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Resumo

Utilizar as potencialidades das bactérias promotoras de crescimento no crescimento e
perenidade dos pastos pode ser uma nova estratégia de manejo das pastagem minimizando as
chances de degradacéo, e ainda melhorar a a produtividade e qualidade forrageira. Assim,
objetivou-se avaliar a producgdo da Urochloa ruziziensis inoculada com bactérias promotoras
do crescimento vegetal e adubacéo nitrogenada. Foi avalido a producdo de massa de folhas, a
producdo de massa de forragem total, producao de raizes e o teor de clorofila da U. ruziziensis
cultivada em solo originario do arenito e em substrato estéril, inoculada com cinco BPCV
(Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB 03 e ET76 e
Pantoea ananatis AMG521), além do controle ndo inoculado e em combinacdo com doses de
N-fertilizante (zero, 50 e 100 kg ha de N), em um esquema fatorial 6x3 sob condicGes de
casa de vegetacdo. Em geral, as bactérias quando inoculadas sem adi¢do de N-fertilizantes
(dose zero) apresentaram-se mais eficientes na producgédo de massa de forragem de folhas nos
diferentes cortes, massa de forragem total, producdo de massa de raizes e concentracdo de
proteina bruta. Destaca-se que a inoculacdo com as P. fluorescens e P. ananatis AMG521
apresentaram-se mais efetivas que as demais estirpes utilizadas nas variaveis estudadas. A
inclusdo das bactérias promotoras do crescimento vegetal como manejo de pastagem é uma
excelente ferramenta para o cultivo do capim ruziziensis com aumento na producao de massa
de forragem e massa de raizes, além de reduzir o consumo de adubos nitrogenados.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas; Bactérias diazotroficas; Gramineas; Rizobactérias.

Abstract

Using the potential of growth-promoting bacteria in the growth and perennially of pastures
can be a new strategy for managing pastures, minimizing the chances of degradation, and
improving productivity and forage quality. Thus, the objective was to evaluate the production
of Urochloa ruziziensis inoculated with bacteria that promote plant growth and nitrogen
fertilization. Leaf mass production, total forage mass production, root production and
chlorophyll content of U. ruziziensis cultivated in soil originating from sandstone and in a

sterile substrate were evaluated, inoculated with five BPCV (Azospirillum brasilense Ab-V5
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and Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB 03 and ET76 and Pantoea ananatis AMG521),
in addition to uninoculated control and in combination with N-fertilizer doses (zero, 50 and
100 kg ha* of N), in a 6x3 factorial scheme under greenhouse conditions. In general, bacteria
when inoculated without the addition of N-fertilizers (zero dose) were more efficient in the
production of leaf forage mass in the different cuts, total forage mass, root mass production
and crude protein concentration. It is noteworthy that inoculation with P. fluorescens and P.
ananatis AMG521 proved to be more effective than the other strains used in the studied
variables. The inclusion of bacteria that promote plant growth as pasture management is an
excellent tool for growing ruziziensis grass with an increase in the production of forage mass
and root mass, in addition to reducing the consumption of nitrogen fertilizers.

Keywords: Endophytic bactéria; Diazotrophic bactéria; Grasses; Rhizobacteria.

Resumen

El uso del potencial de las bacterias promotoras del crecimiento en el crecimiento y la
perennialidad de los pastos puede ser una nueva estrategia para el manejo de los pastizales,
minimizando las posibilidades de degradacion y también mejorando la productividad y la
calidad del forraje. Por lo tanto, el objetivo fue evaluar la produccién de Urochloa ruziziensis
inoculada con bacterias que promueven el crecimiento de las plantas y la fertilizacion
nitrogenada. Se evaluaron la produccion en masa de la hoja, la produccion total en masa del
forraje, la produccidn de raices y el contenido de clorofila de U. ruziziensis cultivado en suelo
originario de arenisca y en un sustrato estéril, inoculado con cinco BPCV (Azospirillum
brasilense Ab-V5 y Ab-V6, Pseudomonas fluorescens CCTB 03 y ET76 y Pantoea ananatis
AMG521), ademas del control no inoculado y en combinacion con dosis de N-fertilizante
(cero, 50 y 100 kg ha de N), en un esquema factorial 6x3 bajo condiciones de invernadero.
En general, las bacterias cuando se inocularon sin la adicion de N-fertilizantes (dosis cero)
fueron mas eficientes en la produccion de masa de forraje foliar en los diferentes cortes, la
masa total de forraje, la produccién de masa de raiz y la concentracion de proteina cruda. Es
de destacar que la inoculacion con P. fluorescens y P. ananatis AMG521 demostré ser mas
efectiva que las otras cepas utilizadas en las variables estudiadas. La inclusion de bacterias
que promueven el crecimiento de las plantas como manejo de pasturas es una herramienta
excelente para cultivar pasto ruziziensis con un aumento en la produccion de masa de forraje
y masa de raiz, ademas de reducir el consumo de fertilizantes nitrogenados.

Palabras clave: Bacterias endofiticas; Bacterias diazotréficas; Gramineas; Rizobacterias.
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1. Introducgéo

No Brasil, o sistema pecuario baseia-se principalmente em pastagem, compreendendo
a forma mais econdmica e pratica de alimentacdo de bovinos. No entanto, a baixa
produtividade dessas pastagens esta relacionada com sua implantacdo em solos de baixa
fertilidade e manejo inadequado, sendo esses fatores as principais causas de degradacgéo.
Assim, a degradacdo de pastagem é considerada um dos principais problemas da pecuaria
brasileira. Macedo (2005) verificou que nos anos 90 e 2000 cerca de 80% das areas de
pastagens em todo territorio brasileiro apresentam algum indicio de degradac&o.

