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RESUMO

Estima-se que no territdrio brasileiro existemaproximadamente 167 milhdes de
hectares de pastagens, sejam de espécies nativas ou introduzidas para alimentagao
de animais. Provavelmente 130 milhdes ja estejam degradadas e precisam de uma
intervengao para que ocorra a reversao do estado em que se encontram. Existe uma
alta demanda do setor agropecuario na busca por tecnologias que diminuam os
impactos ao meio ambiente, principalmente em organismos ndo-alvos ou na
contaminagcdo de recursos hidricos.Nesse contexto, a utilizacdo de bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP)é considerada uma alternativa viavel
para a criacdo de bovinos de corte no pais, pois poderia aumentar a producido de
forragem e reduz o manejo com produtos quimicos, com menor impacto ambiental.O
objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos da inoculagéo do capim Zuri [Megathyrsus
(syn. Panicum) maximus] com BPCP sobre a produtividade de massa seca de
forragem, composigdo morfoldgica, numero de perfilhos, indice relativo de clorofila
(IRC), composicdo bromatoldogica e acumulo de nutrientes.O experimento foi
conduzido em delineamento em blocos completos casualizados com 8 tratamentos e
4 repeticdes. Os tratamentos corresponderam ao controle negativo (sem
nitrogénio(N) e sem inoculagéo), controle positivo (com N e sem inoculagao) e com
N-mineral em todos os tratamentos inoculados com Azospirillum brasilense (Ab-V5 +
Ab-V6), A. brasilense(Ab-V5 + Ab-V6) + reinoculacdo apdés cada corte, com
Pseudomonas fluorescens CCTB 03, inoculagdo de P. fluorescens + reinoculagcao
apos cada corte, coinoculagao entre Rhizobium tropici CIAT 899 + A. brasilense (Ab-
V6) e coinoculacéo entre R. tropici + A. brasilense (Ab-V6) + reinoculagdo apos cada
corte. As variaveis foram analisadas pelo teste de comparagao multipla de Scott-
Knott (p<0,05). Para numero de perfilhos por m? os tratamentos inoculados com
BPCP foram superiores ao controle positivo, em 36%. A produgao de massa seca de
forragem foi superior nos tratamentos inoculados com P. fluorescens em 7% em
relacdo ao controle positivo. BPCP combinadas com adubacdo mineral de N
aumentaram a produc¢ado acumulada de massa seca, o IRC, acumulo de N, fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), proteina bruta (PB) e
digestibilidade in vitroda matéria seca (DIVMS) do capim Zuri. Os valores de IRC e
numero de perfilhos foram superiores quando inoculados com P. fluorescens e Ab-
V6 + R. tropici, com valores de 30,8 a 31,1, para IRC. Os teores de FDN e FDA, para
os tratamentos inoculados, foram proximos de 69% e 40%, respectivamente. A PB
aumentou em média 12% com a inoculagao Ab-V5 + Ab-V6, e coinoculagado de Ab-
V6 + R. tropici e P. fluorescens e a DIVMS apresentou resultados semelhantes.
Houve incremento no acumulo de N, P, K, Ca, S, Mg, Cu, Fe, Zn pelas estirpes de
Ab-V5 +Ab-V6. A reinoculacdo com P. fluorescens CCTB 03 apods cada corte
proporcionou aumento em 7% na produgdo de massa seca da parte aérea do capim
Zuri em relacdo ao controle positivo. As BPCP podem ser uma alternativa
sustentavel para reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados, a determinacdo do
método de aplicacéo e a periodicidade da inoculagdo ainda requerem investigagao.

Palavras-chave: Fixacdo biolégica de nitrogénio. Pseudomonas fluorescens.
Azospirillum brasilense. Rhizobium tropici. Nitrogénio.Proteina bruta.



ABSTRACT

Esteem if in Brazilian territory there are approximately 167 million hectares of
pasture, either of native species or introduced for animal feed. Probably 130 million
are already degraded and need an intervention for the reversion of the state they are
in. There is a high demand from the agricultural sector in the search for technologies
that reduce the impacts on the environment, mainly in non-target organisms or in the
contamination of water resources. In this context, the use of plant growth promoting
bacteria (PGPB) is considered a viable alternative for beef cattle breeding in the
country, as it could increase forage production and reduce handling with chemicals,
with less environmental impact. The objective of this project was to evaluate the
effects of inoculation of Zuri grass [Megathyrsus (syn. Panicum) maximus] with
PGPB on the forage dry matter productivity, morphological composition, number of
tillers, relative chlorophyll index (RCI), bromatological composition and accumulation
of nutrients. The experiment was conducted in a complete randomized block design
with eight treatments and four replications. The treatments corresponded to the
negative control (without nitrogen (N) and without inoculation), positive control (with
N and without inoculation) and with N-mineral in all treatments inoculated with
Azospirillum brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), A brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) +
reinoculation after each cut, with Pseudomonas fluorescens CCTB 03, inoculation of
P. fluorescens + reinoculation after each cut, co-inoculation between Rhizobium
tropici CIAT 899 + A. brasilense (Ab-V6) and co-inoculation between R. tropici + A.
brasilense (Ab-V6) + reinoculation after each cut. The variables were analyzed by the
Scott-Knott multiple comparison test (p<0.05) For the number of tillers per m?
treatments inoculated with PGPB were superior to the positive control, by 36%. The
production of forage dry matter was higher in treatments inoculated with P.
fluorescens by 7% in relation to the positive control. PGPB combined with mineral
fertilization of N increased the accumulated dry mass production, RCI, N
accumulation, neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), crude protein
(CP) and in vitro digestibility of dry matter (IVDMD) of Zuri grass. The values of CRF
and number of tillers were higher when inoculated with P. fluorescens and Ab-V6 +
R. tropici, with values from 30.8 to 31.1, for CRF. The levels of NDF and ADF, for the
inoculated treatments, were close to 69% and 40%, respectively. RCI increased by
an average of 12% with Ab-V5 + Ab-V6 inoculation, and co-inoculation of Ab-V6 + R.
tropici and P. fluorescens and IVDMD showed similar results. There was an increase
in the accumulation of N, P, K, Ca, S, Mg, Cu, Fe, Zn by the strains of Ab-V5 + Ab-
V6. The reinoculation with P. fluorescens CCTB 03 after each cut provided a 7%
increase in the dry matter production of the aerial part of Zuri grass in relation to the
positive control. BPCPs can be a sustainable alternative to reduce the use of
nitrogen fertilizers, the determination of the application method and the frequency of
inoculation still require investigation.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Pseudomonas fluorescens. Azospirillum
brasilense. Rhizobium tropici. Nitrogen. Crude protein.
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1 INTRODUGAO

Cerca de 95% do rebanho de bovinos nacional é mantido em regime de
pastagem, que atualmente ocupa uma area 167 milhdes de hectares
(IBGE,2018)aumentado a competitividade do produto brasileiro por apresentar um
menor custo de produgdo e ndo concorrer com a alimentagdo humana (EMBRAPA,
2020).

As plantas forrageiras constituem a principal fonte dealimentos para os
bovinos e s&o representadas, principalmente, pelos géneros Urochloa spp.
(syn.Brachiaria). e Megathyrsus spp. (syn. Panicum)(RESENDE, 2015). No género
Megathyrsus, a espécie M. maximus tem sido amplamente cultivada em regides
tropicais e subtropicais (SILVA, 2016) e grandes avancgos tém ocorrido na melhoria
das pastagens existentes. OCapim Zuri (M. maximus cv. BRS Zuri) € uma das
cultivares importantes devido as suas qualidades agrondmicas e nutricionais. Além
de um rapido crescimento e alto rendimento de biomassa, o Capim Zuri se regenera
bem ao longo dos ciclos sucessivos (JANK et al., 2017).

As bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) facilitam
odesenvolvimento destas plantas por estimulagdo direta ou indireta(GAMALERO;
GLICK, 2011; DE LA TORRE-RUIZ et al., 2016). Se, por um lado, a produgao
pecudria € colocada como protagonista na emissdo de gases do efeito estufa
(GEE)(SA, 2017), iniciativas como o uso doBPCPrepresentam uma alternativa
importante para aumentar a produgédo com sustentabilidade (HUNGRIA et al., 2016;
LEITE et al., 2019; DUARTE, 2020).

A estimulacdo direta do crescimento das plantas pode ser uma consequéncia
dos seguintes processos: fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN), solubilizagdo do
fosfato, sequestro de ferro, sintese de fitormonios, ou por modulacdo dos niveis de
etileno das plantas (GAMALERO; GLICK, 2011; EGAMBERDIEVA et al., 2017). O
controle biolégico € uma consequéncia da capacidade das bactérias para sintetizar
antibidticos, enzimas que degradam a parede celular dos fungos, atividade
siderofora, ou indugcdo de resisténcia sistémica (COMPANT et al., 2005;
KARTHIKEYAN et al., 2006; GAMALERO; GLICK, 2011). Desta forma, qualquer
BPCP pode contribuir em uma ou varios desses mecanismos e, com isso, promover

0 crescimento vegetal.
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Afixacao bioldgica de nitrogénio(FBN)é realizada por bactérias presentes no
solo, ou adicionadas por meio de indculos, e que se associam as raizes das plantas
para capturar e transformar o nitrogénio atmosférico (N2) em aménia (NHs3) que é
assimilavel pelas plantas(GAMALERO; GLICK, 2011; CHAUHAN et al., 2017). Como
as plantas ndo conseguem fazer realizar a FBN, precisam destas bactérias
associadas que apresentam a enzima nitrogenase funcional para desenvolver este
processo. Por outro lado, outras bactérias possuem a capacidade de solubilizar
fosfatos para que as plantas possam absorvé-los (CHAGAS JUNIOR et al., 2010;
GAMALERO; GLICK, 2011). No caso, o fésforo (P) é um nutriente que possui uma
reduzida disponibilidade em alguns tipos de solo, o que limita o crescimento das
plantas. As BPCP podem aumentar a disponibilidade de P por meio de sua
solubilizagédo e, com isso, favorecer o crescimento de plantas (CHAGAS JUNIOR et
al., 2010; CHAUHAN et al., 2017).

Neste ponto, vale a pena descrever que a maior eficiéncia no estimulo ao
crescimento das plantas tem sido observada quando bactérias solubilizantes de
fosfato foram coinoculadas com bactérias com outras capacidades fisiolégicas, como
a FBN(PEREIRA, 2012). Assim, o uso de inoculantes mistos com diferentes
atividades benéficas para as plantas parece ser uma estratégia promissora para o
crescimento vegetal.

