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EPIGRAFE
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BACTERIAS DIAZOTROFICAS OU ADUBACAO NITROGENADA NOS
PARAMETROS PRODUTIVOS DO CAPIM-ARUANA

RESUMO: A producédo agropecuaria esta buscando cada vez mais a utilizacao de
praticas mais sustentaveis e menos agressivas ao meio ambiente. Com isso, esse
estudo avaliou o efeito da inoculacdo de bactérias diazotroficas sobre a producéo e
caracteristicas morfogénicas do capim-aruana (Panicum maximum cv. Aruana) na
estacdo da primavera e verdao, em um delineamento experimental em blocos
casualizados, com seis tratamentos formados por: Azospirillum brasilense Ab-V5
(=CNPSo 2083), Azospirillum brasilense Ab-V6 (=CNPSo 2084), Pseudomonas
fluorescens CCTB 03 (=CNPSo 2719), Rhizobium tropici CIAT 899 (=CNPSo 103),
comparando-os com o fornecimento de N nas doses de 50 e 100 kg hal, em quatro
blocos. Para determinacdo dos parametros produtivos, foi coletada amostras
representativas em cada parcela assim gue atingiram a média de 0,50 m de altura. As
caracteristicas morfogénicas foram determinadas em quatro perfilhos por parcela,
duas vezes por semana. Nao houve diferenca (p > 0,05) para as variaveis producéo
de massa seca, porcentagem de folhas e razéo folha:colmo na estacao da primavera,
e para a producdo de massa seca, porcentagem de folhas, porcentagem de colmo,
porcentagem de material morto e razéo folha:colmo no veréo. A inoculagcdo com R.
tropici CIAT 899 influenciou (p < 0,05) a porcentagem de material morto comparado a
adubacéo nitrogenada de 50 kg ha* de N na primavera, com valores de 3,2% e 10,8%,
respectivamente. Para as caracteristicas morfogénicas do capim-aruana na primavera
houve diferenca (p < 0,05) para a taxa de alongamento das folhas, onde a inoculacéo
com A. brasilense Ab-V6 diferenciou-se da adubagéo com 100 kg N ha* com valores
de 0,14 cm perfilho dia* e 0,33 cm perfilho dia?, respectivamente, no nimero de folhas
senescentes, em que P. fluorescens diferenciou-se dos demais tratamentos, com 0,56
folhas perfilho! e para o nimero de folhas em expanséo, onde A. brasilense Ab-V5
diferenciou-se do inoculado com P. fluorescens CCTB 03, conferindo 2,38 e 1,44
folhas perfilno™, respectivamente. No verdo, nenhum tratamento apresentou diferenca
(p > 0,05) para morfogénese e caracteristicas estruturais. Concluiu-se que a
inoculacéo é capaz de manter positivamente os aspectos produtivos, morfogénicos e
estruturais do capim-aruana. Os efeitos da inoculacdo foram similares a adubacéo
nitrogenada convencional, onde os tratamentos com R. tropici CIAT 899 e A.
brasilense Ab-V5 destacaram-se. A inoculagéo forneceu ao capim-aruana suporte e
condicOes ideais para producdo e crescimento da forrageira.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal, morfogénese;
gramineas tropicais; Megathyrsus maximus; inoculacéo.



DIAZOTROPHIC BACTERIA AND NITROGEN FERTILIZATION IN PRODUCTIVE
PARAMETERS OF ARUANA GRASS

ABSTRACT: Agricultural production is increasingly seeking to use more sustainable
practices that are less harmful to the environment. Thus, this study evaluated the effect
of inoculation diazotrophic bacteria on production and morphogenic characteristics of
aruana grass (Panicum maximum cv. Aruana) in spring and summer season, in a
randomized block design, with six treatments formed by: Azospirillum brasilense Ab-
V5 (=CNPSo 2083), Azospirillum brasilense Ab-V6 (=CNPSo = 2084), Pseudomonas
fluorescens CCTB 03 (=CNPSo 2719), Rhizobium tropici CIAT 899 (=CNPSo 103),
comparing them with that of N at doses of 50 and 100 kg ha, in four blocks. To
determine productive parameters, representative samples were collected in each plot
as soon as they reached an average of 0.50 m in height. Morphogenic characteristics
were determined in four tillers per plot, twice a week. There was no difference (p >
0.05) for the variables production of dry mass, percentage of leaves and leaf:stem ratio
in spring season, and for production of dry mass, percentage of leaves, percentage of
stalk, percentage of material dead and leaf:stem ratio in summer. Inoculation with R.
tropici CIAT 899 influenced (p < 0.05) percentage of dead material compared to
nitrogen fertilization of 50 kg ha' N in spring, with values of 3.2% and 10.8%,
respectively. For morphogenic characteristics of aruana grass in spring there was a
difference (p < 0.05) for rate of leaf elongation, where inoculation with A. brasilense
Ab-V6 differed from fertilization with 100 kg N ha* with values of 0.14 cm tiller day*
and 0.33 cm tiller day?, respectively, in number of senescent leaves, in which P.
fluorescens differed from the other treatments, with 0.56 leaves tiller! and for the
number of expanding leaves, where A. brasilense Ab-V5 differed from that inoculated
with P. fluorescens CCTB 03, yielding 2.38 and 1.44 tiller-1 leaves, respectively. In
summer, no treatment showed difference (p > 0.05) for morphogenesis and structural
characteristics. It was concluded that inoculation is able to positively maintain
productive, morphogenic and structural aspects of aruana grass. Inoculation effects
were similar to conventional nitrogen fertilization, where treatments with R. tropici CIAT
899 and A. brasilense Ab-V5 stood out. Inoculation provided the aruana grass with
ideal support and conditions for forage production and growth.

Keywords: Inoculation; Megathyrsus maximus; morphogenesis; Plant growth
promoting bacteria; tropical grasses.
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1 INTRODUCAO GERAL

As pastagens no Brasil destacam-se como principal fonte de alimento
para a pecuaria brasileira. A espécie Panicum maximum se sobressai pela alta
produtividade, boa qualidade e rapido crescimento, quando em condi¢cdes
favoraveis, e a cultivar Aruana, de interesse para esse estudo, pela sua
adaptacao as condi¢des edafoclimaticas do recdncavo baiano.

A expressdo do potencial de producdo de uma graminea forrageira
depende da adequada reposicao de nutrientes no solo. O nitrogénio € um dos
elementos mais requeridos e absorvidos pelas plantas, em que doses
insuficientes prejudicam a producdo e seu excesso ocasiona perdas por
lixiviagao e volatilizacéo.

