovem
maior absorcdo e utilizacdo do N disponivel no solo (SAUBIDET et al., 2002;
ROESCH et al., 2005), evidenciando um possivel efeito sinérgico entre inoculacéo x
adubacdao nitrogenada (LANA et al., 2012).

A produtividade do capim Zuri foi diminuindo ao longo dos cortes, sem efeito
significativo dos tratamentos dentro do terceiro corte. O que demonstra o efeito das
bactérias e da adubacdo nitrogenada mais pronunciado no estabelecimento das

plantas NOoS vasos.

4.2 Acumulo de nutrientes da parte aérea e raizes

Assim como os componentes morfolégicos e produtivos, o acumulo de
nutrientes na parte aérea e radicular do capim Zuri apresentou efeitos positivos
quando as plantas foram inoculadas com as BPCV, isso se explica pelo aumento no
volume radicular e consequentemente maior absor¢ao de 4gua e nutrientes.

Os nutrientes que tiveram os maiores acumulos foram N e K, resultado este
se deve ao fato de serem 0s nutrientes mais absorvidos e acumulados no tecido
vegetal das forrageiras (TORRES et al., 2005; BOER et al., 2007). Sendo o N um
nutriente estrutural importante nas fung¢des da planta, participando na biossintese de

proteinas e clorofila.
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O acumulo de nitrogénio total, amoénio e nitrato na MS da parte aérea do
capim Zuri, apresentou significancia na andlise de variancia para os tratamentos,

cortes e interacdo entre os tratamentos e os cortes (P=0,00001) (Figura 5).

Figura 5 — Acimulos de nitrogénio (mg por vaso) (a), de NH4" (mg por vaso) (b) e de
NOs (mg por vaso) (c) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com
bactérias promotoras do crescimento. Médias seguidas por letras mindsculas
diferem entre si para tratamentos, enquanto letras maiusculas diferem entre si para
0s cortes da forrageira pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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O primeiro corte foi 0 que propiciou maior acimulo de N e NH,4", seguido do
segundo e do terceiro cortes, exceto, para os tratamentos sem adubac&o com N,
onde a segunda e a terceira avaliacdo foram estatisticamente iguais (Figuras 5a e
5b).

Na primeira avaliagdo, os tratamentos inoculados com A. brasilense e P.
fluorescens na semeadura, e reinoculados apdés o primeiro e segundo cortes,
tiveram o melhor desempenho no acumulo de N, 418 e 416 mg N por vaso,
respectivamente, assim como a inoculagéo com A. brasilense junto com a adubacao
com N, acumulou 2,7 mg NH,4" por vaso, sendo que em ambas a adubacgdo com N
em conjunto com a inoculagao foi estatisticamente superior ao tratamento controle
com N. Apesar de nao ter apresentado diferenca significativa com o tratamento
controle (sem inoculacdo e sem N), os tratamentos apenas inoculados com A.
brasilense, P. fluorescens e R. tropici + Ab-V6, incrementaram 9,5; 17,4 e 13,6% no
acumulo de N do primeiro corte, respectivamente (Figura 5a).

Para o acumulo de N e NH;" no segundo corte, todos os tratamentos
adubados com N-mineral foram estatisticamente superiores aqueles sem N, porém,
semelhantes entre si. O maior acimulo de N e NH4" no segundo corte seguiram a
seguinte ordem: tratamento inoculado com P. fluorescens e adubado com N e o
tratamento controle com N, 92 mg N por vaso e 1,05 mg NH; por vaso,
respectivamente. Nao houve diferenca entre os tratamentos reinoculados apds o
primeiro corte, assim como ndo houve efeito dos tratamentos no terceiro corte
(Figuras 5a e 5b).