Batista et al. (2002) afirmaram que o baixo fornecimento de nutrientes para as plantas,
especialmente o nitrogénio (N) é um dos mais importantes fatores que contribuem para a
degradacdo de uma pastagem, resultando no crescimento e producdo de massa de forragem
comprometidos. Segundo Silva et al. (2013) o nitrogénio € fundamental para aumento da
producdo de massa de forragem e perfilhamento de gramineas tropicais, resultando na
recuperacdo de pastagens degradadas. Além disso, os autores enfatizam que o fornecimento
de N-fertilizante via adubacdo interfere de forma positiva no comportamento ingestivo dos
animais em condicgdes de pastejo, resultando em aumento do desempenho animal na éarea de
pastejo.

Embora a maioria das plantas forrageiras sejam responsivas ao nitrogénio aplicado, é
uma pratica com custo elevado e seus efeitos sdo de curta duracdo em solos tropicais (Canto,
et al., 2013). Além disso, os fertilizantes nitrogenados podem ser prejudiciais ao ambiente,
uma vez que, aproximadamente de 50% do nitrogénio € volatilizado ou lixiviado (Reis Junior,
et al., 2008; Pedreira, et al. 2017), e ha riscos de contaminacdo do solo e da agua pela adicao
de nitrato, por serem fabricados a partir de combustiveis fosseis (Morais, et al., 2012).

Para reduzir os custos da fertilizacdo nitrogenada, a adocdo de estratégias para
melhorar a quantidade de massa de forragem sem provocar danos ao meio ambiente tem sido
fundamental no novo modelo de exploracdo pecuario. Nesse sentido, a inoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) é uma estratégia para o fornecimento
de N para as plantas e a producao forrageira, devido a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
a producéo de fitohormdnios de crescimento, a inducédo de tolerancia a estresses, que podem,
inclusive, agir em combinagdo (Hungria, et al. 2016; Leite, et al., 2018). A contribuigdo
estimada em termos de N fixado pelas bactérias diazotroficas estd entre 10 a 42% em
gramineas como soja, milho e feijdo (Alves, et al., 2009). Para Okon & Labandera-Gonzales

(1994), a FBN realizada pelas BPCVs pode contribuir com aproximadamente 40 kg N ha*
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ano™:em espécies de Pennisetum e Panicum.

As associacOes entre bactérias e o sistema radicular de gramineas, esta sendo apontada
como uma técnica ambientalmente correta e economicamente vidvel para a substituicdo total
ou parcial das adubacdes nitrogenadas. Leite et al. (2018) verificou maior producdo de massa
de forragem, reducdo do uso de nitrogénio e mitigacdo do estresse hidrico pela inoculagdo do
capim-marandu (Urochloa brizantha) com Azospirillum brasilense, e constatou ainda que a
inoculacdo com esta bactéria garantiu maior altura de planta, perfilho e massa radicular,
principalmente em condi¢bes de seca. Em relacdo a producdo em massa de forragem, 0s
autores observaram que a inoculagdo com A. brasilense aumentou o rendimento anual de
forragem em 14%. Lopes et al. (2018) relataram que a inoculagdo com Pseudomonas
fluorescens em capim-piatd, aumentou a producdo de massa seca acima de 100%, além da
area foliar e teor de clorofila (indice de SPAD).

Entre as espécies forrageiras cultivadas na América do Sul, a do género Urochloa é a
mais utilizada, e no Brasil h4 aproximadamente 95 milhdes de hectares cultivados com
espécies desse género. A U. ruziziensis ¢ amplamente difundida no Brasil, com alto
rendimento de forragem e boa adaptacéo aos solos e condicdes tropicais (Nepomuceno, et al.,
2012). As caracteristicas e importancia dessa espécie para a cadeia produtiva de bovinos
justifica a necessidade de avaliar seu desenvolvimento em associagdo com as BPCVs e

adubacdo nitrogenada.

2. Metodologia

O estudo foi realizado em estufa agricola, no Centro Técnico de Irrigacdo da
Universidade Estadual de Maringa, em Maringa - PR, durante um ano (outubro de 2015 a
outubro de 2016). Os tratamentos foram composto por cinco bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV): controle ndo inoculado; Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5
(=CNPSo 2083), Azospirillum brasilense Ab-V6 (=CNPSo 2084); Pseudomonas fluorescens
estirpe CCTB 03 (=CNPSo 2719); Pseudomonas fluorescens estirpe ET76 (=CNPSo 2799); e
Pantoea ananatis estirpe AMG521 (=CNPSo 2798). Cada estirpe ainda foi avaliada em
funcdo de trés niveis de N (zero, 50 e 100 kg ha* de N).

As bactérias estdo depositadas na Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Soja: Bactérias Diazotroficas ¢ Promotoras do Crescimento de Plantasl (World
Federation Culture Colletion-WFCC # 1213, World Data Centre for Microorganisms-WDCM
# 1054). As bactérias sdo provenientes de programas de selecdo de BPCV da Embrapa Soja
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(Ab-V5 e Ab-V6, selecionadas no Brasil, inicialmente para as culturas do milho e do trigo,
(Hungria et al., 2010), da empresa Total Biotecnologia, CCTB 03, da Universidade de Sevilha
(ET 76, isolada no Marrocos, Aaarab, et al., 2016); AMG 521, isolada na Espanha, (Megias,
etal., 2016).

Os tratamentos foram avaliados em Urochloa ruziziensis. O ensaio foi conduzido em
um esquema fatorial 6 x 3, com 6 repeti¢des, totalizando 108 unidades experimentais para
cada tipo de substrato. Os ensaios foram conduzidos em vasos de 15 kg de capacidade, que
foram preenchidos com 15 kg de solo Arenito Caiud, Latossolo Vermelho distrofico, de classe
textural franco-areno-argilosa com as seguintes caracteristicas quimicas: pH = 4,7; Ca= 1,0
cmolc dm3; Mg = 0,5 cmolc dm3; Al = 0,1 cmolc dm™; P (Mehlich) = 5,0 mg dm=; K = 0,16
cmole dm™®; V = 31,56%; M.O.= 2,1%. Em todos os vasos foram aplicados o equivalente a 20
kg ha! de N (ureia 45% N), 42,5 kg ha* de KO (cloreto de potassio 48% K0) e 84 kg ha’
de P2Os (superfosfato simples 18% P20s), incorporados ao solo no momento da semeadura.
No ensaio com substrato estéril, utilizou-se vasos de 7 kg de capacidade, que foram
preenchidos com 7 kg de uma mistura de 1:1 de areia lavada e carvdo moido e aplicado uma
solucdo nutritiva.