Atualmente, as alternativas que promovem melhorias na produgcdo animal séo
prioridades, especialmente as estratégias de manejo que associem sustentabilidade
a lucratividade. Portanto, o uso de BPCP como inoculantes de gramineas forrageiras
pode representar uma importante alternativa de manejo para melhorar a produgéo e
a qualidade das pastagens e a produgéo animal.

A hipdtese deste trabalho foi de que a inoculagcdo doM. maximus com BPCP
associadas a adubacao nitrogenada, permitiria obter produ¢édo de massa seca de
forragem elevada e com alto valor nutritivo.

Objetivou-se avaliar o efeito de estirpes selecionadas de Azospirillum
brasilense (Ab-V5 e Ab-V6), Pseudomonas fluorescens CCTB 03ecoinoculagédo com
Rhizobium tropici CIAT 899 + Ab-V6 no crescimento, produgdo, acumulo de

nutrientes e composicdo bromatologica de Megathyrsusmaximus cv. BRS Zuri.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 As Pastagens No Brasil

A pecuaria é fundamental na economia nacional e mundial. De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, o rebanho nacional de bovinos é de
cerca de 167 milhdes de animais (IBGE, 2020).A produg&o, em sua maioria,ocorre
em pastagens, pois apresenta maior eficacia na seguranga da posse de terra
quando comparadaa outras atividades agricolas, € menos onerosa, além de ser uma
atividade historica para o brasileiro na ocupacgao de terras localizadas na fronteira do
pais(EMBRAPA, 2020; EUCLIDES; MEDEIROS, 2005).

Estima-se que no territério brasileiro existem,aproximadamente,167 milhdes
de hectares de pastagens, sejam de espécies nativas ou introduzidas para a
alimentagdo de animais. Provavelmente 130 milhdes estejam em algum estado de
degradacao e precisam de uma intervencdo para que ocorra a reversio do estado
em que se encontram(EMBRAPA, 2020). Hoje, pode se dizer que existe uma alta
demanda do setor agropecuario na busca por tecnologias que diminuam os impactos
ao meio ambiente, principalmente em organismos n&o-alvos ena contaminagao de
rios e outros cursosd’agua. Estudos relacionados com a promog¢ao de crescimento
deforragenssao necessarios por estimular as praticas que aumentem os niveis de
matéria organica no solo, podendo também representaruma estratégia para a
introducdo de algumas espécies de leguminosas (EMBRAPA, 2020; EUCLIDES;
MEDEIRQOS, 2005).

A alternativa pratica e simples de fornecer energia e proteina para esses
animais de criacdo é a manutencao de pastagens para fins alimenticios (EUCLIDES;
MEDEIROS, 2005). Nesse sistema, o Brasil apresenta como vantagem a sua
composicao floristica, que permite que forrageiras tropicais tenham condicbes de
proporcionar desempenhos aosbovinos, sem a necessidade de confinar e teropreco
constantemente modificado pelas oscilagdes no preco de ragbdes (VILELA et al,
2007). Porém, para que haja o devido valor nutricional € necessario que sejam
utilizadas boas praticas no manejo das gramineas, além da escolha apropriada das
especies a serem utilizadas (MAIXNER et al., 2007).
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Todavia, com o baixo investimento no campo em insumos e tecnologias no
manejo das pastagens, houve um aumento do processo de degradacado. gerando
uma reducado na eficiéncia produtiva dos pastos nacionais, sendo considerada a
pratica de criar bovinos no pasto como uma agédo que prejudica 0 meio ambiente.
Contudo, o cenario passou a sermelhorado a partir de 2012, caracterizado pelo
aumento do ritmo de crescimento do rebanho bovino, que tem superado as areas de
pastagem no Brasil, principalmente atribuido aouso de fertilizantes nitrogenados
(MARTHA JUNIOR et al., 2012). Entretanto, com o aumento crescente anual da
demanda de alimentos, a pecuaria tem enfatizado a necessidade douso de
gramineas tropicais, por ser uma alternativa econdmica e sustentavel EMBRAPA,
2020).

2.2 Megathyrsus maximuscv. BRS Zuri

Somente em 2007, a espécie Megathryrsus maximus ocupava uma area de
um quinto de toda area de pastagem que é cultivada no Brasil, com cerca de 20
milhées de hectares, além de ter sido uma das espécies mais estudadas e com
investimento nos programas de pesquisa nacional de melhoramento genético
(MINGOTTE et al., 2011). Originalmente essa espécie é nativa da Africa, assim
como a maioria das espécies de plantas forrageiras que possuem grande
importancia econémica na agropecuaria, sendo que é mais provavel que a espécie
tenha se originado entre aTanzania e o Quénia (VALLE et al., 2001).

No Brasil,embora a data de introdugcdo da espécie ndo seja conhecida, é
provavel que tenha sido introduzida por meio dos navios que transportaramos
escravos, pois era utilizada como cama para essas pessoas, sendo disseminada a

partir dos lugares onde esses navios aportaram (JANK, 1995).

A Embrapa Gado de Corte intensificou, no inicio do ano de 1980, os estudos
de melhoramento e caracterizacdo da espécie M. maximus, tendo como inicio os
estudos agronémicos e morfolégicos derivados da caracterizagdo de plantas
originadas de Quénia e Tanzania e de como essa espécie tem se comportado nas
condigdes climaticas brasileiras (COMBES; PERNES, 1970). A caracterizagcao

demonstrou uma alta variabilidade genética, sendo possivel a selecdo de 25
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espécimes que foram utilizados em alguns estados brasileiros por cinco anos (JANK
et al., 1997). Na década de 80 era comum o cultivo de Colonido e Sempre Verde e a
introdugdo dessas novas plantas repercutiram em um aumento significativo na
producdo. Dentre os espécimes avaliados, os acessos referentes ao litoral do
Quénia e Tanzania apresentaram vantagens sobre as plantas ja utilizadas, entre
essas vantagens a maior produtividade, menor exigéncia nutricional do solo e menor
estacionalidade no fator de producéo (JANK et al., 1994).

A cultivar Tanzéania-1 quando comparada ao capim Colonido permitiu um
aumento de 30% no ganho de peso em bovinos a pasto, além de um aumento de
38% na produgao por area (EUCLIDES; ZIMMER; VIEIRA, 1993). Outro cultivar
langado em seguida foi o capim Mombacga, langado em 1993, que apresentava como
vantagem um ganho de 28% em peso por area quando comparado ao cultivar
Tanzania-1.

Recentemente foi langado novos materiais dentre eles o capim Zuri, originado
de plantas da espécie M. maximus coletadas na Tanzania. Essa cultivarapresenta
como vantagens no pais uma maior produtividade, garantindo um melhor
desempenho animal, maior resisténcia aalgumas pragas (como a cigarrinha das
pastagens) e apresentar vigor elevado, além de possuir maior capacidade de
suporte quando comparada a sua linhagem de origem. Quando adulta essa planta
mostra folhas de coloracdo verde escura de proporgdes largas, longas e com
arqueamento, sendo uma planta cespitosa de tamanho elevado. Essa variedade
ainda possui uma alta tolerancia a solos encharcados, mas sua alta produtividade
ocorre quando semeada em solos bem drenados, se tornando uma opgéo viavel
para diversificar pastagens nos biomas do Cerrado e da Amazénia (EMBRAPA,
2014).

A producao do cultivar BRS Zuri atingiu cerca de 21,8 toneladas por hectare
no periodo de um ano apenas de massa seca foliar, sendo que esse valor € 50%
superior quando comparado com o capim do cultivar Tanzania-1. Mesmo durante a
estacionalidade esse cultivar apresentou uma producdo similar aos cultivares
Mombagca e Tanzania-1com mais de 15% no periodo seco do total produzido no ano.
Além disso, apresentou 87% a mais de folhas e uma maior composicao proteica de
até 15% nas folhas e 12% nos caules (EMBRAPA, 2014).
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2.3 Bactérias que Atuam como Promotoras do Crescimento em Plantas

Com o intuito de potencializar o avango social, econdmico e ecoldgico que
existe nos ecossistemas dominados pelo pasto no Brasil € necessariaa adog¢ao das
biotecnologias que ja existem para o manejo adequado da fertilidade do solo nessas
areas. As bactérias que realizam a FBN atmosférico geralmente sdo encontradas no
interior de tecidos vegetais ou préximas a rizosfera. A disponibilidade de nitrogénio
(N) que essas bactérias produzem é moderada para as culturas de gramineas
tropicais, necessitando de um suplemento nitrogenado.

Nesse contexto, a utilizagdo de bactérias promotoras de crescimentode
plantas (BPCP) em gramineas € considerada uma alternativa viavel para a criagéo
de bovinos de corte no pais, que aumentaria a produgédo de forragem e reduziria o
uso de produtos quimicos no solo, diminuindo também o impactoambiental. A
contribuicdo daFBN realizada por essas bactérias é estimada em 180 x 10°
toneladas métricas de N anualmente no mundo, sendo as associagdes de simbiose
entre planta e bactérias responsaveis por 80% dessa produgdo enquanto que as
bactérias de vida livre seriam responsaveis pelo restante. Esse processo, restrito as
bactérias, além de reduzir o N atmosférico também resulta em quantidades
substanciais de N que podem enriquecer o solo (SIVASAKTHI; USHARANI;
SARANRAJ, 2014). A diminuicdo no uso de fertilizantes N que sédo produzidos por
meio de combustiveis fosseis ndo renovaveisresulta em maior sustentabilidade,
reduzindo a poluigdo ambiental relacionada a produgdo de gado de corte
(BERGAMASHI, 2006). Somente no Brasil, estima-se que as BPCP podem gerar
uma economia de até 50 kg por hectare com fertilizantes N-mineral (FANCELLI,
2010).

As BPCP permitemmaior disponibilidade de nutrientes para as
plantas,aumentos nos niveis de N fixado no solo, aumento da producdo de
horménios que promovem o crescimento vegetal e solubilizacdo de fosfatos. Além
disso, ocorre um maior controle bioldgico, tanto por conferirmaior capacidade de
tolerar doengas as plantas, como também por mecanismos como uma maior
producao de sideroforos, responsaveis pela captagdo de ferro no solo e, com isso,
apresentando capacidade competitiva frente a outros microrganismos do solo,

incluindo patégenos (SOBRAL, 2003). Nao foram identificados estudos que
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relacionam impactos negativos na produgao pela inoculagdo dessas bactérias nas
gramineas tropicais, porém, sdo necessarios mais estudos com o propdsito de
estabelecer o potencial dessas BPCP no crescimento das plantas (REIS JUNIOR,
2002).