A fertilizacdo nitrogenada ainda é responsavel pela emissdo de oOxido
nitroso (N20), contribuindo com 7,9% das emissdes e agravamento do efeito
estufa. Para minimizar esses impactos, cresce 0 interesse em praticas
alternativas que substituam a aplicacdo de adubos nitrogenados ou melhorem a
absorcéo destes nas areas de producéao agricola.

Desse modo, o0 uso de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN), também
denominadas bactérias diazotréficas ou bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV), que realizam o aporte de N via fixag@o biol6gica e aumentam a
eficiéncia da utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados, representam uma
estratégia que tem beneficios ambientais associados a reducéo do uso de fontes
inorganicas, que possuem custo elevado, derivam de fontes ndo-renovaveis e
séo poluentes.

Esses microrganismos secretam metabdlitos na rizosfera que fornecem
varios beneficios para as plantas, como a producdo de fitohorménios,
modificacdo da arquitetura radicular, que permite melhor absor¢cdo de agua e
nutrientes e controle sob a populacdo de organismos fitopatégenos do solo, a
partir desses mecanismos, as BPCV incrementam o desenvolvimento e
produtividades das culturas.

Estudos em relacdo aos seus beneficios em plantas forrageiras séo

indispensaveis para contribuir com a producéo pecuaria de forma econémica e



sustentavel, com isso deve-se ampliar as pesquisas sobre a acdo das bactérias
diazotréficas no estabelecimento, manutencédo, producdo e qualidade das
pastagens tropicais.

Através da hipotese de que a inoculagdo de capim-aruana com bactérias
promotoras de crescimento vegetal possibilite uma producdo e composicao
morfologica de forragem semelhante ou superior ao cultivo utilizando adubacao
nitrogenada mineral.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito desses
microrganismos promotores de crescimento vegetal nos parametros produtivos,
estruturais e morfogénicos de P. maximum cv. Aruana em comparagao com a

adubacéo nitrogenada.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias diazotréficas: FBN e promocdo de crescimento

vegetal

Uma alternativa promissora aos fertilizantes nitrogenados e importante
fonte de entrada de N no solo é a interacdo entre plantas e procariotos
simbidticos em uma associacdo de grande interesse para agricultura, onde
ocorre a conversao bioldgica de N atmosférico em amonio (NHs*) (CARVALHO
et al., 2014).

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é realizada por uma pequena
parcela de grupos filogenéticos de Bacteria e de Archaea que apresentam
diversidade morfologica, fisiolégica, genética e filogenética (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). As bactérias diazotroficas fornecem N para a planta
hospedeira em troca de nutrientes e carboidratos, onde a enzima nitrogenase
catalisa a reacao e realiza a conversao de N-atmosférico para NHs* (TAIZ et al.,
2017a).

O grau de estimulacao bacteriana no crescimento das plantas advém da
disponibilidade de substratos especificos (DIMKPA et al., 2009). O gendtipo da
planta é um fator determinante para uma associacdo planta-bactéria positiva
(AFZAL et al., 2019), fazendo da simbiose um processo regulado por sinais
guimicos e hormonais e influenciado por fatores externos, como disponibilidade
hidrica, teor de oxigénio e a prépria adubacéo nitrogenada (FAGAN et al., 2007).

As bactérias diazotroficas sao classificadas quanto a interacdo com as
plantas: As simbidticas formam estruturas denominadas nodulos nas raizes de
plantas leguminosas. As de vida livre, ndo se associam com outras espécies e
colonizam a rizosfera, onde os exsudatos das plantas sao liberados. E as
diazotroficas associativas, que para contribuir com o crescimento da planta,
colonizam a superficie e interior das raizes, mas ndo formam estruturas
diferenciadas, como os nddulos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; VIEIRA, 2017).

Dentro do grupo das bactérias diazotréficas associativas ocorrem dois

tipos, as endofiticas facultativas, que colonizam as raizes tanto internamente



guanto externamente, e as endofiticas obrigatorias, que colonizam o interior das
raizes e tecidos aéreos das plantas (BALDANI et al., 1997)

A contribuicdo de N fixado pelas bactérias diazotréficas para gramineas
estd em torno de 25 a 50 kg N ha ano?, equivalente ao suprimento médio
aproximado de 17% da necessidade das culturas. Apesar da baixa taxa de FBN,
ao considerar a extensao de terras ocupadas por gramineas, essa associacao
se faz importante, em aspectos globais (MOREIRA et al., 2010).

Ainda que se tenha uma capacidade limitada das bactérias néo-
simbidticas de fixar grandes quantidade de N, seus beneficios ndo sao atribuidos
somente ao mecanismo de FBN (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010).

Também denominadas bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV), esse grupo estimula o crescimento da planta de forma direta e indireta,
onde 0s mecanismos diretos envolvem o fornecimento de compostos
sintetizados pela BPCV ou facilitar a absorcdo de nutrientes no solo, e os
mecanismos indiretos com a diminuicdo ou prevencao de efeitos deletérios de
fitopatdégenos na planta (GLICK, 1995).

A inducdo de mecanismos de defesa contra ataques de patégenos advém
da propriedade chamada resisténcia sistémica induzida, onde a BPCV é
responsavel por sinalizar a planta sobre as proteinas patogénicas, fazendo o
vegetal aumentar sua capacidade defensiva em todos tecidos (FUKAMI et al.,
2017; VAN; BAKKER, 2005).

Outra caracteristica importante das BPCV é a solubilizacdo e
mineralizacéo do fésforo, tendo efeitos ainda mais positivos quando realizada a
coinoculagdo com fungos micorrizicos (GLICK, 2012; RODRIGUEZ et al., 2004).

A influéncia das bactérias diazotroficas sobre determinadas vias
hormonais, possibilita a alteracdo da arquitetura radicular e com isso, a maior
absorcéo de nutrientes (KALYANASUNDARAM et al., 2018). Onde ocorre uma
atividade biorreguladora para producdo e liberacdo de fitohorménios, como
auxinas, citocininas e giberelinas (TIEN et al., 1979).

A auxina mais importante e abundante € o 4cido 3-indolacético (AIA) e
esta relacionada ao desenvolvimento das plantas, atuando nos processos de
dominancia apical, diferenciacédo vascular e formacéao de raizes laterais (TAIZ et
al., 2017b). Apés leséo dos tecidos vasculares, a auxina é o fitohormonio

responsavel pela regeneracdo dessas ceélulas (TAIZ et al., 2017c). Ja as



giberelinas e citocininas estdo relacionadas ao alongamento celular e
longevidade da planta (GLICK, 2012).