Os incrementos verificados no acumulo de nitrogénio e nos compostos
nitrogenados, nitrato e amoénio, tiveram efeitos benéficos principalmente pela
inoculacdo das estirpes de Azospirilum e da Pseudomonas. ISso acontece pela
producdo de compostos organicos que beneficiam o crescimento radicular,
potencializando a absor¢cédo de agua e nutrientes pelas plantas (GUPTA et al., 2013),
além disso, o género Azospirillum tem outra caracteristica que € a fixacao biologica
de nitrogénio, contribuindo assim para uma melhor assimilagdo do N disponivel.
Bactérias do género Azospirilum podem influenciar a atividade da glutamina

sintetase em raizes de gramineas, sendo esse composto extremamente importante
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no processo de incorporacdo do nitrogénio e essencial para as plantas expressarem
todo seu potencial (MACHADO et al., 1998; UNNO et al., 2006).

Hungria et al., (2016), avaliando os efeitos da inoculacdo de estirpes de A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) em Urochloa brizantha e Urochloa ruzizienses,
encontrou incrementos de 4 a 15% no acumulo de N, obtendo efeitos positivos da
inoculacdo aliada a adubacdo nitrogenada, quando comparado os tratamentos
apenas adubados com N. Estes dados sdo semelhantes aos encontrados no
presente trabalho, onde apesar de n&o ter ocorrido efeitos significativos, a
inoculag&o incrementou em até 17% o acumulo de N.

N&o houve efeito dos cortes para o acumulo de NOg’, nos tratamentos em que
as plantas ndo receberam adubacédo com N. Para os demais tratamentos, o acumulo
de nitrato apresentou um decréscimo ao longo dos cortes (Figura 5c).

Na primeira avaliacdo o tratamento adubado com N e inoculado com A.
brasilense na semeadura, em que as plantas foram reinoculados apos o primeiro e
segundo corte apresentou o maior acumulo de NOj3’, 5,1 mg NO3™ por vaso, sendo
estatisticamente igual ao tratamento controle com N. Os tratamentos ndo adubados
foram estatisticamente inferiores aos demais, tendo um baixo acumulo de NO3. No
segundo e no terceiro cortes a reinoculacdo com P. fluorescens proporcionou um
aumento de 20,6 e 13,3%, respectivamente, em relacdo ao tratamento adubado com
N e inoculado apenas na semeadura. Entretanto, ndo houve efeito dos tratamentos
no segundo e no terceiro cortes (Figura 5c).

O presente estudo apresentou, em valores absolutos, maior acumulo de
nitrato em relagdo ao amonio, sendo esses valores importantes, pois o uso do
nitrogénio absorvido pode variar em funcdo da propor¢do de NO3: NH4". O nitrato
para ser utilizado necessita ser reduzido, em um processo dependente de energia e
mediado pelas enzimas redutase do nitrato e redutase do nitrito, enquanto o0 amonio
dispensa essa etapa para ser assimilado (TAIZ ; ZEIGER, 1998), mas apesar dessa
alta demanda energética para a utilizagdo do nitrato, o crescimento das plantas é
melhor quando supridas com nitrato e ndo com aménio (BARKER ; MILLS,

1980),uma vez que altas concentragbes de amonio sdo toxicas a planta.
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Os acumulos de fosforo, potassio e enxofre na parte aérea do capim Zuri
apresentaram significAncia na analise de variancia para os tratamentos, cortes e
interac&o entre os tratamentos e os cortes (P=0,00001) (Figura 6).

Os resultados para o acumulo de fésforo foram semelhantes ao do acumulo
de N (Figura 5a), onde o primeiro corte teve um melhor desempenho, seguido do
segundo e do terceiro, mas com o segundo e terceiro cortes estatisticamente iguais
para os tratamentos sem N (Figura 6a).

No primeiro corte, todos os tratamentos adubados com N foram,
estatisticamente, superiores aos ndo adubados e semelhantes entre si, sendo o
tratamento adubado com N e inoculado com P. fluorescens o que proporcionou
maior acumulo (92 mg P por vaso). Apesar ndo ter apresentado diferenca
significativa, os tratamentos em que as plantas foram apenas inoculadas com A.
brasilense, P. fluorescens e R. tropici + Ab-V6, acrescentaram em 14,2; 10,0 e
10,0%, respectivamente, o acumulo de P em relacao ao tratamento controle, sem N
e sem inoculacéo (Figura 6a).