Os in6culos das bactérias foram preparados em meio liquido especifico para cada
bactéria e, no momento da semeadura, ajustados para a concentragdo final de 108 células mL™*
Foram misturados 15 mL de cada indculo por kg de sementes, deixando secar a sombra por
30 minutos. Foram semeadas 10 sementes por vaso €, uma semana ap0s a emergéncia das
plantulas, foi realizado o desbaste, deixando-se cinco plantas por vaso.

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

As plantas foram irrigadas diariamente, através de irrigacdo automatizada, programada
trés vezes ao dia em dias com temperaturas amenas e quatro vezes ao dia em dias com altas
temperaturas com agua destilada esterilizada durante dois minutos, para atingir a capacidade
de campo. Foram anotados os dados de temperatura maxima e minima na estufa durante o
periodo de estudo (Figura 1).
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Figura 1. Temperatura maxima (T°C Maéx) e minima (T°C Min) durante o periodo

experimental.
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Fonte: Autores.

Durante o periodo experimental foram realizadas mensuracao da altura das plantas trés
vezes por semana, com auxilio de uma régua graduada, medindo na base da planta até a folha
bandeira. Quando as plantas atingiram, em média, 35 cm de altura, foram cortadas, deixando-
se 15 cm como residuo. No corte final (sétimo corte), os perfilhos foram cortados rente ao
solo. Apos o corte, as amostras foram pesadas e foi realizada a separacdo dos componentes
morfolégicos em laminas foliares e em pseudocolmo. Cada componente foi pesado e levado
para estufa a 65°C por 72 horas e, depois, pesado para a determinagdo da massa seca.

O primeiro corte das plantas estabelecidas em solo ocorreu dia 04 de janeiro de 2016,
0 segundo corte 20 de janeiro de 2016, o terceiro 09 de fevereiro de 2016, o quarto 05 de
margo de 2016, o quinto corte 20 de abril de 2016, o sexto corte dia 03 de junho de 2016 e 0
corte final dia 30 de setembro de 2016. J& nos vasos cultivados em substrato, o primeiro corte
ocorreu no dia 10 de janeiro de 2016, o segundo dia 25 de fevereiro de 2016, o terceiro corte
dia 02 de maio de 2016, o quarto corte dia 15 de agosto de 2016 e o corte final dia 05 de
outubro de 2016.

Para a medicdo da clorofila foi utilizado o equipamento clorofiLOG - CFL1030 da
Falker, realizando-se a medicdo na ultima folha expandida de dois perfilhos previamente
identificado em cada vaso antes de cada corte. Ao final do experimento, as raizes de cada
vaso foram lavadas, pesadas e secas em estufa de ventilacdo forcada a 65°C por 72 horas, para

a determinacgdo da massa de raizes secas.
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Os dados foram analisados, considerando-se o fatorial de 6 tratamentos de inoculacéo
x 3 niveis de N-fertilizante. As médias entre os grupos controle (sem bactérias ou sem
adubacdo nitrogenada) e os grupos tratados foram comparadas utilizando-se o teste de Dunnet
e as médias entre os tratamentos foram comparadas entre si pelo teste de t student. Quando foi
identificado efeito da interacdo entre os fatores, as respostas a cada tipo de bactéria foram
comparadas dentro de cada dose de adubacdo nitrogenada. Em todas as analises estatisticas
utilizou-se o PROC GLM do pacote estatistico —Statistical Analisys Systeml — SAS V 9.2
(SAS Institute Inc. Cary, CA), e um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados e Discussao

Houve efeito (P<0,05), com interacdo tripla entre N-fertilizante, inoculacdo com as
BPCVs e corte na producdo de massa de folha (PMF) do capim ruziziensis semeado em solo
(Tabela 1). Houve diferenca entre a inoculagdo das estirpes e os tratamentos nos cortes 5, 6 e
finais para os niveis zero de N-fertilizante (NO) e 50 kg ha™ de N-fertilizante (N50) e, no nivel
100 kg ha' de N-fertilizante (N100), apenas no corte final.
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Tabela 1. Producdo de massa de folha (PMF) de Urochloa ruziziensis cultivada em solo em

relacdo a inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento de vegetal e niveis de N-
fertilizante (0, 50 e 100 kg hal).