2.4 Azospirillum spp.

As bactériasdo género Azospirillum sao heterotréficas, Gram-negativas. A
espécie mais estudada do género foi descoberta ainda na década de 70, classificada
no século passado comoA. brasiliensee concentrao maior numero de trabalhos
cientificos, sendo um modelo nessa area de estudo (REIS; TEIXEIRA, 2005).
Adescoberta da capacidade de fixar N atmosférico foi realizada por meio da
introdugcéo do meio NFb semi-sadlido e livre de N. Azospirillum, mesmo apresentando
um metabolismo dependente de oxigénio, quando fixando N,. (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995).

Ao contrario das bactérias que possuem a interacdo simbidtica rizébios-
leguminosa, as bactérias pertencentes a géneros como o Azospirillum n&o
estabelecem relagdo simbiotica, ndo modificando qualquer tecido vegetal, como a
maioria das bactérias que fazem simbiose o fazem (BERGAMARSCHI, 2006). Essas
bactérias costumam estar localizadas na zona de elongacéo encontradas nas raizes
e, também, nos pelos radiculares, embora algumas espécies possam ser
encontradas no interior das células vegetais, sendo entdo chamadas de endofiticas
facultativas (BALDANI et al., 1997). Quando ndo associadas com as plantas, as
bactérias do género Azospirillum possuem a capacidade de sobreviver no solo,
podendo ainda formar uma agregagdo sob estresse originado pela produgdo de
cistos de poli-B-hidroxibutirato, que podem servir como reserva energética na
auséncia de fontes alimentares (BURDMAN et al., 1999).

Em regides de clima tropical, as espécies mais comummente encontradas sao
as A. amazonense(agora reclassificada comoNItrospirillum amazonense),A.
brasiliense e A. lipoferum que apresentam uma grande distribuicdo geografica. As
principais fontes dessa bactéria sdo a rizosfera e as partes aéreas de varias
gramineas. Seu metabolismo com baixa exigéncia de oxigénio permite que

estirpesbacterianas sobrevivam em uma variedade de condi¢des edafoclimaticas,
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auxiliando no desenvolvimento de culturas por meio daprodugao de fitormobnios e na
fixagao do nitrogénio no solo (FRANCO; BALEIRO, 1999).

Em especial, as bactérias do género Azospirillum possuem efeitos benéficos
no desenvolvimento de gramineas, diminuindo a necessidade de fertilizantes
derivados de combustiveis fosseis, o que indiretamente diminui os custos de
producao, além de evitar problemas de contaminagdo ambiental (NEISON, 2004). O
mecanismo pelo qual essas bactérias incentivam o desenvolvimento vegetal inclui
principalmente producdo de horménios vegetais, fixacdo de N, no solo, aceleragao
do processo de mineralizagao de nutrientes, a sintese de sideréforos (auxiliando na
captacado de ferro), além da solubilizacdo de fosfatos encontrados no solo. Além
disso, essas bactérias atuam no aumento da tolerancia das plantas a doencgas por
meio da inducdo da resisténcia sistémica, atuam como antagonismos a outras
bactérias (que podem ser patogénicas) e auxiliam na resisténcia das plantas ao
estresse (OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003).

Dentro da producédo de fitormdnios, Azospirillum é reconhecido pela producéo
de auxinas, que compdem oshormdnios responsaveis pelo crescimento vegetal.
Esse fitormOnio,quando € absorvido pelas plantas,causa modificacbes radiculares,
melhorando a absorcao de nutrientes presentes no solo e na agua (KUSS, 2006).
Essa produgao pode ocorrer por meio de vias dependentes de L-triptofano, ou por
meio do acido-3-indol-piravico (OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003). Todavia
quando produzidos em plantas sensiveis a altas concentragdes desse hormdnio,
pode causar efeitos nocivosa esses vegetais, como a redugcdo do comprimento
radicular (EL-KHAWAS; ADASHI, 1999).

Azospirillum apresenta preferéncia, quanto as fontes de carbono, por acidos
organicos, como o piruvato, malato e ruccinato e, também, uma preferéncia sobre a
frutose em relagdo a glucose (QUADROS, 2009). Em relagdo ao N, as principais
fontes sdo amodnia, nitrato, aminoacidos e o nitrogénioatmosférico (N2) (TRENTINI,
2010).

O Brasil apresenta um papel de destaque nos estudos relacionados com o
género Azospirillum produzindo cepas comerciais dessas bactérias para serem
utilizadas em culturas de trigo, milho e arroz. Essa bactéria ja demonstrou capacitar
a planta a tolerar estresses hidricos e resisténcia a patégenos(NOBREGA et al.,

2004).Assim, ja foi demonstrada que é possivel empregar uma tecnologia limpa e
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barata na recuperacédo de pastagens degradadas, o uso de inoculantes microbianos
como o Azospirillum spp. ajudaria o pais a atingir seus objetivos nos esforgos
mundiais para reduzir a emissdo de gases de efeito estufa e o global mudancgas
climaticas, bem como manter sua posi¢cado de lideranga no ranking de paises que

podem ajudar a prevenir a fome no mundo (HUNGRIA et al., 2016).

2.5 Pseudomonas spp

As Pseudomonasspp.sao bactérias Gram-negativas, na forma de bacilo, com
metabolismo aerdbico e alta mobilidade. Elas pertencem a Classe Gamma
proteobacteriae se caracterizam, principalmente, pela baixa necessidade
nutricional,permitindo que sobrevivam em diversos tipos de ambientes (RAMOS,
2004).

Diversasbactérias deste géneropossuem relagdes benéficas as plantas, como
as bactérias endofiticas, promovendo um maior crescimento e aumentando o
desenvolvimento vegetal. Isso ocorre principalmente pela produgdo de
fitohormédnios, sideroforos, acidos organicos, antibidticos e enzimas, que auxiliam no
desenvolvimento das plantas que estdo associadas em troca de nutrientes
fotoassimilados para sua nutrigdo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O favorecimento do crescimento de plantas geralmente é associado a
producao de auxinas pelas bactérias,estimulando a divisao e diferenciagao celular
das plantas, além da solubilizagdo de alguns componentes como fosfatos
inorganicos que sao liberados proximos ao sistema radicular. Além disso, sua
intensa producao de siderdforos auxilia na nutricdo de fosforo e ferro para as
plantas, além de suprir as necessidades dos vegetais que apresentam limitagao de
mobilidade no solo (NOVAIS, 2007). Da mesma forma, sdo responsaveis pelo
controle biolégico de fitopatdgenos, ja que possuem atividade antimicrobiana,
conseguindo assim mitigar o crescimento de bactérias e até mesmo de fungos que
trazem algum prejuizo para essas plantas (TIAN et al., 2017).

Outra caracteristica de bactérias desse género é sua capacidade de
solubilizar altos niveis de fosfato no solo(BRADY; WELL, 2013). Como esse

elemento acaba sendo escasso na agricultura, sendo encontrado naturalmente em
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formas insoluveis e indisponiveis para nutricdo vegetal, Pseudomonas possuem
como vantagem a transformacado desse fosfato em uma forma utilizavel para a
planta, diminuindo custos de producdo, compras de fertilizantes baseados em
fosfatos.

As bactérias do género Pseudomonas ja demonstraram sua capacidade de
disponibilizar no fosforo proximo ao sistema radicular, estimulando o
desenvolvimento de gramineas, demonstrando alta capacidade de produzir acidos
organicos, como o acido-2-ketoglucénico, capaz de solubilizar o fosfato derivado do
aluminio e do ferro, também do fosfato tricalcico (OLIVEIRA et al., 2009). Essas
bactérias sdo capazes de absorver o P por meio de poros a distancias que sao
geralmente inacessiveis as raizes, além de possuir a capacidade de absorver esse
P diretamente da liteira que pode cair antes da realizagdo de drenagem no solo,
reciclando esse elemento para que ele integre novamente o ciclo bioldgico
(HERRERA et al., 1978).

Outra forma encontrada pelas bactérias de dissolver o mineral fosfatico € a
liberagdo de enzimas, como as fosfatases alcalinas, que hidrolisam esse material no
solo. A produgcdo dessas enzimas ocorre por meio da expressao dos genes phoA,
phoD e phoX, que sao responsaveis pela catalise da hidrélise de fofomonoesteres e
fosfodiesteres. As bactérias do género Pseudomonas ainda podem expressar genes
que auxiliam na disponibilizagdo de fésforo inorganico por meio da reciclagem de
alguns gliceréis fosfodiésteres (SHARMA et al., 2013).

2.6 Co-Inoculagao Entre Rhizobium tropicie Azospirillum brasilense

A mistura de inoculantes na agricultura é algo recente, devido a seus efeitos
benéficos em diferentes processos microbianos. Essa tecnologia, denominada de
inoculacdo mista € composta pela unido de bactérias que contribuem em diferentes
processos microbianos e que ultrapassam os resultados que seriam obtidos cada
uma isoladamente (FERLINI, 2006).

Esse tipo de associacdo tem sido estudado em diferentes combinacgdes,
desde que os microrganismos interajam sinergicamente, assim como quando

associados. em que um microrganismo pode atuar como um auxiliador bacteriano
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com o intuito de potencializar o desempenho do outro microrganismo benéfico. Os
efeitos sinérgicos geralmente relatados envolvem o fornecimento de nutrientes,
remogao de alguns produtos inibitorios e um positivo de estimulo para ambos os
microrganismos, por meio de mecanismos fisicos e bioquimicos (BASHAN;
HOLGUIN, 1997).

A acgao da bactéria da espécie A. brasilense quando associada com rizobios
em leguminosas resulta em um desenvolvimento mais rapido do vegetal,
principalmente do seu sistema radicular, pois essa bactéria amplia a producao de
fitormbnios responsaveis pelo crescimento vegetal, assim a planta possui uma area
maior de solo para explorar seus recursos (BARBARO etal., 2008). Como exemplo,
em soja, quando associadas a A. brasilense com Bradyrhizobium japonicum s&o
capazes de incrementar os rendimentos das leguminosas, refletindo em uma
resisténcia a estresses hidricos e de suplementagdo de nitrogénio fixado ao solo.
Estudos ainda demonstraram que a bactéria A. brasilense além de potencializar o
desenvolvimento radicular, melhora a iniciagdo e o desenvolvimento de estruturas
denominadas nodulos em plantas pela inoculagédo conjunta com bactérias do género
Bradyrhozobium (MOLLA et al., 2001; FERLINI, 2006).