O segundo corte teve o mesmo comportamento, onde o0s tratamentos
adubados com N foram superiores aos ndo adubados para o acumulo de P, no
entanto, apesar de semelhantes estatisticamente, o tratamento reinoculado apés o
primeiro corte com R. tropici + Ab-V6, acrescentou em 11,1% o acumulo de P, em
relacdo ao tratamento apenas inoculado na semeadura (Figura 6a). Ndo houve
efeito dos tratamentos, para o acumulo de P no terceiro corte.

Apesar de nao ter apresentado diferenca significativa em relacdo as outras
bactérias e ao tratamento controle com N, a inoculacdo com P. fluorescens
proporcionou maior acumulo de fésforo no primeiro corte. Tais dados se justificam
pois a inoculacdo com essa bactéria eleva o P disponivel para as plantas, por meio
da mineralizacdo de fosfatos organicos a partir de fosfatases ou solubilizacdo de
fosfatos inorganicos, e por acidos organicos (DUIJFF et al., 1997). Vyas e Gulati
(2009) observaram que cada estirpe de Pseudomonas secreta diferentes
quantidades de &cidos organicos, influenciando diretamente na solubilizagdo de
fosfato e promocéao de crescimento das plantas

O maior acumulo de K na parte aérea do capim Zuri ocorreu no primeiro corte,

decresceu no segundo e no terceiro, embora tenham sido estatisticamente
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semelhantes para alguns tratamentos (Figura 6b). No primeiro corte os tratamentos
sem adubacdo N foram estatisticamente inferiores em relagdo aos demais. O
tratamento controle com N e A. brasilense + N apresentaram o maior acumulo de
potassio (P<0,05), 48,0 e 49,0 mg K por vaso, respectivamente.

No segundo corte ndo houve efeito dos tratamentos, entretanto, 0s
tratamentos em que as plantas foram apenas inoculadas com A. brasilense e R.
tropici + Ab-V6, incrementaram em 18,7 e 22,3%, respectivamente, em relacado ao
tratamento controle sem adubacdo e sem inoculacdo, assim como o tratamento
adubado com N e inoculado com estirpes de R. tropici + AB-V6 que incrementaram
em 24,6% o acumulo de K, em relacdo ao tratamento controle com nitrogénio
(Figura 6b). No terceiro corte, os tratamentos sem adubacdo N foram
estatisticamente superiores aos demais para o acumulo de K.

O acumulo de enxofre (S) na parte aérea do capim Zuri, no primeiro e
segundo cortes para os tratamentos adubados com N, foram estatisticamente
superiores (P<0,05) e semelhantes entre si (Figura 6¢), sendo o maior acumulo no
tratamento em que houve a inoculacdo de A. brasilense na semeadura reinoculado
apos o primeiro e segundo cortes (50 mg S por vaso).

Para o segundo corte, destaca-se que apesar de ndo apresentar diferenca
significativa, o tratamento em que as plantas foram adubadas com N e inoculadas
com estirpes de A. brasilense incrementou em 14,2% o acumulo de S em relagdo ao
tratamento controle com N. O tratamento reinoculado com R. tropici + A. brasilense
Ab-V6, ap0s o primeiro corte, aumentou em 10,5% o acumulo de S em relagdo ao
tratamento sem a reinoculacdo, apesar de serem estatisticamente iguais, enquanto
gue no terceiro corte a reinoculacdo apos o segundo corte incrementou o acumulo
de S em 18,2%.
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Figura 6 — Acumulos de foésforo (mg por vaso) (a), potassio (mg por vaso) (b)
enxofre (mg por vaso) (c) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com
bactérias promotoras do crescimento. Médias seguidas por letras minasculas
diferem entre si para tratamentos, enquanto letras maiusculas diferem entre si para

0s cortes da forrageira pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Os acumulos de célcio (Ca) e magnésio (Mg) na parte aérea do capim Zuri
foram significativos na andlise de variancia para os tratamentos, cortes e interacdo

entre os tratamentos e os cortes (P=0,00001) (Figura 7).