Bactéria/Corte 1 2 3 4 5 6 Final
Nivel 0 kg N ha'
N&o inoculado 8.5 9.2 12.2 11.0 13.8 16.8 29.3
A. brasilense Ab-V5 8.3 10.2a 11.1a 13.0a 13.5c 20.3*d  26.4*b
A. brasilense Ab-V6 8.4% 12.0a 12.0a 1222 12.0c 21.2*d 26.3*b
P. fluorescens CCTB 03 8.4% 126a 12.1a 1422 16.2*b 31.3*b 39.3*a
P. fluorescens ET76 9.22 10.0a 125a 11.22 17.4*b 25.8*c 26.0*b
P. ananatis AMG521 82* 109a 113a 141* 212*a 34.1*a 41.0*a
Standard Error 058 149 1.15 1.20 0.64 0.71 0.66
Nivel 50 kg N ha'
N&o inoculado 87 16.6 12.5 15.1 22.4 34.1 30.8
A. brasilense Ab-V5 9.3 158a 1l.6a 17.7¢ 21.2b 38.0*c 28.7*cC
A. brasilense Ab-V6 8.6% 145a 104a 14.7* 12.6*c 38.8*c 24.7%d
P. fluorescens CCTB 03 8.4% 149a 127a 16.9* 283a 41.7*b  31.1b
P. fluorescens ET76 892 15.0a 11.3a 19.0a 234ab 38.4*c 28.7*cC
P. ananatis AMG521 8.4% 140a 10.0a 18.82 20.5b 43.6*a 34.8*a
Standard Error 041 1.17 1.01 1.93 2.05 0.61 0.50
Nivel 100 kg N ha'
Né&o inoculado 88 137 12.6 19.2 16.7 36.9 37.4
A. brasilense Ab-V5 8.7 15.1a 12.7ab 19.0a 16.9a 39.2a  33.7*b
A. brasilense Ab-V6 8.2 l146a 116b 2212 15.1a 38.8a 35.0b
P. fluorescens CCTB 03 8.3% 157a 12.3ab 19.5* 145a 36.3ab  40.4*a
P. fluorescens ET76 95 16.5a 155a 2122 18.6a 31.8b 38.5a
P. ananatis AMG521 9.6 15.0a 125ab 194* 139a 355ab 34.1*b
Standard Error 0.62 0.87 1.15 1.76 1.75 1.75 0.70

aMédias de seis repeticdes e, quando seguidas de letras minasculas diferentes na coluna, diferem entre

si pelo teste t ao nivel de 5%.

®Médias de seis repetices e, quando seguidas de asterisco (*) diferem do tratamento n&o inoculado

pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

Fonte: Autores
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No nivel NO, as estirpes AMG521 (cortes 5, 6 e final) e CCTBO03 (corte final)
demonstraram maior PMF em relagdo as demais estirpes. No quinto corte, as estirpes P.
fluorescens e AMG521 promoveram incremento médio de 35% em relacdo ao ndo inoculado
e, no sexto corte, proporcionaram aumento médio de 58%. No corte final, todas as estirpes
divergiram do tratamento ndo inoculado, porém, apenas a CCTB03 e AMG521
incrementaram a PMF em 37%, em média.

No nivel N50 as estirpes P. fluorescens (corte 5) e AMG521 (cortes 6 e final) se
destacaram na PMF com relacdo as demais. Em comparacdo ao tratamento ndo inoculado, foi
verificado que a estirpe Ab-V6, no corte 5, mostrou uma redugdo de 13% da PMF. No sexto
corte, analisando a média da producdo de todas as estirpes, houve um incremento de 18%,
contudo, ao observar o corte final, constatou-se comportamento das estirpes semelhante ao
gue ocorreu no quinto corte, com reducdo média da PMF em 11%, com excecdo da CCTB03
que ndo diferiu do ndo inoculado e da estirpe AMG521, que promoveu incremento de 13%.

Os tratamentos fertilizados com o nivel N100 associado as estirpes divergiram entre si
nos cortes 3, 6 e final (Tabela 1). Nos cortes 3 e 6 as estirpes Ab-V6 e ET76 apresentaram
menores PMF do que as demais. No corte final as estirpes P. fluorescens se destacaram com
PMF média de 39 g, portanto, maior que as demais. A estirpe CCTB 03 promoveu acréscimo
de 6% em relacdo ao tratamento ndo inoculado, enquanto que as estirpes Ab-V5 e AMG521,
demonstraram uma reducao de 9% na PMF em relacdo ao tratamento nao inoculado.

No teor de clorofila total (indice de SPAD) do capim ruziziensis implantado em solo,
verificou-se interacdo entre os fatores (bactéria, adubacdo nitrogenada e corte), (Table 2).
Observou-se efeito (P<0,05) entre as estirpes inoculadas, nos cortes 5e 6 (NO) e 2, 4 e 6
(N100).
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Tabela 2. Teor de clorofila total (indice de SPAD) de Urochloa ruziziensis cultivada em solo

em relacdo a inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal e niveis de N-
fertilizante (0, 50 e 100 kg hal).

Nivel 0 kg N ha

Bactéria/Corte 1 2 3 4 5 6 Final
N&o inoculado 24.8 23.8 23.8 27.6° 15.2 26.3 28.6
A. brasilense Ab-V5 22.0a 33.6a 19.2a 32.6° 17.8a 24.8ab 23.8a
A. brasilense Ab-V6 26.1a 248a 18.3a  32.1° 13.9b 21.5b  27.0a
P. fluorescens CCTB 03 21.1a 285a 195a 3472 17.6ab 25.8a 27.5a
P. fluorescens ET76 21.6a 26.7a 17.8a 29.3* 16.8ab 24.8ab 27.0a
P. ananatis AMG521 28.1a 27.2a 227a 315a 17.3ab 26.3a 30.3a

Standard Error 3.92 3.61 2.60 3.06 1,30 1.37 2.43

Nivel 50 kg N ha'

N&o inoculado 29.9 20.6 24.6 34.1 18.6 25.8 29.0
A. brasilense Ab-V5 2252 21.7a 20.1a 26.l1a 18.7a 239a 25.7a
A. brasilense Ab-V6 283a 24.7a 224a 27.6a 17.7a 25.1a  30.0a
P. fluorescens CCTB 03 249a 26.7a 22.7a  30.7a 16.7a 24.5a  26.0a
P. fluorescens ET76 239a 249a 233a 31.9a 16.9a 25.7a 24.4a
P. ananatis AMG521 23.4a 253a 2152  27.9a 18.4a 26.5a  26.6a

Standard Error 3.49 3.03 3,41 2.37 1.67 1.29 3.15

Nivel 100 kg N ha'

Né&o inoculado 22.8 335 24.7 34.1 25.2 25.2 27.2
A. brasilense Ab-V5 25.7a 26.3ab 22.7a 29.9ab 21.6a 27.7ab 26.6a
A. brasilense Ab-V6 26.1a 24.0*b 26.5a 25.2*b 24.9a 249b  28.0a
P. fluorescens CCTB 03 26.4a 32.2a 239a 32.5a 23.6a 32.5a 26.0a
P. fluorescens ET76 24.0a 289b 23.7a 3l2ab 223a 29.0ab 32.8a
P. ananatis AMG521 26.8a 26.4b 27.9a 27.2ab 26.0a 29.0ab 24.9a

Standard Error 2.09 2.39 2.07 2.31 2.12 2.20 3.22

aMédias de seis repeticdes e, quando seguidas de letras minasculas diferentes na coluna, diferem entre
si pelo teste t ao nivel de 5%.