A aplicacdo por pulverizagdo foliar de reguladores de crescimento
sintéticos, como AIA e acido giberélico, de forma exdégena é uma pratica
amplamente adotada. Porém, os produtos comerciais possuem alto custo, o uso
de BPCV podem apresentar-se como uma opcao de reguladores biologicos
alternativos da planta (FUKAMI et al., 2017).

Entre os hormdnios que interagem na regulacdo da senescéncia, estd a
citocinina, Taiz et al.,, (2017b) sugerem que esse horménio controla a
senescéncia pela regulacéo da mobilizacdo de nutrientes e relacéao entre fonte e
dreno da planta.

Os resultados benéficos das associagbes incluem um aumento
significativo na altura e biomassa da planta, comprimento das raizes, producéo
de matéria seca e rendimento de graos. Indicando que as bactérias associativas
e endofiticas fixam N nos tecidos das plantas, o0 que € uma caracteristica
importante para a promoc¢ao do crescimento das plantas (CARVALHO et al.,
2014).

A manipulacédo de diazotroficos do solo fornece um meio de reduzir o uso
de fertilizantes minerais, proporcionando assim uma solucéo para a mitigacao da
poluicdo ambiental causada pelo N (BATISTA; DIXON, 2019).

Pastagens que fixam N tem grande potencial de incorporar CO2 (FERRAZ;
FELICIO, 2010). A relacdo entre a preocupacdo em produzir carne de forma
sustentavel atrelada as pastagens como principal fonte de alimentacdo do
rebanho brasileiro, resultam para o uso de estratégias que associem
sustentabilidade e lucratividade. A partir disso, observa-se que a utilizacao de
bactérias diazotréficas em gramineas forrageiras sdo uma alternativa de manejo
potencial para melhora da producdo e qualidade das pastagens, logo, da
produc&o animal (LIMA et al., 2020; SA et al., 2019).



2.1.1 Azospirillum brasilense

O isolamento do Azospirillum das raizes de gramineas tropicais foi
realizado por Johanna Ddbereiner na década de 70 através do meio malato
semissolido isento de nitrogénio, onde o crescimento das bactérias ocorreu
submerso e em diferentes profundidades. A maioria das cepas de Azospirillum,
colonizam a superficie e, em alguns casos, o interior da raiz, incluindo caules e
folhas, por isso, essas bactérias foram classificadas no grupo dos diazotroficos
endofiticos facultativos (HARTMANN; BALDANI, 2006).

Essa espécie de bactéria diazotrofica esta situada no Dominio Bacteria na
subdivisdo a-Proteobacteria. As células de Azospirillum brasilense sdo gram-
negativas, tem o formato de bastonetes curtos, com 1 x 3 a 5 um, e sdo moveis,
com flagelos curtos. Desenvolve-se bem em pH entre 6,0-7,8 e temperatura de
32-37°C, em condicdes anaerdbicas e aerObicas, mas preferencialmente em
meio microaerofilico com Nz presente ou ausente (DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI, 1995; OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994; TARRAND; KRIEG;
DOBERAINER, 1978).

A. brasilense ganhou destaque na década de 1970 pela sua capacidade
de fixar biologicamente o nitrogénio atmosférico (TARRAND et al., 1978).
Entretanto, os beneficios dessa bactéria estdo relacionados em grande parte
pelos mecanismos de crescimento relacionados a producdo de substancias
promotoras de crescimento de plantas.

Azospirillum interfere nas concentra¢gdes de &cido indol-3-acético livre e
acido indol-3-butirico e na atividade respiratoria das raizes, fazendo com que
estas absorvam mais agua e nutrientes que por consequente, aumenta o
crescimento das plantas inoculadas (OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994).

Picazevicz et al., (2017) consideraram que 0 aumento de matéria seca da
parte aérea, matéria seca total e nitrogénio acumulado nas brotacfes das plantas
de milho (Zea mays cv. Al Bandeirante) inoculado com A. brasilense
possivelmente ocorreu devido a solubilizacdo de fosfato e/ou producédo de
fitohormdnios pela bactéria, como auxinas, giberelinas e citocininas.

Esse género esta amplamente distribuido no ecossistema, colonizando

diversas plantas em diferentes habitats, a caracterizando como uma bactéria
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universal. Apesar de existir uma boa caracterizacdo a nivel fisiologica e
molecular da A. brasilense, existe um namero reduzido de informacdes a respeito
dos mecanismos envolvidos na interacdo planta-bactéria e como as estirpes
contribuem para o nitrogénio acumulado nas plantas, segundo Vieira (2017).

A inoculacéo de A. brasilense em sementes de P. maximum cv. BRS Zuri
ocasionou o incremento de 28% de N, 18% de potassio, 20 % de calcio e 24%
de magnésio na parte aérea dessa planta comparado ao tratamento sem
inoculacdo. Relacionou-se o acumulo de N devido a contribuig&o de A. brasilense
na FBN, proporcionando a disponibilidade desse nutriente para a planta, o
acumulo dos outros macronutrientes provavelmente ocorreu pela maior
superficie de contato das raizes, potencializando a absorcdo desses elementos
(PICAZEVICZ et al., 2020).

A. brasiliense também foi associada com a reducdo do nitrato (NOz),
propiciando crescimento da planta pelo menor gasto de energia necessario para
0 metabolismo vegetal reduzir nitrato a amoénia, sendo essa energia direcionada
para outros processos vitais (DUARTE et al., 2020).

Plantas de Megathyrsus maximus cv. Mombaga inoculados com A.
brasilense sem fornecimento de N produziram 4,6 t ha' de MS em trés ciclos, ao
passo que para atingir essa producéo, plantas nao inoculadas necessitariam de
54 kg N ha! (LEITE et al., 2019).

Essa economia de adubacédo nitrogenada evitaria a emissdo de 224 kg
ha! de CO2, considerando que cada quilo de N-fertilizante equivale a 4,5 kg de
CO., fazendo da inoculagdo uma pratica que contribui com a protecdo do meio
ambiente, associada a maiores producées (HUNGRIA et al., 2013).