Figura 7 — Acumulos de célcio (mg/vaso) (a) e de magnésio (mg/vaso) (b) em
Megathyrsus maximus cv. Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento.
Médias seguidas por letras minusculas diferem entre si para tratamentos, enquanto
letras mailsculas diferem entre si para os cortes da forrageira pelo teste Scott-Knott
(P<0,05).

200

(a)

150

Ab Ab Ab Ab

100+ Aa
Ba Ba Ba Ba

50+ b c b

Acimulo de Ca (mg por vaso)

2004

(b)

o
2]
«
>
o
o
o
£
o
Ba
=
o
©
o
E}
£
>
I
<

Aa Aa
150 - Aa Ab Aa

100
Ba Ba Ba Ba Ba Ba

50

Cortes

HEl controle

NN

Ml pPscudomonas fluorescens

B Azospirillum brasilense

BN P fluorescens + N

B A brasilense + N

A. brasilense + N + Re-Inoc.

I r fluorescens + N + Re-Inoc.

A.brasilense + R. tropici

B A brasilense + R. tropici+ N

B A brasilense + R. tropici+ N

Fonte: Elaboracéo do proprio autor.

Para os acumulos de Ca e Mg houve decréscimo significativo do primeiro
para o terceiro cortes, embora ndo tenha ocorrido efeito dos cortes para os

tratamentos em que n&do houve adubagéo N (Figuras 7a e 7b).
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No primeiro corte, o tratamento com reinoculado por P. fluorescens apds o
primeiro e segundo corte, apresentou o maior acumulo de Ca (12,0 mg Ca por vaso).

No segundo corte, os tratamentos em que as plantas foram adubadas com N,
foram estatisticamente superiores e semelhantes entre si. No entanto, o0s
tratamentos que além de fertilizados com N, foram inoculados com A. brasilense e R.
tropici + Ab-V6 incrementaram o acumulo de Ca em 12,5%, respectivamente, em
relacdo ao tratamento controle com N (Figura 7a). Nao houve efeito dos tratamentos
no terceiro corte.

Para o acumulo de Mg, no primeiro corte destaca-se que 0s tratamentos sem
fertilizagdo mineral nitrogenada foram estatisticamente inferiores aos demais, sendo
gue quando o capim foi inoculado com P. fluorescens e adubadas com N, houve o
maior acumulo de Mg, (144 mg Mg por vaso), aumentando em 4,8% o acumulo em
relacdo ao tratamento controle com adubac&o nitrogenada. No segundo corte, o
tratamento controle com N foi 0 que apresentou maior acimulo de Mg, (73 mg Mg
por vaso). No terceiro corte ndo houve efeito dos tratamentos (Figura 7b).

Avaliando o efeito da inoculacdo de A. brasilense em Urochloa brizantha cv.
Marandl em é&rea irrigada, no acumulo de macronutrientes por dois anos
consecutivos, Modesto (2017) verificou menores acumulos de K, Mg e Ca quando as
plantas foram apenas inoculadas em relagcdo ao tratamento com adubacgao
nitrogenada, no primeiro ano. No segundo ano, a inoculacdo apresentou menores
acumulos para potassio e enxofre em relacdo a adubacdo com N. Tais resultados
vao de acordo com os resultados desse trabalho para os acumulos de K, Ca, Mg e
S, onde o tratamento controle com N foi estatisticamente superior em relacdo ao
tratamento apenas inoculados com as bactérias.

Os acumulos de Boro, Zinco e Cobre na parte aérea do capim Zuri
apresentaram significancia na analise de variancia para os tratamentos, cortes e
interacdo entre os tratamentos e os cortes (P=0,00001) (Figura 8). Para B, Zn e Cu
na parte aérea do capim Zuri observou-se um decréscimo do primeiro para o terceiro
corte, embora néo tenha ocorrido diferencga significativa entre os tratamentos em que
nao houve adubac&o N para o acumulo de B (Figura 8).