®Médias de seis repetices e, quando seguidas de asterisco (*) diferem do tratamento n&o inoculado
pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

Fonte: Autores.
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O tratamento inoculado com a estirpe Ab-V6 (cortes 2 e 4, nivel N100) proporcionou
reducdo de 28 e 26%, respectivamente, nos teores de clorofila (indice de SPAD) nas folhas do
capim ruziziensis, em comparacdo ao tratamento ndo inoculado. Para os niveis de N-
fertilizante NO e N50, ndo foi notado diferencas entre as estirpes inoculadas, exceto para a
Ab-V6 no nivel NO (cortes 5 e 6) que conferiu menores teores de clorofila. No nivel N100 as
estirpes apresentaram-se iguais quanto ao indice de SPAD, exceto a Ab-V6 (cortes 2, 4 e 6), e
ET76 e AMG521, ambas no corte 1, com menores indice.

Houve efeito (P<0,05) de interacdo entre os fatores testados, para as varidveis
producdo de massa total (PMT), producdo de massa de raizes (PMR) e razdo
folha:colmo+bainha (RF:C) do capim ruziziensis cultivado em solo (Figure 2). Com relagdo a
PMF, verificou-se que no nivel NO a AMG521 promoveu um incremento de 25% quando
comparado ao ndo inoculado. No nivel N50 a inoculacdo das estirpes proporcionou aumento
na ordem de 19% em comparacdo ao ndo inoculado, com destaque para as estirpes A.
brasilense e P. ananatis. Contudo, no nivel N100 a PMT do tratamento ndo inoculado foi

maior do que os demais (Figura 2A).

Figura 2. (A) Producdo de massa de forragem total, (B) producdo de massa de raizes e (C)
relagdo folha: colmo + bainha de Urochloa ruziziensis cultivada em solo em relacdo a
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal e niveis de N-fertilizante (0, 50 e
100 kg hat).

I  NEo Inoculado A i Ab-VS [ A brasilense Ab-VE
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Fonte: Autores.
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Observou-se que a estirpe AMG521 demonstrou PMR de 42% a mais que o
tratamento n&o inoculado, o que correspondeu a 145,04 g, quando somados os valores
referentes aos trés niveis de N-fertilizante (Figura 2B). Nos niveis N50 e N100, a producéo de
massa de raizes do tratamento ndo inoculado foi menor em comparacdo a PMR observada nos
tratamentos com inoculacdo. Para a RF:C, todas as estirpes em associagdo com 0s niveis de
N-fertilizante se destacaram em relacdo ao tratamento ndo inoculado, exceto no nivel N100
que o tratamento controle foi estatisticamente igual aos tratamentos inoculados (Figura 2C).

Na producdo de PMF do capim ruziziensis implantado em substrato estéril, foi
verificada interagdo tripla entre N-fertilizante, inoculagdo e corte (Tabela 3). No nivel NO,
constatou diferencas entre a inoculagéo e o ndo inoculado no corte 3, 4 e final, sendo que
nestes dois primeiros cortes, houve um incremento médio na PMF de 47 e 51%,
respectivamente, com destaque para as estirpes AMG521 (corte 3) e CCTB 03 e AMG521
(corte 4). No segundo corte as estirpes CCTB03 e AMG521 proporcionaram maior PMF que
as demais. No corte final, todas as estirpes divergiram do tratamento ndo inoculado, com
aumento médio na PMF de 27%, com destaque para a CCTB03 e AMG521. Exceto a estirpe
Ab-V5 que ndo diferiu (P<0,05) do ndo inoculado.
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Tabela 3. Producéo de massa de folha (PMF) de Urochloa ruziziensis cultivada em substrato
estéril em relacdo a inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal e niveis de
N-fertilizante (0, 50 e 100 kg ha™).

Nivel 0 kg N ha

Bactéria/Corte 1 2 3 4 Final
N&o inoculado 14.7 134 12.3 12.2 20.3
A. brasilense Ab-V5 10.5a 10.8b 15.6*c 17.1*b 22.7b
A. brasilense Ab-V6 15.5a 13.8ab 17.8*b 17.1*b 24.1*b
P. fluorescens CCTB 03 15.3a 18.1a 19.2*b 21.3*a 27.1*a
P. fluorescens ET76 13.9a 11.1b 15.7*c 16.1*b 23.4*b
P. ananatis AMG521 12.1a 17.7a 22.5*a 20.4*a 28.9*a
Standard Error 1.72 1.84 0.58 0.44 0.82
Nivel 50 kg N ha'
N&o inoculado 15.2 185 23.8 23.8 23.7
A. brasilense Ab-V5 15.1a 17.0a 21.0a 28.5a 32.2*b
A. brasilense Ab-V6 12.4a 17.6a 21.0a 15.9b 38.4*a
P. fluorescens CCTB 03 14.8a 15.1a 19.82 21.5b 12.0*d
P. fluorescens ET76 12.8a 19.1a 18.72 32.8a 29.3b
P. ananatis AMG521 15.9a 19.2a 16.72 19.2b 27.3c
Standard Error 1.88 2.32 2.10 2.50 1.53
Nivel 100 kg N ha'
Né&o inoculado 13.3 23.7 16.6 21.0 34.8
A. brasilense Ab-V5 13.9ab 17.2a 18.1b 17.0b 22.4*b
A. brasilense Ab-V6 15.9a 17.6a 24.3*a 20.1b 24.6*b
P. fluorescens CCTB 03 14.6ab 16.6a 28.0*a 31.2*a 29.4ab
P. fluorescens ET76 15.4a 16.4a 19.6b 20.8b 34.6a
P. ananatis AMG521 10.1b 19.0a 16.4b 26.7a 28.0*b
Standard Error 1.74 2.53 1.47 1.68 2.25