A inoculacdo com A. brasilense em ‘Coastcross-1’ incrementou a
guantidade total de N fixado biologicamente, com producéo de 7,4 kg MS ha* no
tratamento apenas com o inoculante, contribuindo com 53,8 kg N ha?, que
representou um aumento de 134% de N em relacdo ao do capim né&o inoculado
(AGUIRRE et al., 2020).
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2.1.2 Pseudomonas fluorescens CCTB 03

O género Pseudomonas sdo um grupo de microrganismos distribuidos por
solos e 4gua, apresentam-se muito versateis metabolicamente, sendo capazes
de utilizar compostos organicos simples e complexos. Algumas estipes estéo
relacionadas a promocdo de crescimento de plantas e biocontrole de
fitopatégenos (ZAGO et al.,, 2000), e sdo as bactérias endofiticas mais
comumente isoladas (DIMKPA et al., 2009).

Segundo Naik et al. (2008) as Pseudomonas spp. sdo gram-negativas,
moveis, em forma de bastonete e crescem na faixa de temperatura entre 4°C e
42°C. As cepas de Pseudomonas spp. utilizam mecanismos diretos e indiretos
para melhorar o crescimento das plantas, podendo solubilizar fosfato, ferro
inorganico, produzir vitaminas, fitohormonios e metabdlitos antimicrobianos.

Pseudomonas fluorescens associadas as plantas produzem varios
metabdlitos secundarios, como antibioticos e sideréforos, atuando no controle de
doencas fungicas e bacterianas de plantas, também pela eliminagdo competitiva
de patégenos do solo através da rapida colonizacao da rizosfera (SINGH et al.,
2017).

Zucareli et al. (2011) avaliaram a eficiéncia agronémica da espécie P.
fluorescens com e sem adubacéo fosfatada na cultura do milho. A inoculagéo
das sementes com a bactéria aumentou o diametro médio das espigas de milho,
mesmo sem a utilizacdo da adubacéo fosfatada.

A inoculagédo de Brachiaria brizantha cv. BRS Piatd com P. fluorescens
aumentou a area foliar, o incremento foi acima de 700% em relagcdo as plantas
controle nao fertilizadas e 108% em relacao as plantas controle fertilizadas. A
producao de biomassa foi maior nas plantas inoculadas, com um incremento de
massa seca da parte aérea de mais de 930%, em relacdo as plantas de controle
nao fertilizadas, e mais de 334% em relacéo as plantas de controle fertilizadas.
Para a producdo de massa seca da raiz, esse incremento foi acima de 770% e
262% em relacdo as plantas de controle ndo fertilizadas e fertilizadas,
respectivamente (LOPES et al., 2018).

Plantas do hibrido Mavuno (Urochloa spp.) inoculadas com P. fluorescens

tiveram rendimento de massa seca da raiz 9,2% superior do tratamento controle
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sem inoculacédo e sem N-fertilizante e peso seco de perfilhos 13,7% maior que o
tratamento com N-fertilizante e (SA et al., 2019).

Em comparagdo com o tratamento controle negativo sem fertilizante, a
inoculagéo com P. fluorescens em P. maximum cv. BRS Zuri tiveram incremento
de 9,7% no acumulo de N e de 4,8% no acumulo de magnésio em relacdo ao

controle positivo com N-fertilizante (LIMA et al., 2020).

2.1.3 Rhizobium tropici CIAT-899 (SEMIA 4077)

Martinez-Romero et al. (1991) citaram a espécie Rhizobium tropici dentro
das linhagens existentes de Rhizobium spp., sendo a SEMIA 4077 a estirpe-
padrdo. Essas cepas foram isoladas de areas tropicais, nodulando e fixando
nitrogénio em feijdo-caupi (Phaseolus vulgaris), guaje (Leucaena esculenta) e
leucena (Leucaena leucocephala). R. tropici € uma a-proteobactéria, hastes
flageladas aerdbias e gram-negativas. O pH ideal para o crescimento esta entre
5,0-7,0 e pode ocorrer em temperaturas acima de 40°C.

De acordo com Chueire et al. (2003) e Mercante et al. (2017), a cepa CIAT
899 (SEMIA 4077) é recomendada comercialmente no Brasil para a cultura do
feijoeiro. Caracteriza-se pela sua estabilidade genética, adaptacdo a altas
temperaturas e elevada competitividade (VIEIRA, 2017).

Em comparacdo com outras bactérias formadoras de nodulos, R. tropici
CIAT 899 apresenta maior resisténcia a condicdes de crescimento acidas. Essa
capacidade de crescer e persistir sob mudancas ambientais € importante para a
sobrevivéncia na rizosfera (GUERRERO-CASTRO et al., 2018). Essa condic&o
de baixo pH podem ser uma caracteristica da rizosfera, pela liberacdo de
exsudatos vegetais composto por prétons e acidos organicos (UDVARDI; DAY,
1997).

As cepas de CIAT 899 conseguem sobreviver em condi¢des de estresse
oxidativo e osmatico, tem resisténcia a compostos antimicrobianos o que permite
gue R. tropici CIAT 899 competir eficientemente no solo contra outros
microrganismos e produtos antimicrobianos, tendo uma ampla gama de
hospedeiros (ORMENO-ORRILLO et al., 2012).
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Os sinais-chave da simbiose em Rhizobium spp. sdo os oligossacarideos
de lipoquitina, denominados fatores NOD (TAIZ et al., 2017d). R. tropici sintetiza
uma grande variedade desses metabdlitos, foi mencionado que o0s
oligossacarideos de lipoquitina promovem o crescimento de plantas néo-
leguminosas, em que ha uma provavel imitacdo dos efeitos de fitohormdnios
vegetais, como auxinas e citocininas (MARKS et al., 2015).

A inoculagdo em espécies ndo-leguminosas ndo forma nédulos, com
poucos estudos desse microrganismo em gramineas. Picazevicz et al. (2017)
realizaram a inoculacdo de R. tropici em milho da cultivar ‘Al Bandeirante’ e
verificaram que o efeito combinado da adubacdo nitrogenada com o rizobio
permitiu o0 aumento de 34% no crescimento total das plantas e de 37% no teor
de N acumulado nas brotacfes, além de incrementar em matéria seca da raiz e
matéria seca total, ao contrario do que ocorre em espécies leguminosas que
formam noédulos, em que o fertilizante inibe a atividade diazotrofica da bactéria.

Os resultados mostram que, com a aplicacdo de N-inorganico e
inoculagcédo das sementes de milho com R. tropici, as plantas se beneficiam do N
fornecido via fertilizante e do N derivado da FBN, e que a aplicacdo combinada
das duas fontes é mais eficiente que o uso Unico de adubo nitrogenado no solo
(PICAZEVICZ et al., 2017).

A coinoculagao de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 em capim
Zuri, promoveu o aumento da concentragdo média de 45% de N e incremento de
25% no numero de perfilhos, com 370 perfilhos m? em relacdo ao tratamento
controle de 100 kg ha* de N (CARVALHO et al., 2020).