Na soja essa associacao reflete em um aumento significativo do peso dos
nodulos vegetais mesmo em condigdes de estresse hidrico, com um rendimento
superior a inoculacao dessas bactérias quando inoculadas separadamente. Também
houve um aumento no acumulo de matéria seca quando comparado a inoculagao
individual (BENINTENDE et al., 2010). Ainda em plantagdes de soja, a unido das
duas bactérias permitiu uma maior producdo e excrecdo de metabdlicos pela
bactéria A. brasilense, como por exemplo a produ¢do de compostos que regulam o
crescimento radicular, como o fitohorménios AIA (CASSAN et al., 2009).

A uniao das bactérias dos géneros Azospirillum com Rhizobium teve um efeito
positivo no crescimento do feijoeiro, com um aumento do numero total de nodulos e
potencializagdo da fixacdo de nitrogénio atmosférico quando comparado com
inoculagdes individuais. Ainda sob condicbes de estresse salino em cultivo
hidropbnico, houve um aumento do desenvolvimento das raizes, uma maior
producao de flavonoides, mais nitrogénio fixado no solo, além de uma amenizagao

dos efeitos deletérios causados pela presenca de cloreto de sédio. Os autores ainda
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sugerem que as bactérias do género Azospirillum permitiram uma maior produgao
de exsudado contendo flavonoides nas raizes do feijao (DARDANELLI et al., 2008).

Outras culturas tém mostrado um aumento de produtividade em resposta a
inoculagdo conjunta de bactérias do género Azospirillum com rizébios. Essas
inoculacdes mistas possuem uma maior taxa de sucesso com fornecimento de uma
nutricdo com maior equilibrio de nutrientes somado a adsor¢cdo constante de
nitrogénio, fosforo e minerais. A unido estimula ndo s6 o crescimento de nodulos,
mas também estimula sua acao de diferenciacdo de células epidérmicas que estao
presente nos pelos radiculares, levando a uma maior produtividade de graos
(BASHAN; BASHAN, 2005).

A inoculacdo tem sido utilizada nas ultimas décadas em alguns paises da
América do Sul possuindo como resultado um aumento expressivo no crescimento e
também da produtividade das culturas que apresentam grande importancia
econdmica. Esse aumento de produtividade pode ainda aumentar quando se usa em
conjunto a coinoculag&o o uso de fixadores de N sendo uma metodologia viavel, e
de ser ambientalmente mais segura. E possivel observar um aumento de
produtividade nas culturas somado com o rendimento monetario adquirido pelo
produtor rural e ao fato de diminuir significativamente as emissdes de gases que
aumentam o efeito estufa (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013).

Os efeitos benéficos da associagao das bactérias do género Azospirillum com
rizébios se deve a forte atracdo microaerofilica que essa bactéria sofre no nicho
rizosférico encontrado nas raizes das leguminosas, e pela sua capacidade de se
locomover mais rapido do que as bactérias do género Rhizobium. Desta maneira, é
comum que as raizes das plantas sejam primeiramente colonizadas por Azospirillum
que fornece um pré-condicionamento destas para uma colonizagao mais efetiva do
Rhizobium. Esse condicionamento ocorre pela nodulagdo precoce, que acarreta no
aumento do numero e matéria seca desses nédulos, além da potencializagao de sua
atividade pelas bactérias pioneiras (OKON; ITZIGSOHN, 1995).

As culturas que ja demonstraram ser beneficiadas pela coinoculagdo dessas
bactérias sdo as culturas de soja (Glycine max), alfafa (Medicago sativa),
feijao(Phaseolus vulgaris) e amendoim(Arachishypogaea), sendo que outras culturas
necessitam de mais estudos. Em culturas de feijdo, o crescimento radicular pode

aumentar em até 95% no comprimento e peso fresco das raizes quando comparado
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com o tratamento sem inoculagdo. Além disso, nessa cultura pode ocorrer um
aumento na produtividade dos grdaos em quase 20% apenas com os efeitos
relacionados com o desenvolvimento radicular (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2013).

2.7Adubacao Nitrogenada

O N é o nutriente com maior interacdo no meio ambiente, pelas possiveis
reacdes possiveis no solo que sdo mediadas geralmente por microrganismos
condicionados as variaveis de temperatura e umidade, sendo encontrado em apenas
1% de toda a biomassa seca total dos vegetais (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

Todavia, as restricdes desse elemento no solo acarretam em diminuigcdo da
sintese de clorofila, também levam a diminuicido de aminoacidos essenciais,
reduzindo consequentemente a quantidade de energia que esta disponivel,
interferindo no desenvolvimento vegetal (MALAVOLTA, 2006).

No solo, o N ndo pode ser utilizado diretamente pelos vegetais, sendo preciso
que ocorra uma mineralizagdo do elemento que origina o amdnio, que pode ser
absorvido pelas plantas.

No Brasil ocorrem perdas significativas de N por meio da lixiviagdo, por
exemplo, em cultivos de cana-de-agucar, onde podem perder até 22,5 quilos de
nitrato por hectare relacionados com a proximidade do periodo de chuva com o
periodo de fertilizagado (CANTARELLA, MONTEZANO, 2010).

Na utilizacdo de plantas forrageiras a produtividade e o valor nutritivo dos
vegetais estdo intimamente ligados ao manejo de adubagao adotado. Na avaliagao
de escolha de espécies estudos de adubacdo sao fundamentais para que a planta
escolhida seja capaz de expressar todo seu potencial na produgdo. Em futuros
sistemas de produgédo de gado leiteiro existe a possibilidade de ndo haver espaco
para gramineas de baixos indices de produtividade, ja que essa atividade deve ser
potencializada pelo manejo das pastagens juntamente com o uso de espécies com
maior potencial de resposta aos tratamentos de adubacdo N (VILELA, 1997).

Em outras culturas como a de milho a obtencdo de alta produtividade é

diretamente dependente de doses elevadas de nitrogénio, j4 que esse elemento,
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junto com o fésforo, sdo os mais limitantes na producdo de grdaos no Brasil.
Trabalhos demonstram que cerca de 90% dos estudos com cultura de milho indicam
que essa cultura responde positivamente a doses elevadas de nitrogénio, de 30 a 90
quilos por hectare na adubacdo. Isso se deve, principalmente, a absorcdo mais
intensa desse elemento, que ocorre em 50 dias apds a germinagao, absorvendo
cerca de 50% do nitrogénio que precisa apés o inicio do florescimento
(CANTARELLA, 2007).

Na cana-de-agucar a decomposicdo obtida da biomassa utilizada na
adubacao N realizada pelos organismos retiram uma parte significativa de N do solo
para decompor totalmente o carbono, havendo uma momentanea competicdo com a
planta pelo recurso. No Brasil € preciso cerca de trés anos para que 70% de toda
matéria seca utilizada na adubagdo nitrogenada seja decomposta e para que
comece a liberar nutrientes como N, calcio e potassio. S6 é possivel fazer um
estoque desses nutrientes cerca de 40 anos depois da adogéo desse sistema. Esse
longo tempo caracteristico desse tipo de adubacdo, € derivado da taxa de
mineralizagdo dos residuos de palha seca serem dependentes de caracteristicas
bioquimicas do solo somado a fatores ambientais, evapotranspiracdo, umidade,
temperatura do solo e de sua aeracdo (GONCALVES et al., 2010).

A cultura da cana de acgucar necessita absorver o N para produzir seus
colmos, que demandam de uma alta concentracéo desse elemento no solo, sendo
que em geral a cultura pode absorver de 100 a 300 kg de N fixado por hectare para
uma producado de 100 mg/hectare de colmo. Para ocorrer uma larga producao é
necessario a aplicacado do chamado N-fertilizante. Suas doses podem variar até 120
kg por hectare de cana. As doses elevadas s&o necessarias devido a faixa de
extragao de N da cana-de-agucar para uma produc¢ao de uma tonelada de colmos, ja
que nas condi¢gdes encontradas no Centro e Sul do Brasil. Os valores médios de
extragdo sdo de cerca de 2 kg de N para cada tonelada de colmo produzida
(COLETTI et al., 2006).
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2.8Analise Bromatolégica e indice de Clorofila de M. Maximus cv. BRSZuri

O consumo animal da matéria seca e a digestibilidade podem ser estudados
através dos teores de fibra em detergente neutro (FDN) e de fibra em detergente
acido (FDA). No caso, os teores de FDA e FDN, podem indicar a porcentagem de
material altamente indigestivel. Baixos valores de FDA apontam uma maior energia
e alta digestibilidade; em contrapartida, baixo teor de FDN representa maior taxa de
consumo, sendo que o material consumivel que possui esta caracteristica resulta ser
prejudicial para o consumo animal (MOURA et al., 2011).

Lima (2018) avaliou o acumulo de nutrientes na parte aérea e raizes de
gramineas, analisando a composi¢gdo quimica bromatolégica da M. maximus cv.
BRS Zuri, com trés cortes apds a rebrota. As plantas foram cultivadas em solos com
e sem bactérias promotoras de crescimento vegetal. Analise de variancia indicou
diferengas entre cortes e interacao entre os tratamentos e os cortes (P=0,0001). Nao
foi observado efeito significativo entre os tratamentos e interagdo entre eles com os
cortes para porcentagem da digestibilidade verdadeira in vitro da matéria seca da
parte aérea (P=0,6717). Ainda assim, houve efeito significativo dos cortes para a
digestibilidade. No segundo e terceiro cortes ndo houve efeito dos tratamentos para
a porcentagem de FDA e FDN (LIMA, 2018). Os valores de FDN demostrados no
trabalho de Lima (2018) ficaram acima de 60%, estando em uma faixa né&o
recomendada para que o0s animais os consumam. As plantas mais altas foram as
que apresentam os teores mais elevados de PB, seguido das plantas menores, que
tiveram um mesmo comportamento padrdo relacionado ao indice de clorofila foliar
(ICF). Para a digestibilidade verdadeira in vitro, nao foi observado efeito significativo
para os tratamentos em nenhuma das alturas, entretanto, o primeiro e segundo corte
foram superiores ao terceiro corte.