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

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

Fonte: Autores.
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No nivel N50 as estirpes Ab-V5 e ET76 (corte 4), se destacaram das demais estirpes
com maior PMF, e a Ab-V5 e Ab-V6 (corte final) proporcionaram incremento médio de 49%,
em comparacdo ao nao inoculado. Contudo, a inoculacdo da CCTBO03, nesse mesmo nivel de
N-fertilizante, apresentou 51% de reducéo na PMF.

No nivel N100 (corte 1), a estirpe AMG521 demonstrou menor PMF com relacéo as
demais. No terceiro corte, as estirpes Ab-V6 e CCTB03 demonstraram aumento na PMF de
46 e 69% em relacdo ao ndo inoculado, além de se destacaram das demais estirpes. No quarto
corte a estirpe CCTBO3 divergiu do tratamento ndo inoculado, com aumento de 48% na PMF.
No corte final as estirpes P. fluorescens se destacaram das demais, com PMF média de 32 g.
As outras estirpes demonstraram reducdo média de 28% na PMF, em compara¢do ao nao
inoculado.

No indice de SPAD, verificou-se interacdo entre os fatores (Tabela 4). No nivel NO
(corte 1), a estirpe Ab-V6 divergiu do ndo inoculado, com aumento médio de 46% do indice
de SPAD. No segundo corte apenas a estirpe CCTB03 demonstrou menor indice de SPAD. A
inoculacdo da estirpe ET76 (corte 4) conferiu reducdo de 35% no indice de SPAD, em relacédo
ao tratamento ndo inoculado. No corte final todas as estirpes demonstraram reducdo de 27%

do indice de SPAD, quando comparado ao ndo inoculado, exceto a AMG521.

15




Research, Society and Development, v. 9, n. 8, 630985978, 2020

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5978

Tabela 4. Teor de clorofila total (indice de SPAD) da Urochloa ruziziensis cultivada em

substrato estéril em relacdo a inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal e
niveis de N-fertilizante (0, 50 e 100 kg ha™).

Nivel 0 kg N ha

Bactéria\Corte 1 2 3 4 Final
N&o inoculado 29.3 30.1 29.2 40.3 41.5
A. brasilense Ab-V5 27.9b 35.1a 35.1a 39.32 27.4*b
A. brasilense Ab-V6 41.5*a 36.7a 34.7a 33.4ab 28.9*b
P. fluorescens CCTB 03 28.8b 26.6b 33.5a 33.4ab 33.1*ab
P. fluorescens ET76 30.4b 31.2ab 35.1a 26.3*b 32.6*ab
P. ananatis AMG521 31.7ab 33.2ab 36.9a 41.0a 37.5a
Standard Error 3.55 2.79 2.56 2.80 2.15
Nivel 50 kg N ha'
N&o inoculado 40.9 32.4 39.4 35.6 34.8
A. brasilense Ab-V5 37.7b 38.6a 38.3a 43.18 40.0a
A. brasilense Ab-V6 40.6ab 37.4a 39.8a 41.4ab 38.2a
P. fluorescens CCTB 03 42.4ab 37.0a 37.5a 36.6ab 35.12
P. fluorescens ET76 44.2a 38.3a 34.1a 35.9ab 36.78
P. ananatis AMG521 43.1ab 36.2a 34.4a 28.8b 42.38
Standard Error 211 291 2.03 3.06 3.04
Nivel 100 kg N ha'
Né&o inoculado 443 36.2 354 40.0 38.5
A. brasilense Ab-V5 43.3a 33.9a 38.3a 33.48 33.28
A. brasilense Ab-V6 40.8ab 31.0a 33.8a 37.0a 35.3
P. fluorescens CCTB 03 37.9ab 30.4a 32.3a 35.62 35.62
P. fluorescens ET76 45.7a 38.3a 37.3a 33.12 33.28
P. ananatis AMG521 33.5*b 33.0a 34.7a 33.82 31.62
Standard Error 2.72 2.76 2.14 3.07 3.05

& Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de letras minusculas diferentes, em cada coluna,

diferem entre si pelo teste t ao nivel de 5%.

 Médias de seis repeticdes e, quando seguidas de um asterisco (*) diferem do tratamento nao

inoculado pelo teste de Dunnet ao nivel de 5%.

Fonte: Autores.
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No nivel N50, verificou-se diferencas entre as estirpes apenas nos cortes 1 e 4 (Tabela
4). No primeiro corte a estirpe ET76 (corte 1) proporcionou maior indice de SPAD que a Ab-
V5 e, no quarto corte, a Ab-V5 promoveu maior indice de SPAD que a AMG521. No nivel
N100, observou-se diferenca entre as estirpes somente no primeiro corte, com reducdo de
32% do indice de SPAD proporcionado pela AMG521, em comparagdo ao tratamento nédo
inoculado.

Para as variaveis producdo de massa total (PMT), producdo de massa de raiz (PMR) e
razdo folha:colmo+bainha (RF:C) do capim ruziziensis cultivado em substrato estéril,

observou-se interagdo dupla entre as aplicagdes de N-fertilizante e a inoculagéo (Figura 3).

Figura 3. (A) Producdo de massa de forragem total, (B) producdo de massa de raizes e (C)
relacdo folha: colmo + bainha de Urochloa ruziziensis cultivada em substrato estéril em
relacdo a inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal e niveis de N-
fertilizante (0, 50 e 100 kg ha).
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Fonte: Autores.