2.2 Panicum maximum (syn. Megathyrsus maximus) cv. Aruana

Panicum maximum € uma das mais produtivas espécies de pastagens,
adaptando-se a diversos tipos de clima e sendo exigente quanto a fertilidade do
solo (GOMES et al., 2011; JANK et al., 2009). A graminea forrageira Panicum
maximum Jacq cv. Aruana é uma cultivar proveniente da Africa, introduzida em
1974 no Instituto de Zootecnia de Nova Odessa sob o n° IZ-5 e lancada para

comercializacdo em 1995. E uma cultivar propagada por sementes, possui
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crescimento cespitoso, em touceiras, produzindo entre 18 a 21 toneladas de
MS/ha/ano (SANTOS et al., 1998).

As folhas séo estreitas de coloragéo verde escuro, com colmos finos e
bainha foliar levemente pilosos e a inflorescéncia é uma panicula pequena. O
capim-aruana pode ser cultivado em areas com precipitacdo pluviométrica anual
acima de 800 mm. Comparada a outras cultivares de P. maximum € a que possui
menor porte (ZIMMER et al., 2007).

Para Pompeu et al. (2010), o dossel forrageiro do capim-aruana € ideal
para animais em pastejo, pelo fato de oferecer elevada proporcdo de laminas
foliares, variando entre 2,33 e 3,08 folhas por perfilho com a aplicacéo de 750 kg
ha! de N, e segundo Cecato et al. (2000), pela alta velocidade de surgimento de
folhas, obtendo maior nimero de perfilhos. Apresenta-se entre os melhores
capins para ovinos, em relacéo a sua viabilidade e aceitabilidade (BIANCHINI et
al., 1999).

Coelho et al. (2013), ao avaliarem as caracteristicas produtivas e
nutricionais do capim-aruana durante a fase de estabelecimento, observaram
gue a cultivar possui boa producéo de matéria seca (MS) por hectare, produzindo
uma massa total de forragem de aproximadamente 12 t MS ha' com 17,11% de
proteina bruta aos 80 dias apds semeadura, com boa aceitabilidade pelos
animais em pastejo.

Dada a sua exigéncia de N, Colozza et al. (2000) observaram que a
aplicacdo de doses crescentes de N incrementou o namero de perfilhos (29
perfilhos na auséncia de N para 82 perfilhos na dose de 210 mg N1), a producéo
de matéria seca das raizes (5 g vaso™ na auséncia de N para 17,72 g vaso™ para
dose de 120 mg N kg?) da parte aérea (8,34 g vaso® na auséncia de N para
18,10 g vaso* para 160 mg N kg?), proporcionando aumentos significativos na
produtividade e qualidade do capim-aruana.

Em outro estudo, Sacramento et al. (2019) testaram diferentes doses de
nitrogénio, e obtiveram resultados positivos com a fertilizacdo nitrogenada em
relacdo a producdo de matéria seca, sendo de aproximadamente 5,84 t ha* em
plantas sem adubacéo, para 8,86 t ha' em plantas adubadas com 225 kg ha
de N.

Lavres e Monteiro (2006) ao avaliarem por determinacéo indireta o teor

de clorofila na atividade da redutase do nitrato, e as concentragdes de N nos
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componentes da parte aérea, elucidaram que o capim-aruana é uma cultivar
exigente em nitrogénio (N), e que esse elemento € limitante para o crescimento

da graminea.

2.3 Pastagens tropicais e adubacé&o nitrogenada

O Brasil concentra a alimentagao do seu rebanho em plantas forrageiras
tropicais inseridas em diferentes ecossistemas e interagindo com os fatores
ambientais (VERAS et al., 2017). A atividade a pasto necessita de planejamento
e manejo adequado da graminea forrageira (ZANINI et al., 2012). Em que a
caréncia de reposicdo dos nutrientes no solo tém sido as principais causas que
acometem a degradacéo do pasto, conforme dito por Lavres e Monteiro (2006).

Latawiec et al. (2014) apontam como resposta a falta de fertilizacao de
manutencdo e também controle de ervas daninhas como fatores que resultam
em baixas taxas de lotacdo e consequentemente, menor produtividade.

A disponibilidade de nitrogénio, em quantidade menor do que a requerida
pelas plantas, compromete a expresséo do potencial de producéo das plantas
forrageiras (LUGAO et al., 2003). A degradacdo do pasto pode ocorrer até
mesmo em solos com alto teor de nutrientes, isso porque a rocha, material de
origem do solo n&o possui o elemento N (CABRAL et al., 2021).

O N é o responsavel pela maior produtividade das plantas forrageiras, como
exemplo, foi observado no capim Marandu que a menor reposi¢cdo de N que a
absorcéo requerida pela planta leva a diminuicdo da producédo de biomassa e
teor de proteina, ocasionando menor capacidade de suporte da pastagem
(BACKES et al., 2018).

A deficiéncia de N prontamente inibe o crescimento vegetal, as folhas
mais velhas apresentam clorose, progressivamente as plantas desenvolvem
caules mais finos e lenhosos. Quando a deficiéncia do nutriente é extrema, as
laminas foliares tornam-se completamente amareladas ou castanhas e caem.
Como elemento requerido em maiores quantidades pelas plantas, o N serve
como constituinte de muitos componentes das células vegetais, incluindo a

clorofila, aminoacidos e acidos nucléicos (TAIZ et al., 2017e).
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Contudo, ainda que 80% dos gases atmosféricos serem compostos por
N, nenhum animal ou planta conseguem utiliza-lo diretamente como nutriente,
devido a tripla ligacdo existente entre os dois atomos do nitrogénio (N2), de dificil
quebra (HUNGRIA et al., 2001).

As formas finais de N imediatamente disponiveis para absorcdo pelos
vegetais sdo amonio (NH4*) e nitrato (NO3’), que diferente dos outros nutrientes
essenciais, ndo é liberado dos minerais para a solucédo do solo. Nos sistemas
agricolas, a alta producédo € acompanhada pela forte dependéncia e aplicacao
de grandes quantidades de fertilizantes, principalmente em ambientes tropicais
(HIREL et al., 2011; O'BRIEN et al., 2016).

Além disso, o N proveniente das atividades antropogénicas tornou-se
motivo de preocupagcdo em muitas partes do mundo, por ser responsavel pela
poluicdo do ar, dgua e dos solos. O processo industrial que transforma N2 em
amonia (NHs) tem superado a FBN no dltimo século, resultando em uma
ciclagem global duplicada, o excesso nao consegue ser reaproveitado no ciclo
do nitrogénio, ocasionando as perdas (STEVENS, 2019).