Para o acumulo de B no primeiro e segundo cortes, os tratamentos adubados

com N foram estatisticamente superiores aos ndo adubados e semelhantes entre si,
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assim como nao houve diferenca significativa entre os tratamentos ndo adubados
com N. O tratamento em que as plantas foram inoculadas com R. tropici + Ab-V6 e
adubadas com N apresentou o maior acumulo de B (0,48 mg de B por vaso),
incrementando em 6,3% o0 acumulo em relacdo ao tratamento controle com N.
Apenas a inoculacdo de R. tropici + Ab-V6 e P. fluorescens, aumentaram o acumulo
de B em 13,6 e 9,5%, respectivamente, no primeiro corte e 12,0% no segundo em
relacdo ao tratamento controle sem N e sem inoculacdo (Figura 8a). Nao houve
efeito dos tratamentos no terceiro corte.

Para o acimulo de Cu, no primeiro corte destaca-se que o tratamento em que
as plantas foram adubadas com N-mineral e inoculadas com R. tropici + Ab-V6,
(0,22 mg de Cu por vaso), apresentando um aumento de 27,3% no acumulo em
relacdo ao tratamento controle com N, apesar de serem estatisticamente iguais
(Figura 8). Nao houve efeito dos tratamentos no acumulo de Cu para o segundo e
terceiro cortes.

O acumulo de micronutrientes apresentou efeitos positivos quando o0s
tratamentos foram inoculados com BPCV. As Dbactérias aumentaram
significativamente o acumulo de Mn, Fe e Zn em relacdo ao tratamento controle com
N. O aumento no acumulo de micronutrientes pode ser explicado pelo maior
crescimento radicular, consequentemente maior contato ion/raiz por interceptacéo
radicular e maior absorcéao.

Para o acumulo de Zn, no primeiro corte o tratamento adubado com N e
inoculado com P. fluorescens apresentou o maior acumulo (0,73 mg de Zn por
vaso), promovendo um incremento de 13,7%, e sendo estatisticamente superior, em
relacdo ao tratamento controle com N. No segundo corte, os tratamentos adubados
com N foram estatisticamente superiores em relacdo a todos os tratamentos nao
adubados. A reinoculacdo com A. brasilense aumentou em 11,5% o acumulo de Zn,
em relacdo ao tratamento apenas inoculado na semeadura (Figura 8b). Ndo houve
efeito dos tratamentos no terceiro corte para o acumulo de Zn no capim Zuri.

O Zn é um dos micronutrientes mais limitantes na producdo de gramineas
forrageiras no Brasil, sendo importante em processos na homeostase fisioldgica e
nutricional da planta, atuando como ativador ou componente estrutural de enzimas,

participacdo da fotossintese nas plantas C4, producéo de triptofano, aminoacido que
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€ precursor do horménio vegetal de crescimento AIA, sendo necessario para
manutencdo da integridade das biomembranas (MALAVOLTA, 2006), portanto o
aumento que as bactérias promoveram no acumulo de Zn, é um fator importante

para uma pastagem de boa qualidade.

Figura 8 — Acumulo de boro (mg por vaso) (a), de zinco (mg por vaso) (b) e de cobre
(mg por vaso) (c) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculada com bactérias
promotoras do crescimento. Médias seguidas por letras minusculas diferem entre si
para tratamentos, enquanto letras mailsculas diferem entre si para os cortes da

forrageira pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Os acumulos de Manganés e Ferro na parte aérea do capim Zuri
apresentaram significAncia na analise de variancia para os tratamentos, cortes e
interacdo entre os tratamentos e os cortes (P=0,00001) (Figura 9). Nao verificou-se
efeito dos cortes no acumulo de Mn para o tratamento controle sem N e sem
inoculacéo e apenas inoculado com A. brasilense, e para o acumulo de Fe acrescido
o tratamento R. tropici + Ab-V6.