As estirpes CCTB03 e AMG521 (nivel NO) proporcionaram incrementos de 43 e 44%,
respectivamente, em comparacdo ao ndo inoculado (Figura 3A). No nivel N50, as estirpes A.
brasilense e ET76 se destacaram das demais. No nivel N100 a estirpe Ab-V5 demonstrou
menor PMT. Para a PMR (nivel NO), a inoculacdo das estirpes CCTB03 e AMG521
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promoveram incrementaram de 60 e 70%, respectivamente, assim como as estirpes ET76
(nivel N50) e as P. fluorescens (nivel N100) proporcionaram aumentos médios na PMR de
66%, 36 e 29%, respectivamente, ambos os resultados em comparacdo ao tratamento nédo
inoculado (Figura 3B).

A maior RF:C (nivel NO) ocorreu nas plantas inoculadas com a AMG521 (Figura 3C).
No nivel N50, o tratamento ndo inoculado se destacou com maior RF:C em relacdo aos
inoculados, exceto para a estirpe ET76 que demonstrou resultado semelhante ao néo
inoculado. No nivel N100 as estirpes A. brasilense Ab-V6 proporcionou a maior PMR,
entretanto, estas se mostraram estatisticamente iguais ao tratamento ndo inoculado e a estirpe
AMG521.

Na fase inicial de estabelecimento do capim ruziziensis, a baixa expressividade da acéo
das estirpes sobre a produtividade pode estar relacionada ao fato de que, alguns fitohorménios
sdo metabolizados em baixa concentragdo na fase inicial de emergéncia da plantula,
aumentando a sua producdo com o desenvolvimento da planta, assim como relatado por
Cassan et al. (2009). Neste sentido, fica claro que as diferencas entre os tratamentos, no geral,
apenas nos cortes finais também podem ser justificadas pelo maior tempo de colonizagéo da
rizosfera, favorecendo a producédo de forragem.

Cassén et al. (2008) expuseram que na fase em que as estirpes se estdo totalmente
desenvolvidas, fase essa, também denominada de crescimento estacionario, ocorre maior
acumulo de fitohormdnios, alterando a sua capacidade de colonizacdo da rizosfera
promovendo o crescimento e desenvolvimento das plantas. Os autores também enfatizaram
que este € um comportamento tipico de varios microrganismos produtores de fitohorménios.
Essas bactérias, provavelmente ndo encontram um ambiente favoravel ao seu
desenvolvimento na fase inicial de estabelecimento do capim, em funcdo do sistema radicular
apresentar poucas raizes, o que diminui a quantidade de exsudados (a exemplo de carbono e
nitrogénio). Isso proporciona reproducdo mais lenta das bactérias, o que reflete na atividade
microbiana e possivelmente na quantidade de fitohorménios produzidos. Contudo, no
momento que ocorre interacdo entre as bactérias e as raizes das plantas, ha o estimulo para o
aumento da producdo de exsudados nas raizes (Bartchen, et al., 2010), com beneficios para
ambos.

A inoculacdo com as bactérias promotoras de crescimento vegetal inoculadas no capim
ruziziensis, independentemente do tipo de substrato utilizado, promoveu incrementos na PMF
na ordem de 11 a 69% (Tabelas 1 e 3). Isso denota de grande importancia, uma vez que,

pastagens degradadas mostram uma capacidade produtiva drasticamente reduzida (Dias-Filho,
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2014), sugerimos que a pratica de inoculacdo pode representar um componente importante
nos esforcos para reverter a degradacdo das pastagens brasileiras. Em trabalho realizado por
Megias et al. (2016), os autores também encontraram incrementos na PMF variando de 10 a
60%. Leite et al. (2018) relataram que a inoculacdo de bactérias proporcionou incremento na
producdo de massa de forragem da Urochloa brizantha cv. Marandu. Este aumento na massa
da forragem provavelmente se deve a producdo de fitohormonios, como as citocininas,
giberelinas e auxinas, comumente produzidos pelas rizobactérias dos géneros Pantoea,
Azospirillum e Pseudomonas Fukami, et al., 2017; Gouda, et al., 2018), desempenhando
importantes fungbes como substancias responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento de
plantas (Fukami, et al., 2018).

A inoculacdo de bactérias na auséncia de aplicacdo de N-fertilizante (NO), de forma
geral, proporcionou PMF semelhante ou superior ao tratamento ndo inoculado, com destaque
para as estirpes CCTB03 e AMG521, reforcando o mencionado por Cassan & Diaz-Zorita
(2016). O produtor deve manejar a pastagem a fim de proporcionar maior oferta de laminas
foliares em detrimento ao colmo e material senescente. Os animais selecionam
preferencialmente folhas, provavelmente em virtude de serem mais acessiveis e de menor
resisténcia a preensao e de melhor valor nutritivo.

A prética de inoculacdo com essas bactérias tem o potencial de aumentar a producgéo de
forragem, além de reduzir os danos ambientais causados pelo uso de fertilizantes. Avaliando a
inoculacdo de pastagens de Urochloas ssp. com bactérias promotoras de crescimento de
plantas, Hungria et al. (2016) concluiram que é possivel a recuperacdo de pastagens
degradadas sem comprometer 0 meio ambiente e reduzir a emissdo de gases de efeito estufa.
Megias et al. (2017) e Leite et al. (2018) verificaram que a inoculacdo com Pseudomonas spp.
e Pantoea spp. em capim-piata e arroz, respectivamente, promoveram rapido estabelecimento
do dossel e maior rendimento forrageiro.