Com isso, nos sistemas agricolas, o nitrogénio pode ser perdido por trés
vias que causam poluicdo ambiental: perda de nitrato por lixiviacdo, volatilizacéo
da amonia e perda de o6xido nitroso durante a desnitrificacdo (ISHERWOOD,
2000).

De acordo com Resende (2002), o uso excessivo e inadequado dos
fertilizantes nitrogenados, principalmente em solos desprotegidos, provoca a
lixiviagdo desse nutriente da superficie do solo pela agua, sendo removido das
areas agricolas.

Por isso, a eficiéncia do uso dos recursos, como a agua e fertilizantes,
deve ser levada em consideracao, ja que em torno de 70% das emissdes de N2O
pelo homem sao provenientes da agricultura, e o nivel atmosférico de N2O tem
aumentado com a utilizacéo de fontes inorganicas nitrogenadas (LANA, 2009).

Politicas que protegem o carbono do solo e aumentam sua atividade
microbiana possuem prioridade durante o planejamento de restauracdo de
ecossistemas agricolas (BINGHAM; COTRUFO, 2016).
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CAPITULO 1 - BACTERIAS DIAZOTROFICAS OU ADUBACAO
NITROGENADA EM CAPIM-ARUANA: CARACTERISTICAS PRODUTIVAS E
MORFOGENICAS

Artigo a ser submetido ao Periodico Revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira,

qualis B1 na &rea de Zootecnia/Recursos Pesqueiros.

INTRODUCAO

As pastagens podem atuar na diminuicdo dos impactos ambientais e
reducdo do desmatamento de novas areas quando atingem o ponto 6timo de
crescimento e incrementam os indices de produtividade dos rebanhos no
Nordeste do Brasil (CANDIDO et al., 2018).

O nitrogénio (N) € o primeiro nutriente que limita a producdo em
gramineas forrageiras. Para o género Panicum, a indisponibilidade de N reduz a
massa de forragem desde o primeiro crescimento (CABRAL et al., 2021).

A ureia é a fonte de N prontamente solUvel e disponivel para a planta,
sendo o fertilizante mais utilizado na agricultura, porém apresenta-se como um
problema quando a sua biodisponibilidade ndo esta compativel com a
capacidade de assimilacdo pela planta (SKONIESKI et al., 2019).

As perdas de N por volatilizagdo do amoénio (NH4") e lixiviagdo de nitrato
(NO3), resultam na menor utilizacdo de N para a producdo agricola prevista e
configura-se um elevado risco de contaminacédo do solo e aguas subterraneas
(GUELFI, 2017). Além disso, a fertilizacdo nitrogenada € onerosa, ocupando
cerca de 80% dos custos com adubacdo (CABRAL et al., 2021).

Praticas de manejo que otimizem o uso do nitrogénio pelas plantas e que
reduzam os riscos de lixiviagdo e volatilizagdo sdao um grande desafio para a
producdo agropecuaria, onde o desenvolvimento de estratégias de mitigacao
desses riscos deve garantir rendimento agricola, que acompanhe o crescimento

populacional, com o minimo de poluicdo ambiental (RUSER; SCHULZ, 2015).
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Alternativas que trazem progresso ha producao animal, com estratégias
gue alinhem sustentabilidade e lucratividade devem ser prioridade nos sistemas
de manejo (LIMA et al., 2020).

Como opc¢ao viavel para atenuar os impactos ambientais e também
diminuir os custos de producdo, vem a inclusdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCV) e fixadoras de nitrogénio nos programas de
recuperacao (HUNGRIA et al., 2016) e renovacgao das pastagens.

Por isso, esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito de bactérias
diazotréficas nos parametros produtivos e caracteristicas morfogénicas de P.

maximum cv. Aruana em comparac¢ao com a adubacéao nitrogenada.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido na area experimental da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB) no municipio de Cruz das Almas, Bahia,
Brasil (12° 39' 11" S, 39° 7' 19" O), em parceria com a Universidade Estadual de
Maringa (UEM) e Embrapa Soja, no Parana. Com clima caracterizado como Aw
a Am, tropical quente e imido, segundo a classificacdo de Koppen (KOPPEN;
GEIGER, 1936), com maior incidéncia de chuvas no periodo compreendido entre
marco e junho.

A temperatura média anual e a precipitacdo sao de 24,5 °C e 1224 mm,
respectivamente. Os detalhes climaticos durante o experimento sdo mostrados
na Figura 1 a partir de dados retirados do Instituo Nacional de Meteorologia
(INMET, 2021) a partir da na estagcao da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz
das Almas-BA.
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Figura 1 Precipitacdo (mm), umidade relativa média (%) e temperaturas
maximas e minimas (°C) durante o periodo experimental (setembro/2019 até
margo/2021) na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, em Cruz das
Almas-BA de julho de 2019 até margo de 2020.
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O solo é classificado como Latossolo Amarelo Distrocoeso e amostrado
na camada de 0-20 cm e 20-40 cm antes da instalacao experimental para analise

das propriedades quimicas. Os resultados obtidos foram:

Tabela 1 Caracteristicas quimicas do solo da area experimental (0-20 e 20-40

cm).

Andlise quimica da amostra de solo
Prof. pH P K* Ca®* Mg* AP H+Al CTCe V M.O.

cm  H2O mgdm3 e cmoc dm3 --------------- % gdm3
0-20 48 286 29,09 1,18 0,64 0,19 3,31 208 36,43 9,13
20-40 5,0 2,03 2431 1,12 065 0,19 166 2,02 5250 941

pH: potencial hidrogenibnico; P: fosforo disponivel; K*: potassio; Ca*?: calcio; Mg*2: magnésio;

Al*3: aluminio; H + Al: hidrogénio e aluminio; CTCe: capacidade de troca de cations efetiva; V:

saturagéo de bases; M.O: matéria organica.

A calagem e adubacdes de correcdo foram realizadas de acordo com

(VILELA et al., 2004). Para correcéo da acidez, foi feita calagem com base no
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método de elevacao da saturacdo por bases para V = 60%, correspondendo a
1400 kg ha* de calcario dolomitico (PRNT = 90).