O acumulo de Mn, no primeiro corte, para todos os tratamentos adubados
com N e inoculados com BPCV foram estatisticamente superiores aos demais,
inclusive ao tratamento com fertilizagdo nitrogenada. O acumulo de Mn para o0s
tratamentos adubados com N e inoculados com A. brasilense, P. fluorescens e R.
tropici + Ab-V6, foram de 3,4; 3,6 e 3,4 mg de Mn por vaso, respectivamente,
aumentando em 17,5; 23,5 e 19,5% em relacdo ao tratamento controle com
adubacao N-fertilizante.

No segundo corte ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
adubados com N, no entanto, verificou-se um incremento de 15,3; 16,1 e 10,8% no
acumulo de Mn, para os tratamentos adubados com N e inoculados com A.
brasilense, P. fluorescens e coinoculadas com R. tropici + Ab-V6, respectivamente,
em relagé@o ao tratamento controle com N. Nao houve efeito dos tratamentos para o
terceiro corte no acumulo de Mn (Figura 9a).

O aumento no acumulo de Mn pelas BPCV é um fator muito positivo para o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, estando relacionado aos processos
de respiracdo, ativacdo enzimatica e protecao contra o estresse oxidativo (BOWLER
et al., 1994; BOUCHER et al., 1999).

Para o acumulo de Fe, no primeiro corte o tratamento adubado com N e
inoculado com P. fluorescens, apresentou o maior valor, com 3,7 mg de Fe por vaso,
sendo estatisticamente superior e aumentando em 27,1% em relacdo ao tratamento
controle com N. No segundo e terceiro cortes, ndo houve efeito dos tratamentos,
entretanto, no segundo corte o tratamento coinoculado com R. tropici + Ab-V6 e
adubado com N, aumentou em 32,0% o acumulo de Fe em relacdo ao tratamento
controle adubado com N (Figura 9b).

Segundo Gray e Smith, (2005) e Vandendergh e Gonzalez, (1984), bactérias

do género Pseudomonas podem produzir e secretar moléculas de baixo peso
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molecular que se ligam ao Fe com alta afinidade, denominadas de sideroforos.
Esses compostos se ligam ao ferro, sdo transportados de volta a célula microbiana
e, entdo, o ferro fica disponivel para o crescimento da bactéria (DOBBELAERE et
al., 2003). Essa ligacdo ferro-sideréforo também impede a proliferacdo de
patébgenos, devido ao sequestro do ferro no ambiente. Ao contrario dos
fitopatbgenos microbianos, as plantas ndo sdo prejudicadas com a deplecao de ferro
pelas BPCV. Algumas plantas podem capturar o complexo ferro-sideréforo
bacteriano, transportando-o para dentro de suas células, onde o ferro € liberado do
sideroforo e fica disponivel para a planta (CROWLEY et al., 1988). Essas reacdes
promovidas a partir decompostos secretados pelas bactérias explicam o maior
acumulo de Fe no primeiro corte promovida pela inoculacdo com Pseudomonas
fluorescens, consequentemente gerando um efeito positivo de biofortificacdo do

capim Zuri.
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Figura 9 — Acumulos de manganés (mg por vaso) (a) de ferro (mg por vaso) (b) em
Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do
crescimento. Médias seguidas por letras minusculas diferem entre si para
tratamentos, enquanto letras maiusculas diferem entre si para os cortes da forrageira
pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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No presente estudo os acumulos dos nutrientes foram diminuindo ao longo
dos cortes, pois a produtividade de massa seca da forragem também diminuiu ao
longo dos cortes, consequentemente, gerando menor acumulo de nutrientes no
segundo e terceiro cortes. Tal fato se deve pela utilizacdo de um solo com altos
teores de areia na conducdo do experimento, sem cargas elétricas para retencéo
dos nutrientes, ocorrendo lixiviagdo. Portanto, justifica-se a maior eficiéncia
agron6mica das plantas no primeiro corte e diminuicdo no segundo e terceiro pelo

esgotamento de nutrientes no solo. Sendo assim, independente da inoculagao deve
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ser realizada a reposicédo de nutrientes a cada corte, quando utilizado um solo com
altos teores de areia na condugéo do experimento.