Pode-se se dizer que o indice de clorofila na folha é utilizado para predizer o
nivel nutricional de N em plantas. As condi¢cdes de rebrotagcdo (manejo do pastejo)
podem exercer influéncia nestes teores. No caso, Lima et al. (2020) avaliaram a
clorofila relativa de M. maximus cv. BRS Zuri utilizando um medidor de clorofila
Falker.

Foram realizadas trés avaliagdes nas plantas com intervalos de quatro

semanas. Na anadlise de variancia, o indice relativo de clorofila (RCI) foi altamente
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significativo, indicando que tratamentos a base da inoculagdo das bactérias
promotoras de crescimento vegetal e que receberam fertilizantes nitrogenados
aumentaram a quantidade de clorofila nas folhas. Quando se utiliza um fertilizante a
base de N é possivel potencializar o desempenho dessa graminea. Com esse
estudo foi possivel demonstrar que a utilizacdo dessas bactérias atua no
crescimento das plantas por meio do aumento significativo de clorofila em suas

folhas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Condigoes Climaticas

O experimento foi conduzido nos anos de 2018 a 2020 no setor de Zootecnia
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”(UNESP), no municipio de Aracatuba, SP, Brasil (21 ° 11'12” LS, 50 °
26'20” LW, 390 m de atitude mar). Durante o periodo experimental a temperatura do
ar média anual é de 24°C com temperaturas médias maxima de 31°C e minima de

19°C e 0 acumulo médio anual das chuvas de 1.300mm (Figura 1).

Figura 1 - Temperaturas do ar maxima e minima (°C) e precipitacdo acumulada
(mm) mensais durante o periodo experimental.
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O solo local foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo distrofico
segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SANTOS et. al., 2018).
Foram realizadas coletas de solo na profundidade de 0-20 cm, formando-se uma
amostra composta por 15 amostras, e enviado para analises quimicas. Os
resultados foram: M.O. = 24 g dm?; pH = 4,9; P (fésforo resina), S, B, Cu, Fe, Mn e
Zn de 9; 1; 0,19; 1; 80; 9,8 e 1,2 mg dm?® respectivamente; K, Ca, Mg, Al, H+Al, Al,
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SB e CTC de 1,9; 13; 11; 30; 1; 25,9; e 55,9 mmolc/dm?, e saturacdo por base
V=46,3%, respectivamente. A necessidade de calagem foi determinada a partir do
método de saturagdo por bases para atingir 70% da capacidade de troca de cations
(QUAGGIO; VAN RAIJ; MALAVOLTA, 1985).

Foi utilizado o calcario dolomitico com 90% de PRNT para corre¢ao do solo15
dias antes da semeadura. Para a correcao com fésforo foram aplicados 100 kg de
P20Os por ha na forma superfosfato simples e 60 kg de KO por ha na forma de
cloreto de potassio antes do estabelecimento do capim. Quinze dias apds a
emergéncia foram aplicados 60 kg de N por ha na forma de ureia nos tratamentos
que deveriam levar esse nutriente, ou seja, todos os tratamentos inoculados e o
controle ndo inoculado positivo. Apds o segundo corte foram aplicados 40 kg de N
por ha na forma de ureia nos tratamentos, totalizando 100 kg de N por hectare.

A populacao de bactériasdiazotroficas no solo foi estimada pela técnica do
numero maior provavel (NMP), em meio de cultura NFb semi-sélido forma, de acordo
com DOBEREINERet al. (1976) e Hungria e Araljo(1994), obtendo-se o valor de

9,5x10* bactérias/g de solo.

3.2 Conducgao do Experimento

O experimento foi instalado em novembro de 2018, semeado em parcelas de
3x4m, utilizando o delineamento de blocos casualizados com quatro repeticdes. Os
tratamentos foram semeados com a espécie forrageira Megathyrsus (syn. Panicum)
maximus cv. BRS Zuri.

Os tratamentos foram:(1) controle negativo sem nitrogénio e sem inoculagao,
(2) controle positivo com nitrogénio e sem inoculagdo, (3) inoculagdo com
Azospirillum brasilense estirpesAb-V5 (CNPSo 2083) e Ab-V6 (CNPSo 2084), (4)
inoculacéo de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 somada a reinoculagao apos cada corte,
(5) inoculagdo com Pseuddébmonas fluorescens CCTB 03 (CNPSo 2719) (6)
inoculagdo com P. fluorescenssomada a reinoculagdo apds cada corte, (7)
coinoculagdo com Rhizobium tropici CIAT 899 (CNPSo 103, SEMIA 4077) e
Azospirillum brasilense Ab-V6 e (8) coinoculacdo de R. tropici e A. brasilense

somada a reinoculacdo apds cada corte. Todos os tratamentos inoculados e
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coinoculadas receberam a mesma dose de nitrogénio que o controle positivo (100 kg
de N).

As estirpes resultam de programa de selegdo realizados no Brasil e s&o
utilizadas comercialmente. A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 sao utilizados como
inoculantes para milho (Zea mays L.) (HUNGRIA et al., 2010), trigo (Triticum
aestivum L.) (HUNGRIAet al, 2010), Urochloa spp. (Brachiaria spp.) (HUNGRIA et
al., 2016) e coinoculagao de soja (Glycine max) (HUNGRIA et al., 2013b) e feijao
(Phaseolus vulgaris L.) (HUNGRIA et al., 2013b); P. fluorescens é usado em milho
(VENANCIOet al., 2019), R. tropici em feijao (HUNGRIA et al., 2013b).

Os inoculantes foram produzidos no Laboratério de Biotecnologia do Solo da
Embrapa Soja (Londrina, Parana, Brasil), A. brasilense foram preparados em meio
DYGS (FUKAMIet al., 2017a), P. fluorescens em meio TSB (HUNGRIA; ARAUJO,
1994), enquanto R. tropici foi produzido em meio YM (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).
Na semeadura, a concentracdo de cada inoculante bacteriano foi ajustada para 2 x
108 células por mL. Foram utilizados 150 mL para cada 10 kg de sementesviaveis
por hectare, apds a contagem e antes da inoculagdo. As sementes foram dispostas
dentro de um saco plastico, adicionou-se o inoculante e depois foram deixadas por
aproximadamente 30 minutos em local fresco e protegido do sol.

De acordo com a legislacdo brasileira, experimentos com o objetivo de
identificar cepas microbianas de elite devem incluir dois controles ndo inoculados,
com e sem fertilizantes minerais. Portanto, esses dois controles foram incluidos, no
nosso caso com e sem fertilizantes nitrogenados (HUNGRIAet al., 2010; HUNGRIA
et al., 2013a; HUNGRIAet al., 2016).

Nos tratamentos que receberam a reinoculacdo, as doses foram na
concentracdo de 3x10° CFU planta'diluidapara completar 300 mL com &gua
destilada para pulverizagao que foi realizada diretamente nas folhas das plantas com

uma semana de rebrota, na area total da parcela cobrindo completamente o solo.

3.3 Colheitas e Composi¢ao Bromatolégica

Durante os meses de experimento (14 meses), os cortes foram realizados em
dezembro/2018, janeiro/2019, fevereiro/2019, margo/2019, abril/2019, junho/2019,
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dezembro/2019 e janeiro/2020. Para a determinagdo do rendimento, as areas de
bordaduras foram desconsideradas. Os cortes foram realizados oito vezes durante a
estacdo seca e chuvosa para determinar a massa seca da planta, quando o melhor
tratamento alcangou 0,7m de altura (EMBRAPA GADO DE CORTE, 2014), quando
as brotacdes foram colhidas a 0,15m acima da superficie do solo. As amostras para
estimar a massa seca da parte aérea foram colhidas com um quadrado amostrador
com area de 1m? e cortando as plantas do interior com uma foice de cortar arroz.

Antes de cada corte, as leituras de altura da planta foram realizadas com
régua milimetrada e o indices relativo de clorofila (SPAD) foram obtidos utilizando
um clorofildbmetro digital SPAD-502 Plus (SPAD - Desenvolvimento de analises de
solo e plantas)e em ambos os casos as leituras foram realizadas em laminas de
folhas recém expandidas. O numero de perfilhos foi contado utilizando um circulo
0,25m? dentro de cada parcela. Apés foi multiplicado por quatro para expressar o
numero de perfilhos por m?.

Apos a colheita o material vegetal foi pesado, separou-se uma amostra de
aproximadamente 200ge as fragbes de lamina foliar e colmo + bainha foram
identificadas, pesadas e secas na estufa de circulacao forcada de ar a temperatura
de 55°C, por 72 horas, conforme descricao de Silva e Queiroz(2002). O material
seco foi pesado em uma balanga de precisdao para quantificar o rendimento de
massa seca de forragem e as amostras foram moidas em moinho tipo Wiley com
peneira de Tmm e a composi¢ao bromatoldgica (proteina bruta, fibra em detergente
neutro e fibra em detergente acido) foi determinada de acordo com Campos, Nussio
e Nussio(2004), enquanto que a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) foi
determinada de acordo com Holden (1999).

Asconcentragbesdos macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) e micronutrientes
(Zn, Fe, Mn e Cu) foram determinadas de acordo com MALAVOLTA et al. (1997) no
Laboratério de Nutricdo de Plantas, na UNESP de llha Solteira. O acumulo dos
nutrientes foi calculado multiplicando a concentracdo pela quantidade de massa
seca produzida de cada corte, e apds agrupado o acumulo na estacdo das aguas

(primavera e verao, 5 cortes) e estagao das secas (outono e inverno, 3 cortes).
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3.4 Analise Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade dos erros e homogeneidade
de variancia anteriormente a ANOVA, seguidos pelo teste de comparagdo multipla
de Scott-Knott a P < 0,05 usando o programa SISVAR (FERREIRA, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Produtividade do Capim Zuri

Os tratamentos inoculados receberam a mesma quantidade de fertilizante N
mineral que o controle positivo, pois as bactérias diazotroficas rizosféricas nao
podem suprir toda a demanda de N da planta, enquanto o controle negativo €&
representado por plantas nio fertilizadas e ndo inoculadas.

Houve efeito significativo dos tratamentos para o acumulo de massa seca
(MS) de forragem, nos oito cortes de avaliagdo do capim Zuri. O tratamento
reinoculado com P. fluorescensapds cada corte produziu de 19.332 kg/ha de MS,
sendo que foi estatisticamente superior 7% ao tratamento com N mineral e sem
inoculante produziu 18.103 kg/ha de MS (Figura 2), Entretanto, nao diferiu
estatisticamente dos tratamentos Ab-V5 + Ab-V6 e coinoculadas com Ab-V6 + R.
tropici com valores de 18.345 e€18.199 kg/ha de MS, respectivamente, que foram
reinoculados apds cada corte. Essa maior taxa de acumulo esta possivelmente
relacionada ao aumento da atividade de enzimas fotossintéticas e enzimas de
assimilacao de N (HUNGRIA, 2010).