Antes da semeadura, todas as parcelas receberam o equivalente a 90 kg
ha* de P2Os (superfosfato simples, 18% de P20s) em dose Unica, 20 kg ha* de
N (ureia, 45% de N), objetivando o nivelamento da disponibilidade desse
nutriente no solo e 90 kg ha* de K20 (cloreto de potassio, 60% de K20) dividido
em duas aplicacfes, sendo a primeira incorporada ao solo junto ao fosforo e a
segunda apos o primeiro corte de uniformizacdo, junto com a adubacdo de N-
fertilizante de acordo com os tratamentos, 50 kg N ha' e 100 kg N ha* (ureia,
45% de N), aplicados uma unica vez.

O experimento foi instalado em julho de 2019 e a semeadura em parcelas
de 3 x 4 m (12 m?). O delineamento experimental foi em blocos casualizados
com quatro repeticbes. Os tratamentos foram sementes de capim-aruana
(Panicum maximum cv. Aruana) inoculadas com cepas de bactérias
diazotréficas: Azospirillum brasilense Ab-V5 (=CNPSo 2083), Azospirillum
brasilense Ab-V6 (=CNPSo 2084), Pseudomonas fluorescens CCTB 03
(=CNPSo 2719), Rhizobium tropici CIAT 899 ou SEMIA 4077 (=CNPSo 103) e
com fornecimento de N nas doses de 50 kg ha e 100 kg ha, totalizando seis
tratamentos.

Os in6culos de bactérias identificados foram preparados em concentracao
final de 108 células mL™, no laboratério de biotecnologia da Embrapa Soja, no
municipio de Londrina, Parana. Para cada quilo de semente das gramineas
foram misturados 15 ml de indculo e antes do plantio as sementes foram secas
ao ar livre por 30 minutos.

Realizou-se o corte de uniformizacdo quando o capim-aruana atingiu 0,5
m de altura mantendo-se um residuo de 0,15 m. Uma semana apds o corte de
uniformizacdo aplicou-se a adubacdo nitrogenada, de acordo com o0s
tratamentos de 50 kg ha* e 100 kg ha! na forma de ureia (45% de N).

Realizou-se um corte por estacdo, a primeira coleta foi em 08/10//2019
representando a estacdo da primavera e em 15/01/2020, indicando a estagao do
verao.

Para determinacdo dos parametros produtivos, assim que as parcelas
atingiam a média de 0,5 m de altura houve coleta por meio de amostragem

utilizando um quadrado de 0.25 m? (0.5 x 0.5 m) deixando residuo de 0,15 m.
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Toda a forragem coletada foi homogeneizada, pesada e dividida em duas
amostras. Apos a coleta, as parcelas foram rebaixadas na altura de residuo
indicada.

Do material coletado, foram feitas duas subamostras, sendo a primeira
subamostra foi utilizada para separacéo botanica em laminas foliares, colmo +
bainha e material morto. A segunda subamostra foi seca em estufa de ventilacao
forcada a 60°C por 72 horas, segundo o método INCT-CA G-001/1, conforme
técnicas descritas por Detmann et al., (2012) e os valores foram utilizados para
a estimativa de producdo de massa seca de forragem, com valores expressos
em kg ha.

Foram coletados 10 perfilhos aleatdrios e representativos a altura média
da parcela, os quais foram pesados em balanca digital, de modo que os valores
obtidos foram utilizados para estimar o peso médio em massa de seca por
perfilho (g perfilho™?).

Para avaliacdo do desenvolvimento das forrageiras, por meio das
caracteristicas morfogénicas, foram demarcados quatro perfilhos por parcela,
diferenciados por fios de arame colorido. Duas vezes por semana foi mensurado
comprimento de cada lamina foliar, registrando-se as ocorréncias de
senescéncia, morte e expansao da lamina foliar dos perfilhos demarcados,
durante cinco semanas e na primeira e ultima semana de avaliacdo morfogénica,
a medida de altura de pseudocolmo, totalizando 160 observacbes em 32 dias
para cada tratamento.

Os dados obtidos foram utilizados para afericdo e determinacdo das
seguintes caracteristicas morfogénicas e estruturais abaixo:

e Taxa de aparecimento de folhas - TApF (folhas dia perfilho™): divisdo do
numero de folhas surgidas por perfilho pelo nimero de dias do intervalo de
avaliacdo; TApF = n° de novas folhas + (n° perfilhos x durag&o da avaliacdo em
dias)

e Taxa de alongamento de folhas - TAIF (cm dia perfilho?): divisdo da
variacdo em comprimento das folhas em expansao do perfilho pelo numero de
dias do intervalo de avaliagéo; TAIF = ~ (Comprimento acumulado de folhas em
cm — Comprimento inicial das folhas em cm) + (n° perfilhos x duracdo da
avaliacdo em dias)
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e Taxa de alongamento do colmo (cm perfilho diat): diferenca entre o
comprimento final e inicial durante o periodo de avaliacdo; TAIC = (Tamanho
final do colmo em cm — Tamanho inicial do colmo em cm) + duragcdo da
avaliacado em dias.

e Filocrono — FIL (dias): inverso da taxa de aparecimento de folhas; FIL =
1/TApF

e Duragcdo de vida das folhas - DVF (dias): intervalo, em dias, do
aparecimento da folha até sua morte; DVF = Numero de folhas vivas x filocrono

e Comprimento final da folha - CFF (cm): medido da ligula até a ponta da
folha;

¢ Numero de folhas vivas por perfilho - NFV: contagem do numero de folhas
verdes nao senescentes;

¢ Numero de folhas senescentes por perfilho — NFS: contagem do numero
de folhas senescentes;

¢ Numero de folhas em expansao por perfilho — NFEx: contagem do nimero
de folhas em expanséo;

e Numero de folhas expandias — NFE: contagem do numero de folhas
completamente expandidas;

e Numero de folhas mortas por perfilho — NFM: contagem do numero de
folhas mortas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a um nivel
de 5% de significancia (p < 0,05). Foi utilizado para as analises estatisticas o

programa computacional R verséo 4.0.3

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ndo houve diferenca estatistica entre a inoculacdo e a adubacéo
nitrogenada em relacdo aos parametros produtivos de capim-aruana nas
observacdes feitas na primavera (Tabela 2) e verdo (Tabela 3), exceto para a

variavel porcentagem de material morto (PMM) na primavera.
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Os resultados produtivos indicam que a inoculacdo com as bactérias
promotoras de crescimento vegetal atingiu valores semelhantes aos tratamentos
com adubagdo nitrogenada, demonstrando um efeito positivo da utilizagdo
desses microrganismos na producao do capim-aruana.