A reinoculacao apos o primeiro e segundo cortes das plantas, ndo mostrou
efeito significativo para o acumulo de nutrientes na forragem. Podendo estar
relacionado a eficiéncia dessa técnica e a diminuicdo de nutrientes do solo no
segundo e terceiro cortes.

Os acumulos de P e K nas raizes apresentou significancia na analise de
variancia para os tratamentos (P=0,00001), entretanto, ndo se constatou efeito para
0 acumulo de N (P=0,1529) (Figura 10).

Apesar de nao ter ocorrido diferenca significativa entre os tratamentos, as
plantas que foram adubadas com N e inoculadas com P. fluorescens e R. tropici +
Ab-V6 acumularam 128 e 123 mg N por vaso e aumentaram em 14,8 e 11,4%,
respectivamente, o acimulo de N radicular em relagdo ao tratamento controle com
adubacéo nitrogenada (Figura 10a).

Todos os tratamentos em gque as plantas foram adubadas com N acumularam
menos fosforo nas raizes do que aqueles apenas inoculados com as BPCV, (21,0;
20,0 e 22,0 mg de P/vaso), para as estirpes de A. brasilense, P. fluorescens e R.
tropici + Ab-V6, respectivamente. O tratamento controle foi o que mais acumulou K
nas raizes, 70 mg K por vaso, entretanto, ndo diferiu dos tratamentos apenas

inoculados com A. brasilense e P. fluorescens.
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Figura 10 — Acumulos de nitrogénio (mg por vaso) (a), de fésforo (mg por vaso) (b) e
de potassio (mg por vaso) (c) em raizes de Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri
inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Médias seguidas por letras

minusculas diferem entre si para tratamentos pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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4.3 Composicao bromatoldgica do capim Zuri

As porcentagens de fibra solivel em detergente neutro (FDN), fibra sollvel
em detergente acido (FDA) e proteina bruta (PB) da parte aérea do capim Zuri
apresentaram significAncia na analise de variancia para os tratamentos, cortes e
interac&o entre os tratamentos e os cortes (P=0,00001) (Figuras 11 e 12).

N&o se verificou efeito significativo entre os tratamentos e interacdo deles
com os cortes para porcentagem da digestibilidade verdadeira in vitro da matéria
seca (DIVMS) da parte aérea do capim Zuri (P=0,6717). No entanto, houve efeito
significativo dos cortes para a digestibilidade (Figura 12 b).

A concentracdo de FDN e FDA dos tratamentos sem adubacé&o nitrogenada
foram superiores em relacdo aos tratamentos que receberam N no primeiro corte,
sendo o tratamento apenas inoculado com Azospirillum brasilense com a maior
porcentagem, 73,8 e 34,7% de FDN e FDA, respectivamente.

No segundo e terceiro cortes ndo houve efeito dos tratamentos para a
porcentagem de FDN. Para a concentracdo de FDA, os tratamentos sem fertilizacédo
nitrogenada e o tratamento controle com N foram estatisticamente superiores aos
demais. No terceiro corte ndo houve efeitos dos tratamentos para a concentracéo de
FDA (Figura 11).
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Figura 11 — Teores médios de fibra em detergente neutro (FDN) e em detergente
acido (FDA) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias
promotoras do crescimento. Médias seguidas por letras minusculas diferem entre si
para tratamentos, enquanto letras maiusculas diferem entre si para os cortes da

forrageira pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaboracdo do prdprio autor.

O consumo animal da matéria seca e a digestibilidade estdo relacionados ao
FDN e FDA, respectivamente. Deste modo o FDA indica a porcentagem de material
altamente indigestivel, logo baixos valores de FDA indicam maior energia e alta
digestibilidade, e forragens com baixo teor de FDN tém maior taxa de consumo,
logo, teores de FDN maiores que 60% na matéria seca do alimento sdo prejuduciais
ao consumo, sendo desejaveis valores inferiores (MOURA et al., 2011). Os valores
de FDN do presente trabalho ficaram acima de 60%, estando em uma faixa nao

recomendada para uma boa taxa no consumo de forragem pelos animais.
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O primeiro corte foi 0 que apresentou os maiores teores de PB, seguido do
terceiro e segundo corte, respectivamente, seguindo o0 mesmo comportamento
padrdao do ICF (Figura 4b). Os tratamentos com fertilizacdo nitrogenada foram
estatisticamente superiores em relacdo aos ndo adubados e semelhantes entre si no
primeiro corte (Figura 12a).