Avaliando o efeito da inoculagdo por P. fluorescens em Pennisetum
clandestinum durante o inverno, Criollo et al. (2012) verificaram maior produgao de
massa seca da planta em comparagao com as que receberam apenas adubacio N,
e enfatizaram que tais resultados foram proporcionados pela liberagdo de
fitormonios.

Os resultados obtidos no presente experimento estdo de acordo com o
encontrado por Duarte (2018), que avaliou o desempenho de Urochloabrizantha cv.
Paiaguas sob efeito da inoculagdo com BPCP e doses de N. Foi verificado
incrementos significativos na biomassa radicular na dose 50 kg/ha de N e inoculados
com P. fluorescens e A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), quando comparados ao
tratamento sem inoculacéo.

A inoculacdo pode ser uma alternativa sustentavel para aumentar a produgao
de forragem devido a producdo de auxinas e de sideréforos que auxiliam no
desenvolvimento e podem suprir as limitacdes de mobilidade no solo (NOVAIS,

2007); uma vez que as bactérias secretam substancias que aumentam o
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crescimento radicular, e as plantas tém uma maior sustentacdo e condi¢cbes para

produtividade e crescimento.

Figura 2 - Acumulo de massa seca de forragem dos oito cortes de 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: Elaborado pelo autor.

Houve um efeito significativo dos tratamentos para a produgado de massa seca
por cortes na primeira, segunda, quarta e sexta avaliagdes (Figura 3).

Na primeira avaliagdo, os tratamentos inoculados com as BPCP foram
superiores, mas nao diferiram do controle positivo, provavelmente devido ao vigor
inicial do crescimento do capim. Na segunda avaliagéo, os tratamentos inoculados
com P. fluorescens foram superiores aos demais, mas nao apresentaram diferenca
estatistica em relagdo ao controle positivo. Embora o tratamento reinoculado com P.
fluorescens apés o corte da grama n&o tenha diferido do controle positivo, a

producao foi 7% maior. No quarto corte de avaliacdo do capim Zuri, os tratamentos
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reinoculadoscom as BPCP foram superiores ao controle positivo, comum a produgao
maior em 29%. No sexto corte, o tratamento inoculado com Ab-V5 + Ab-V6 foi
superior aos demais e, em relagcédo ao controle positivo, produziu 42% a mais.

De acordo com Resende (2015), efeitos da inoculacédo Ab-V5 + Ab-V6 e
coinoculacdo com R. tropici + Ab-V6 no milho, aumentaram a altura e,
consequentemente, a producado de massa seca de parte aérea das plantas.

Os resultados obtidos estdo de acordo comMuleta (2013), trabalhando com o
capim Coastcross-1 (Cynodon dactylon), inoculado com as estirpes deAzospirillum
Ab-V5 e Ab-V6 e fertilizado com 100 kg/ha de N, com efeito positivo na produgao de
forragem da parte aérea quando comparado aos tratamentos n&o inoculados.
Hungria (2016) também relatouefeitos benéficos na parte aérea da parte aérea de
Urochloa spp. combinada comAb-V5 e Ab-V6 e 40 kg/ha de N, que promoveu
aumentos na produgdo de 17,4 para 29,5%, em relacdo ao tratamento néo
inoculado.

Guimaraes (2016) também avaliouos efeitos de inoculagado de sementes de U.
brizantha cv. Marandu com estirpes de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 e constatou que
o incremento na massa da parte aérea seca devido a inoculagao foi de 13 e 6% no
primeiro e no segundo ano, respectivamente, em comparag¢ao com o tratamento nao
inoculado. Outros autores também observaram aumentos no rendimento de massa
seca da parte aérea em Megathirsus spp. inoculadas com BPCP (CRIOLLO, 2012;
AGUIRRE, 2018) demonstrando seu potencial geral e inespecifico como promotor

de crescimento de plantas.
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Figura 3 - Produgdao de massa seca por corte em Megathyrsus maximus cv. BRS
Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro
representam a média erro padrao (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sao
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A producdo de massa de colmo + bainha (MSCB) e de massa seca foliar
(MSLF) apresentou efeito significativos nos tratamentos (p<0,05) e os resultados

para porcentagem de lamina foliarndo apresentaram efeito significativos.
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Os resultados para MSLF foram significativos no primeiro, quarto e sexto
cortes. No primeiro corte os tratamentos nao apresentaram diferenca estatistica em
relagdo ao controle positivo. No quarto corte, os tratamentos inoculados com Ab-V5
+ Ab-V6 e reinoculados com P. fluorescens e Ab-V6 + R. tropici apresentaram
incrementos em 12, 12,16, 10,79 e 12,39%, respectivamente. Os tratamentos
inoculados com Ab-V5 + Ab-V6 apresentaram incrementos em 13,95% no sexto

corte (Figura 4).

Figura 4 - Producao de massa seca foliar em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri
inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro representam a
média erro padrao (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sao significativas
pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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39

Para MSCB, os tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-V6 no quarto corte
apresentaram ganhos em 16,30%. Apesar de ndo apresentar diferenga estatistica
em relacdo ao controle positivo, os tratamentos do terceiro corte inoculados com P.
fluorescens e reinoculados com P. fluorescens e coinoculadas com Ab-V6 + R.
tropici apresentaram ganhos de 10,68, 11,73 e 10,33%, respectivamente (Figura 5).

Duarte (2018) avaliou o crescimento e desenvolvimento de U. brizantha cv.
BRS Paiaguas inoculada com BPCP e encontrou efeito benéfico da P. fluorescens e
Ab-V5 com contribuigcdo de 16% a mais de MSLF e os ganhos de MSCB, foram de
17% para P. fluorescens e 21% para Ab-V5.

Entre os principais mecanismos de acdo da P. fluorescens destacam-se o
aumento na absorgédo de agua, solubilizagdo de fosfatos e produgao de fitorménios
(Muleta et al., 2013). Os resultados da inoculagdo e re-inoculagdo com P.
fluorescens indicam que essas estirpes promovem maiores beneficios em plantas

forrageiras.
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Figura 5 - Produgao de massa de colmo e bainha em Megathyrsus maximus cv. BRS
Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro
representam a média erro padrao (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sao
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar da porcentagem de lamina foliar ndo apresentar diferenca estatistica
em relagcado ao controle positivo (Figura 6), os tratamentos co-inoculados com Ab-V6
+ R. tropici e reinoculados com Ab-V5 + Ab-V6 foram os que apresentaram os

maiores ganhos, que variam de 10,01 a 10,78% nas avaliacdes.



Figura 6 - Porcentagem de lamina foliar em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri
inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro representam a
média erro padrao (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sao significativas
pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nao houve efeito significativo entre os cortes para a altura das plantas,
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foi

observada altura média de 68,2cm para o tratamento controle positivo e um

incremento de 10,41% na altura dos tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-V6,

Ab-V6 + R. tropici e P. fluorescens oitavo corte.
Galindo et al. (2015) avaliando o IRC da cultura do trigo irrigado em funcéo

diferentes épocas de aplicacido de estirpes de A. brasilense via foliar, também n

de

ao

constataram diferenga significativa entre a inoculagdo foliar e o tratamento

testemunha.
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Houve efeito significativo dos tratamentos (p<0,005), para o numero de
perfilhoso indice relativo de clorofila, indicando maiores rendimentos nos
tratamentos inoculados com BPCP (p<0,05) (Figura 7 e Figura 8).

Para o nimero de perfilhos por m?, houve significancia estatistica na segunda,
terceira, quinta e oitava avaliagbes (Figura 7). Nasegunda avaliagdo o numero de
perfilhos para tratamentos inoculados com P. fluorescens reinoculados apés o corte
e coinoculadas com Ab-V6 + R. tropici foram superiores aos demais, com aumento
de 12,38 e 12,85% em relacdo ao controle positivo (com fertilizante N e sem
inoculagao). Na terceira avaliagéo, a coinoculagao com Ab-V6 + R. tropicifoi superior
aos demais niveis e, em relagao ao controle positivo,comaumento de 12,4%. Na
quinta avaliagédo, os tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-V6 reinoculados apos
cada corte e os tratamentos coinoculadas e reinoculados com R. tropici + Ab-V6
apresentaram aumento em 12, 11 e 11%, respectivamente. Para o oitavo corte, os
tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-V6, P. fluorescens e reinoculados com P.
fluorescens apdés cada corte apresentaram aumento em 13, 12 e 13%,
respectivamente. O tratamento coinoculadas com R. tropici + Ab-V6 apresentou
aumento de 12% em relagéao ao controle positivo.

De forma geral, os tratamentos coinoculadas com R. tropici + Ab-V6 e re-
inoculados apds cada corte apresentaram aumentos nos tratamentos com
significancia estatistica.

Duarte (2018), avaliando o perfilhamento de U. brizantha cv. Xaraés,
submetido a inoculacdo de BPCPassociado a 50 kg/ha, encontrou efeitos

significativos quando comparado as plantas somente adubadas com N.
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Figura 7 - Numero de perfilhos por metro quadrado em Megathyrsus maximus cv.
BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro
representam a média erro padréo (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sdo
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o indice relativo de clorofila (IRC), houve significancia estatistica na

primeira avaliagéo (Figura 8). Os tratamentos inoculados e reinoculados foram iguais

estatisticamente ao controle positivo e negativo.

Os tratamentos com P. fluorescens e Ab-V6 + R. tropici foram superiores com

valores de IRC de 30,8 e 31,3 em relacdo aos demais tratamentos inoculados que

apresentaram diferenca estatistica.

Ja

nos tratamentos reinoculados, o
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tratamentocom Ab-V5 + Ab-V6 e P. fluorescens foram superiores aos demais

tratamentos reinoculados, com valores de IRC de 31, 31,1 e 26.

Figura 8 - indice Relativo de Clorofila em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri
inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro representam a
média erro padrao (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sdo significativas
pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A capacidade fotossintética é otimizada com maior disponibilidade de N,
principal constituinte da molécula de clorofila (TAIZ; ZEIGER,2013). Assim, o IRC
pode ser utilizado para predizer o estado nutricional de N nas plantas, por meio da
leitura de pigmentos verdes nas folhas da forragem (LARCHER, 2000).Guimaraes et
al. (2016), utilizando o aparelho de clorofila para leituras de IRC em Urochloa

brizantha cv. Marandu inoculada com BPCP ao longo de trés cortes verificaram que
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0 primeiro corte apresentou os maiores valores, seguido pelo terceiro e segundo
cortes, com um valor médio para o grupo de tratamento inoculado com A. brasilense
de 27,4 RCI.