O incremento na massa de colmo proporcionado pela inoculagdo das estirpes, em
detrimento da producédo de massa foliar, se constitui numa desvantagem para a escolha do tipo
e espécie de forragem a ser utilizada no sistema de producdo, uma vez que o acumulo de
colmo no pasto pode interferir em seu valor nutritivo, com reflexo sobre a digestibilidade e
impacto direto na aceitabilidade pelo animal (Reis, et al., 2012). Isso provavelmente afetara
negativamente o desempenho animal a pasto e desenvolvimento da cadeia produtiva. Apesar
de algumas estirpes estarem contribuindo para o aumento na produgédo de colmo, foi
constatado também que estas bactérias, de forma geral, conferiram ao capim ruziziensis maior

massa de forragem, alem de que a propor¢éo de massa de lamina foliar em relacdo a massa de
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colmo (RF:C) se manteve igual ou superior ao tratamento nao inoculado (Figuras 2C e 3C).
Estes resultados estdo em concordancia com os verificados na PMR (Figuras 2B e 3B), em
que foi constatado que as bactérias com a producdo de fitohormonios estimularam maior
producdo de raizes nas plantas, convertendo-se em maior producdo de biomassa e promover
tolerancia a estresses ambientais como a seca, uma vez que um sistema radical mais
desenvolvido propicia a planta maior extracdo de &gua e nutrientes do solo, conforme relatado
por Arora et al. (2013).

Neste estudo, em ambos os substratos utilizados, observou-se que dentre as bactérias
utilizadas, a espécies P. fluorescens se destacou com maior producdo de raizes. Auxinas, 0
principal fitohormonio liberados por P. fluorescens para as plantas hospedeiras, promove o
crescimento de raizes e consequente a producdo de massa (Dobbelaere, et al. 2002; Taiz &
Zeiger 2009; Fukami, et al. 2017). Segundo Leite et al. (2018), a auxina IAA (&cido indol-3-
acético) promove o crescimento radicular e estimula a diferenciacdo nos tecidos
meristematicos que dependem da concentragdo hormonal. Entre os beneficios da P.
fluorescens, aparentemente, a producdo do AlA € gquantitativamente a mais importante para o
crescimento de gramineas (Gupta, et al., 2013; Megias, et al. 2017; Leite, et al., 2018). Este
efeito indireto poderia tornar as plantas inoculadas mais tolerantes para tensdes adicionais,
tais como pastejo, aumentando o desempenho das pastagens e produtividade (Pimentel, et al.,
2016).

A associacdo de bactérias promotoras de crescimento com doses de N-fertilizante
proporcionou diferentes respostas na produgdo de massa de forragem, verificando-se, por
exemplo, que as estirpes A. brasilense promoveram redu¢do na PMF, enquanto as
Pseudomonas contribuiram para que a PMF fosse igual ou menor ao tratamento nao
inoculado (nivel N50, Tabela 1). No cultivo em substrato estéril, observou-se que as estirpes
de A. brasilense demonstraram comportamento totalmente contrario ao verificado no solo,
com incremento na PMF, enquanto para a estirpe CCTB03 ndo proporcionou resultados
(Tabela 3).

Outro fator a ser destacado é que as inocula¢bes podem promover reducdo do teor
relativo de clorofila, assim como o relatado no estudo de Leite et al. (2018). Isso pode
correlacionar-se a capacidade de assimilacdo de nitrogénio pela planta (Guimaraes, 2011),
com reflexos diretos sobre o rendimento da cultura (Rochette, et al., 2009). Portanto, a
possibilidade desta reducdo no teor de nitrogénio da graminea, o uso de bactérias associadas a

dose de N-fertilizante pode minimizar esse efeito.
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Cassén e Diaz-Zorita (2016) ressaltaram a necessidade de complementagdo entre as
praticas de uso de inoculacdes e aplicacdes de N-fertilizante a fim de explorar o potencial
méaximo de gramineas e assim obter alta producdo de biomassa. Porém, na literatura é
evidente que a utilizacdo de uma dose maior de N-fertilizante, a exemplo do nivel N100, as
respostas das forrageiras inoculadas com bactérias se assemelham as do tratamento ndo
inoculado, nos levando a pensar que a depender da quantidade de N-fertilizante disponivel
para as plantas no ambiente da rizosfera, as bactérias diminuem consideravelmente a sua
atividade. Essa observacdo condiz com o relatado por Hungria (2011) para plantas inoculadas
com Azospirillum sp.

Um dos objetivos de se aplicar N-fertilizante na pastagem é acelerar 0s processos de
crescimento e desenvolvimento da planta e estimular a maior producdo de massa de lamina
foliar, componente este de maior interesse na alimentacdo animal a pasto, ao invés de investir
em alongamento de colmo. Entretanto, o uso indiscriminado de N-fertilizante pode causar
impactos negativos severos ao meio ambiente (Vallejo, et al., 2006), a0 mesmo passo que a
falta de fertilizacdo das pastagens, pode comprometer a capacidade produtiva deste sistema de
alimentacdo animal, levando-o a uma possivel degradacdo pela constante extracdo de
nutrientes, sem a reposicdo destes. Nesse sentido, a inoculacdo de pastagens pode levar ao
aumento da producdo de massa de forragem e diminuicdo da dependéncia de adubacdo de N-
fertilizante, assim como observado nos estudos de Aguirre et al. (2018) e Leite et al. (2018).
Além disso, o aumento na producdo de massa de forragem, folhas e raizes em plantas
inoculadas seria uma caracteristica desejavel em sistemas de manejo intensivo, como sistemas

de pastejo rotacionado, reduzindo os intervalos de pastejo.

4. Considerac0es Finais

A utilizacdo das bactérias promotoras do crescimento vegetal apresentou-se como uma
excelente ferramenta de manejo de pastagem para o desenvolvimento e crescimento do capim
ruziziensis como aumento na producdo de massa de forragem e de raizes. A inoculacdo das
bactérias também proporciona uma menor dependéncia de insumos de origem fosseis, como
os adubos nitrogenados, contribuindo para o desenvolvimento de uma pecuaria sustentavel.
Como experimento foi realizado em casa de vegetacdo, recomenda-se a realizagdo de novos
estudos a campo para avaliar os efeitos das bactérias dentro da interface clima-solo-planta-

animal.
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