No segundo corte, o tratamento apenas inoculado com Azospirillum
brasilense foi estatisticamente superior aos demais com 5,69% de PB, enquanto que
no terceiro corte ndo houve efeito dos tratamentos (Figura 12 a).

Avaliando o efeito da inoculac&o por Azospirillum brasilense em sementes de
Urochloa brizantha cv. Marandu associado ao uso de N, Hanisch et al. (2017) nao
encontrou efeitos significativos da inoculagéo para os teores de PB e FDN do capim,
apresentando resultados semelhantes aos do presente trabalho. Bernd et al. (2014),
ao avaliarem o efeito da inoculagcdo com Pseudomonas fluorescens e niveis de N no
teor de PB em milho, também nao verificaram efeitos significativos da inoculacao,
seja combinados com adubac&o N ou néo.

Para a digestibilidade verdadeira in vitro o primeiro e segundo corte
apresentaram valores semelhantes e foram superiores ao terceiro corte. No entanto,
nao houve efeito significativo para os tratamentos em nenhum dos cortes (Figura
12b). Tais dados vao de acordo aos encontrados por Oliveira et al. (2007), que
avaliando a viabilidade de Azospirillum brasilense associado a adubacédo
nitrogenada na composicdo quimica bromatolégica de capim Marandu em diferentes
épocas do ano, ndo verificaram efeitos significativos da inoculagdo nos teores de

DIVMS no verao e no inverno.
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Figura 12 — Teores médios de proteina bruta (PB) e digestibilidade in vitro em
Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do
crescimento. Médias seguidas por letras minusculas diferem entre si para
tratamentos, enquanto letras maiusculas diferem entre si para os cortes da forrageira

pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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5 CONCLUSOES

A combinacdo entre as bactérias promotoras do crescimento vegetal e
adubacao nitrogenada promoveram incrementos na produtividade de massa seca,
indice de clorofila e acimulo de N; NH;", Ca; Zn; Mn e Fe, no capim Zuri.

A inoculacdo por Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens e
Rhizobium tropici ndo teve efeito na composicao bromatoldgica do capim Zuri.

N&o se verificou efeitos da reinoculacdo por Azospirillum brasilense,
Pseudomonas fluorescens e Rhizobium tropici sobre a nutricdo, valor nutritivo e
producdo do capim Zuri, demonstrando que essa técnica ainda precisa de maiores
estudos sob a forma e o periodo correto a ser realizada.

E interessante a conducdo do experimento em condices de campo,

analisando os beneficios promovidos pelas BPCV em condi¢des limitantes.
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APENDICES - FOTOS DO EXPERIMENTO

Foto 1 — Unidades experimentais: vasos de polipropileno.
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Foto 2- Inoculantes bacterianos




Foto 4 — Preparo do solo para semeadura da forrageira
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Foto 6 — Folha das plantas antes da leitura do indice de clorofila foliar no
primeiro corte

Foto 7 — Folha das plantas antes da leitura do indice de clorofila foliar no

segundo corte
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Foto 8 — Leitura do indice de clorofila foliar a partir do clorofildmetro
ClorofiLOG Falker

Foto 9 — Vista de um vaso momentos apoés a realizacdo do corte das plantas
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terciro corte
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Foto 10 — Lavagem das raizes das plantas

Foto 11 — Raizes de planta ndo inoculadas com bactérias promotoras do
crescimento vegetal
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Foto 12 — Raizes de plantainoculadas com R. tropici + A. brasilense Ab-V6 e

adubadas com N