Portanto, ha efeitos positivos da inoculacdo de BPCP na produgao de massa
seca, acumulo de massa seca e no perfilhamento do capim Zuri, 0 que promoveu
aumentos na producdo quando comparado aos tratamentos sem inoculagdo, uma
vez que as bactérias secretam substancias que aumentam o crescimento radicular,
as plantas tém maior suporte e condicbes para o crescimento e produgao de
biomassa. Os resultados mostram que as BPCP nao substituem o uso de
fertilizantes minerais N nas gramineas, mas quando associados, promovem maior
absorcdo e uso do N disponivel no solo (DIAZ-ZORITA, 2009; KAZI, 2016)

mostrando um possivel efeito sinérgico entre inoculagdo x adubagéo nitrogenada

4.2 Composigao Bromatolégica do Capim Zuri

As porcentagens de fibra soluvel em detergente neutro (FDN), fibra soluvel
em detergente acido (FDA),proteina bruta (PB) e digestibilidade in vitro da matéria
seca (DIVMS) da parte aérea do capim Zuri apresentaram significancia na analise de
variancia para os tratamentos (p<0,05) (Figuras 9,10, 11 e 12).

A concentracdo de FDN do tratamento controle negativo (sem N e sem
inoculagao) foi superior em relagdo ao controle positivo (com N e sem inoculagao),
sendo os tratamentos inoculados com Ab-V5 +Ab-V6, P. fluorescens e Ab-V6 + R.
tropici estatisticamente superiores aos demais tratamentos e ao controle positivo.

Com excecgao do quarto e sexto corte, em que o controle negativo apresentou
valores de 75,53 e 75,17%, os tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-V6
apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao controle positivo. No
segundo e quinto cortes, os tratamentos inoculados com Ab-V6 + R. tropici
apresentaram porcentagem de72,38 e 72,19%, respectivamente. No primeiro,
terceiro, quinto, sétimo e oitavo corte, os resultados dos tratamentos com R.
tropiciapresentaram resultados superiores.

De forma geral, os valores de FDN ficaram em uma média de 69% (Figura 9).

De acordo com Van Soest (1965), percentuais de FDN entre 55 a 60% da matéria
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seca do alimento estdo negativamente associados ao consumo. As forragens com
baixo teor de FDN tém maior taxa de consumo, logo, teores de FDN maiores que
60% na matéria seca do alimento sdo prejudiciais ao consumo, sendo desejaveis
valores inferiores (MOURA et al., 2011).

Parao FDA,houve efeito no segundo, quarto, sexto e oitavo cortes. O FDA
indica a percentagem de material altamente indigestivel presente na forragem.
Inversamente, os baixos valores de FDA significam maior energia e alta
digestibilidade (MOURA et al., 2011).

No segundo corte, os tratamentos inoculados com P. fluorescens e
reinoculados com R. tropici + Ab-V6, apresentaram valores 35 e 36%, inferiores ao
controle positivo. No quarto corte, os tratamentos coinoculadas comR. tropici+ Ab-V6
e reinoculados apo6s o corte com R. tropici+ Ab-V6 apresentaram valores de 34 e
35% de FDA. Para o sexto corte, os tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-VG6,
reinoculados apés o corte com Ab-V5 + Ab-V6, inoculados com P. fluorescens e re-
inoculados com R. tropici + Ab-V6 apos cada corte apresentaram valores de 37, 37,
35 e 36%, respectivamente. No oitavo corte, o tratamento coinoculadas de R. tropici

+ Ab-V6 apresentou valores de 34% de FDA, inferiores ao controle positivo.
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Figura 9 - Teores médios de fibra em detergente neutro em Megathyrsus maximus
cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro
representam a média erro padrao (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sao
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Figura 10 - Teores médios de fibra em detergente acido em Megathyrsus maximus
cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro
representam a meédia erro padréo (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sdo
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a variavel proteina bruta,observou-se que o controle negativo foi

estatisticamente superior ao controle positivo no primeiro, no segundo, no quinto e

no sétimo cortes. No primeiro corte, os tratamentos reinoculados com P. fluorescens

e coinoculadas com R. tropici + Ab-V6 apresentaram aumento de 14,52 e 13,58%

em relagdo ao controle positivo. No segundo, terceiro e quarto cortes, comparado ao

controle negativo, os tratamentos Ab-V5 + Ab-V6, P. fluorescens e Ab-V6 + R. tropici

apresentaram aumento de 11,88, 13,65 e 12,66% para o segundo corte, 12,93,
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11,93 e 12,25% para o terceiro corte e 11,63, 11,63 e 11,07% para o quarto corte.
No quinto e sexto corte, os tratamentos Ab-V5 + Ab-V6 e P
fluorescensapresentaram aumento de 13 e 13,6% para o quinto corte e 1de 2,32 e
11,73% para o sexto corte,em comparagao ao controle negativo. No sétimo corte, os
tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-V6, P. fluorescens e coinoculadas com R.
tropici + Ab-V6 apresentaram aumento de 14,14, 13,15 e 15% e, no oitavo corte, o
tratamento Ab-V6 + R. tropici apresentou um aumento de 11,47% (Figura 11).0
aumento da proteina pode ser explicado pela eficiéncia em que a fixagao biolégica
de nitrogénio tem em transformar o N> em NH3 na forma metabolicamente utilizavel
pelas plantas (HUERGO, 2006). Os valores encontrados neste estudo sao
considerados adequados para ruminantes. De acordo com Van Soest (1994),
pastagens com niveis inferiores 7% de proteina bruta em matériasdo consideradas
deficientes para ruminantes.

Avaliando o efeito da inoculacao por A. brasilense em sementes de Urochloa
brizantha cv. Marandu associado ao uso de N, Hanisch et al. (2017) observaram
valoresmédios de 15% para proteina bruta, indicando manejo adequado da
pastagem. A elevagdo nos teores de proteina bruta observada nos experimentos
com gramineas proporcionadas pela adubagao nitrogenada ocorre devido ao fato de
o nitrogénio participar ativamente na sintese de compostos organicos que formam a
estrutura do vegetal (PRADO, 2008). Para Bonfim-Silva e Monteiro (2006), a
disponibilidade do nitrogénio exerce grande influéncia na nutricdo das plantas, o que
reflete na producao e qualidade da forragem.

Os maiores valores encontrados no controle negativo podem ter ocorrido
devido ao menor porte das plantas, aumentando a concentragdao de N na parte area
(BOSA, 2016).
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Figura 11 - Teores de Proteina Bruta emMegathyrsus maximus cv. BRS Zuri
inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro representam a
média erro padrédo (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sdo significativas
pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), os resultados no
primeiro corte, os tratamentos inoculados e reinoculados apresentaram aumento de
10,8 a 11,23% quando comparados com o controle negativo, exceto o tratamento de
reinoculacdo do Ab-V6 + R. tropici que apresentou valores inferiores ao controle

positivo (Figura 12).
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No segundo, terceiro, sexto e sétimo cortes os valores foram semelhantes
estatisticamente, com Ab-V5 + Ab-V6, P. fluorescens e Ab-V6 + R.
tropiciapresentando valoressuperiores em 10%, seguindo 0 mesmo comportamento
dos valores encontrados em PB (Figura 11). No quinto corte, os tratamentos
inoculados com Ab-V5 + Ab-V6, P. fluorescens, coinoculadas com R. tropici + Ab-V6
e reinoculados com R. fropici + Ab-V6 apresentaram aumento em 10% em relagao
ao controle positivo.

No quarto corte, o controle positivo apresentou resultado igual
estatisticamente aos demais tratamentos. Nao houve efeito significativo para os
tratamentos no oitavo corte.

Tais dados sdo divergentes dos encontrados por Hanish et al. (2017), que
avaliando o desempenho produtivo de U. brizantha cv Marandu inoculado com
Azospirillum brasilense associado a adubagao nitrogenada, nao verificaram efeitos

significativos da inoculagao nos teores de DIVMS, com valores médios de 66%.
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Figura 12 -Digestibilidade in vitro da matéria seca em Megathyrsus maximus cv. BRS
Zuri inoculado com bactérias promotoras do crescimento. Barras de erro
representam a média erro padréo (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sdo
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Acumulo de Nutrientes da Parte Aérea

O acumulo dos nutrientes foi calculado multiplicando a concentragao pela
quantidade de massa seca produzida de cada corte e, apds agrupado o acumulo na
estacdo das aguas (primavera e verdo, 5 cortes) e estagdo das secas (outono e
inverno, 3 cortes). Houve efeitos positivos quando as plantas foram inoculadas com
as BPCP, isso se explica pelo aumento na producdo de massa que remete a uma

maior absorcao de agua e nutrientes.
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Os nutrientes que tiveram os maiores acumulos foram N e K, resultado este
quese deve ao fato de serem os 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 fungdes da planta, participando na biossintese de
proteinas e clorofila (LIMA, 2020).

O acumulo de macronutrientes na MS da parte aérea do capim Zuri,
apresentaram significancia (p=0,05) na analise de variancia para os tratamentos na
época das aguas (Figura 13) e das secas (Figura 14).

O acumulo de nitrogénio (N) na parte aérea (Figural3a e Figurai4a) foi
similar nas épocas, onde os tratamentos inoculados com Ab-V5 + AbV6, P.
fluorescens e Ab-V6 + R. tropici apresentaram incrementos de N, em 15, 14,29 e
12,99 % para as épocas secas e 13,19, 14,28 e 13,45% para a época das aguas em
comparagao com o controle positivo. Apenas na seca o controle negativo foi maior
em 14,79% em comparagédo com o controle positivo da seca.

Avaliando as mesmas estirpes e reinoculagdo em BRS Zuri, Lima et al. (2020)
afirmaram que as plantas inoculadas com Ab-V5 + Ab-V6, P. fluorescens ou Ab-V6 +
R. tropici apresentaram aumento de 17,2%, 9,7% e 13,9% no acumulo de N,
respectivamente.

Da mesma forma, Hungriaet al. (2016) avaliaram os efeitos da inoculagao de
estirpes de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) em U. brizantha e U.ruziziensis,
encontrando incrementos de 4 a 15% no acumulo de N.

Os resultados para o acumulo de fésforo (P) na época das aguas nao
apresentaram diferenga significativa com o tratamento controle positivo que
apresentou valor de 27,77 g/kg (Figura 13b).

Para o acumulo de potassio (K) os resultados foram semelhantes aos de
fésforo, nas épocas das secas e das aguas, os resultados nao apresentaram
diferenca significativa do controle positivo, mas na época das secas houve
incremento em 10,24% no tratamento reinoculado com P. fluorescens, em

comparagao ao controle positivo (Figura 13c e Figura 14c).
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Figura 13 - Acumulo de nitrogénio (a), de fésforo(b), de potassio (c), de enxofre (d),
de calcio (e) e de magneésio (f) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado
com bactérias promotoras do crescimento no periodo das aguas. Barras de erro
representam a meédia erro padréo (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sdo
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados para o acumulo de enxofre (S) na época das aguas nao
apresentaram diferencga significativa com o tratamento controle positivo (Figura 13d)
e, para a época das secas, os tratamentos inoculados com Ab-V5 + Ab-V6
apresentaram incremento de 10,76% (Figura 14d).

Na época das secas, para os acumulos de calcio (Ca) os tratamentos
inoculados com Ab-V5 + Ab-V6, P. fluorescens e re-inoculados com P. fluorescens
apresentaram incremento de 11,50, 11,06 e 10,82% (Figura 14e) e, para a época
das aguas, o tratamento inoculado com P. fluorescens apresentou incremento em
10,82% em relag&o ao tratamento controle positivo (Figura 13e).

Os resultados para acumulo de magnésio (Mg) foram semelhantes nas

épocas das secas e aguas. Na época das secas, os tratamentos inoculados e
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reinoculados com Ab-V5 + Ab-V6 e P. fluorescens apresentaram incremento de
11,87 e 11,06% para os inoculados e 11,30 e 11,03% para os tratamentos
reinoculados (Figura 13f). Da mesma forma, para a época das aguas, 0s
tratamentos inoculados e reinoculados com Ab-V5 + Ab-V6 e P. fluorescens
apresentaram incremento de 11,35 e 10,86% para os inoculados e 11,15 e 11,11%
para os tratamentos re-inoculado, houve também, incremento nos tratamentos re-
inoculados com Ab-V6 + R. tropici de 10,41% (Figura 14f).

Figura 14 - Acumulo de nitrogénio (a), de fésforo (b), de potassio (c), de enxofre (d),
de calcio (e) e de magneésio (f) em Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado
com bactérias promotoras do crescimento no periodo das secas. Barras de erro
representam a meédia erro padréo (n = 4). Médias seguidas por letras diferentes sdo
significativas pelo teste Scott-Knott (P<0,05).

_
o S 154()
= <
2 2
-4 o 10
o
3 °
o 2 5
5 =
£ £
S 3
3 ] 0
<
<
= °
> D 1
B 3
2 2
X 2 6
o °
$ :
: .
S T o
] <
<
T 2
2 9@a p A& b a a . p £
o 2
2
T =3
o 20 =
] [
o o
o 10 o
=1 3
£
E £
o o
< <

Fonte: Elaborado pelo autor.

Avaliando o efeito da resposta de crescimento Panicum maximum cv. BRS

Zuri inoculada com A. brasilense, Picazevitz et al. (2020) verificaram aumento no
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acumulo total na parte aérea das plantas para N em 28%, K 18%, Ca 20% e Mg
24%. Tais resultados vao de acordo com os resultados deste trabalho para os
acumulos de N, K, Ca e Mg na época das aguas, onde os tratamentos inoculados
com Ab-V5 + Ab-V6 foram estatisticamente superiores aos controles positivos.

O acréscimo de nutrientes como K, Ca e Mg acumulados na parte aérea das
plantas pode ter ocorrido em razdo do possivel aumento de pelos radiculares e
superficie de contato das raizes, o que potencializou maior absor¢cdo e acumulo
destes macronutrientes (PICAZEVITZ et al., 2020).

Os acumulos de cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn) e manganés(Mn) na parte
aérea do capim Zuri apresentaram significancia (p<0,05) na analise de variancia
para as épocas das secas (Figura15) e para época das aguas os acumulos nao
apresentaram diferenca significativa ao tratamento controle positivo (Figura 16).

Para o acumulo de Cu, houve incremento nos tratamentos inoculados com P.
fluorescens de 12,86% em comparagao ao controle positivo (Figura 15a). Os valores
de acumulo de Fe, apresentaram incremento nos tratamentos inoculados e
reinoculados com Ab-V5 + Ab-V6 de 14,17 e 15,03% (Figura 15b). As bactérias do
género Pseudomonas secretam sideréforos (GRAY; SMITH, 2005), essas moléculas
de baixo peso molecular se ligam ao Fe com alta afinidade e transportam o Fe de
volta a célula microbiana (VANDENDERGH; GONZALEZ, 1984) e o Fe fica
disponivel para o crescimento da bactéria (DOBBELAERE et al., 2003). Essa ligacéo
ferro-sideroforos também impede a proliferagdo de patdgenos, devido ao sequestro
do ferro no ambiente. Ao contrario dos fitopatdgenos microbianos, as plantas néo
sao prejudicadas com a deplecéo de ferro pelas BPCP (LIMA et al., 2020). Algumas
plantas podem capturar o complexo ferro-sideréforos bacteriano, transportando-o
para dentro de suas células, onde o ferro é liberado do siderdforos e fica disponivel
para a planta (CROWLEY et al., 1988). Essas reag¢des explicam o maior acumulo de
Fe promovida pela inoculacao de P. fluorescens.

Os valores para acumulo de Zn apresentaram incremento nos tratamentos
inoculados com Ab-V5 + Ab-V6 e P. fluorescens de 11,31 e 11,40% e nos
tratamentos reinoculados com Ab-V5 + Ab-V6 houve incremento de 11,65% em
relagdo ao controle positivo (Figura 15d).

O acumulo de micronutrientes apresentou efeito positivo quando os

tratamentos foram inoculados com BPCP, principalmente os tratamentos inoculados
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com as estirpes de Ab-V5 + Ab-V6 e P. fluorescens. De acordo com Lima et al.

(2020), o aumento no acumulo de micronutrientes pode ser explicado pelo maior

crescimento radicular, consequentemente maior contato ion/raiz por interceptacao

radicular e maior absorgao.

Figura 15 - Acumulo de cobre (a), de ferro(b), de zinco (c) e de manganés (d) em
Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do
crescimento no periodo das secas. Médias seguidas por letras minusculas diferem
entre si para tratamentos da forrageira pelo teste Scott-Knott (P<0,05).
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Figura 16 - Acumulo de cobre (a), de ferro (b), de zinco (c) e de manganés (d) em
Megathyrsus maximus cv. BRS Zuri inoculado com bactérias promotoras do
crescimento no periodo das aguas. Barras de erro representam a média erro padréao
(n = 4). Médias seguidas por letras diferentes s&o significativas pelo teste Scott-Knott
(P=<0,05).
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Considerando o potencial para aumentar a produgdao de biomassa do capim
Zuri, os resultados deste trabalho indicam que Azospirillum e Pseudomonas sao
PGPB promissores. A identificagdo de PGPB para pastagens é de grande
relevancia, por exemplo, conforme indicado em trabalho conduzido com Urochloa
spp., a inoculacéo de Azospirillum associada a 40 kg/ha de N como cobertura 30
dias apds a semeadura correspondeu a uma aplicacédo extra de 40 kg/ha de mineral
N (HUNGRIA et al., 2013). Esta € uma questao importante a ser considerada para a
reducdo dos impactos ambientais dos fertilizantes minerais N, devido ao uso mais
eficiente. Além de ser convertido em proteinas na biomassa vegetal, 0 uso mais
eficiente de N mineral pelas plantas inoculadas com PGPBreduz as perdas de nitrato
nas aguas subterraneas por lixiviagdo ou emissdo de gases de efeito estufa na
atmosfera via desnitrificagdo. Assim, o uso de ferramentas mais ecolégicas para o
estabelecimento de pastagens € importante para manter a sustentabilidade das

atividades pecuarias, pois melhora a eficiéncia da terra e o uso de nutrientes, ajuda
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a conservacao do solo e da agua e contribui para o sequestro de C na biomassa de

brotacdes de plantas (DUARTE, 2020) ou no solo como raizes.
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5 CONCLUSOES

A inoculagdo com Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens e
coinoculagdo com Azospirillum brasilense + Rhizobium tropici se apresenta como
boa alternativa para o cultivo de Megathyrsus maximus, com incremento na
producao de perfilhos, produgdo de massa de forragem, composicdo bromatoldgica
e acumulo de nutrientes. A reinoculagdo com P. fluorescens CCTB 03 apds cada
corte proporcionou 7% a mais de producdo de massa seca da parte aérea do capim
Zuri em relacido ao controle positivo.

As BPCP mostram ser uma alternativa sustentavel para a redugao de
fertilizantes nitrogenados aplicados. A baixa resposta a reinoculagdo com BPCP na
nutricdo e producdo de capim Zuri, mostra que o método de aplicacdo e a

periodicidade da inoculagao ainda requerem investigagao.
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APENDICE - FOTOS DO EXPERIMENTO

Foto 1 — Coleta do capim Zuri.

Fonte: Acervo do autor.

Foto 3 — Area experimental com os tratamentos
delimitados.

Fonte: Acervo do utor.

Foto 2 — Adubacéo a lango de fonte mineral de
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Fonte: Acervo do autor.

Foto 4 — Coleta de material e analises de SPAD,
perfilho e altura.

Fonte: Acervo do autor.
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Foto 5 — Aplicacao das estirpes de BPCP nas Foto 6 — Preparacao do solo.
sementes do BRS Zuri.

onte: Acervo do autor.

Fonte: Acervo do autor.

Foto 7 — Coleta da forragem BRS Zuri. Foto 8 — Equipamento para as analises de FDN
e FDA.

Fonte: Acervo do autor.
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Foto 9 — MedicAn da altiira da nastancem RRS Foto 10 — Pastaaem BRS Zuri no periodo das
Zuri. aguas

Foto 13 — Equipamento DAISY Il com amostras
de BRS realizando a digestibilidade in vitro.

Foto 12 — Area experimental apds nivelamento da
pastagem BRS Zuri.
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Fonte: Acervo do autor.

Fonte: Acervo do autor.