Para a porcentagem de material morto (PMM), houve diferenca para o
tratamento inoculado com R. tropici CIAT 899 (p < 0,0330), com menor PMM
(3,2%), e para o tratamento adubado com 50 kg N ha? (10,8%), conforme
apresentado na Tabela 2. E desejavel a menor proporcéo desse componente na
planta, ja que esta relacionada a selecdo e aceitagdo pelos animais em pastejo,
gue concentram a sua atividade em estratos da pastagem que possuem mais
folhas (HODGSON, 1990; SEVERO et al., 2019).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, a inoculacdo com Rhizobium
tropici CIAT 899 destacou-se com uma producéo 10,3% maior que a adubacgao
com 100 kg hat de N, e também Azospirillum brasilense Ab-V5 com producéo
superior 5,5% que a maior dosagem de N.

Para o verdo, a producdo foi inferior & da primavera, tal resposta é
justificada pelas condi¢cBes climéticas que antecederam o corte da referida
estacdo, na primeira quinzena de janeiro (Figura 1), com baixa umidade e
precipitacdo, e maiores temperaturas. O tratamento que obteve melhor
desempenho continuou sendo o inoculado com R. tropici CIAT 899, com
producdo de massa seca 11,3% maior que o tratamento de 100 kg N ha! (Tabela
3).

Tabela 2 Atributos produtivos de capim-aruana inoculados com bactérias

diazotroficas ou adubacao nitrogenada na primavera.

Tratamentos PMS PFO PCO PMM RFC
(kg ha™) (%) (%) (%) -
Ab-V5 8688 46,5 46,3 7,2% 1,21
Ab-V6 7144 52,4 42,2 5,4% 1,49
CIAT 899 9077 47,6 49,2 3,2° 0,99
CCTBO3 5053 57,7 32,4 9,9% 1,92
50 kg N ha* 8056 43,4 45,8 10,82 0,95
100 kg N ha' 8232 48,9 44,2 6,9% 1,17
CV (%) 30,54% 17,37% 23,02% 42,51% 44,93%
EPM 480,5569 1,7521 2,0363 0,6286 0,1183

Valor de P 0,239441 0,28852 0,29123 0,03307 0,22513
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Ab-V5 = A. brasilense Ab-V5; Ab-V6 = A. brasilense Av-V6; CIAT 899 = R. tropici CIAT 899;
CCTBO03 = P. fluorescens CCTB 03. Producédo de matéria seca (PMS), porcentagem de folha
(PFO, porcentagem de colmo (PCO), porcentagem de material morto (PMM) e razéo folha:colmo
(RFC). Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo sdo diferentes (Teste Scott-Knott, p <

0,05). CV = coeficiente de variacdo. EPM = Erro padrdo da média.

Tabela 3 Atributos produtivos de capim-aruana inoculado com bactérias

diazotroficas ou adubacao nitrogenada no veréo.

Tratamentos PMS PFO PCO PMM RFC
(kg ha™) (%) (%) (%) -
Ab-V5 2684 60,3 29,3 10,4 2,5
Ab-V6 2564 62,2 28,6 9,2 2,3
CIAT 899 3112 50,7 36,1 13,2 1,9
CCTBO3 2754 49,6 33,7 16,7 1,6
50 kg N hat 2731 51,9 30,4 17,7 1,8
100 kg N ha' 2797 51,7 31,7 16,6 2,0
CV (%) 27,23 16,71 41,38 70,22 55,50
EPM 154,3522 1,8555  2,6721 2,0019  0,2302
Valor de P 0,9404 0,7557  0,9627  0,7434  0,8373

Ab-V5 = A. brasilense Ab-V5; Ab-V6 = A. brasilense Av-V6; CIAT 899 = R. tropici CIAT 899;
CCTBO03 = P. fluorescens CCTB 03. Producdo de matéria seca (PMS), porcentagem de folha
(PFO, porcentagem de colmo (PCO), porcentagem de material morto (PMM) e razéo folha:colmo

(RFC). CV = coeficiente de variacdo. EPM = Erro padrao da média

Para a producdo acumulada das duas estacbes (Tabela 4), ndo ocorreu
diferenca (p > 0,05) entre os tratamentos, porém destaca-se a inoculagdo com
R. tropici CIAT 899 e A. brasilense Ab-V5, em que essas BPCV foram capazes
de ultrapassar, em aspectos numéricos, a producdo de MS da maior dose de
adubacéo nitrogenada, com producdo acumulada 10,5% maior com R. tropici
CIAT 899 e 3,1% superior com A. brasilense Ab-V5 em comparacdo a dose de
100 kg ha* de N.
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Tabela 4 Producdo acumulada dos cortes da primavera e verao do capim-aruana

inoculado com bactérias diazotroficas ou adubacéo nitrogenada.

Producéo acumulada primavera e verdo em kg ha* de MS

Ab-V5 Ab-V6  CIAT899  CCTBO3 50 kgha! 100 kg ha'*
11372 9709 12190 7821 10787 11029
CV (%) = 29,52 EPM = 610,4056 Valor de P = 0,4231

Ab-V5 = A. brasilense Ab-V5; Ab-V6 = A. brasilense Av-V6; CIAT 899 = R. tropici CIAT 899;
CCTBO03 = P. fluorescens CCTB 03. CV = coeficiente de variacdo. EPM = Erro padrdo da média.

A razéo folha:colmo é uma variavel importante para gramineas forrageiras
e utilizada como uma ferramenta de manejo, quanto maior for esse valor, maior
a proporcéo de folhas e qualidade da pastagem (BRANCIO et al., 2003; PINTO
et al.,, 1994). Observou-se que todos tratamentos inoculados apresentaram
razdo folha:colmo correspondente aos dados encontrados na literatura para o
capim-aruana.

A razéo folha:colmo variando entre 0,95-1,19 na primavera (Tabela 2)
possivelmente foi influenciada pela floracdo do capim-aruana, favorecendo a
maior propor¢do de colmo na planta, o mesmo efeito foi observado em
Fernandes et al. (2014). No verao, a razao folha:colmo esteve entre 1,59-2,53,
esses valores estdo correspondentes com o estudo de Costa et al. (2021), que
obtiveram razéo folha:colmo de 1,95 para o capim-aruana,

Sacramento et al. (2019) também encontraram valores superiores a 1:1,
confirmando a caracteristica de alta produgcédo de folhas do capim-aruana. Os
maiores valores de raz&o folha:colmo no verdo sugerem que as BPCV podem
melhorar essa caracteristica, fortemente relacionada a aceitabilidade e
palatabilidade das plantas pelos animais (CRUZ; BASSO, 2020).

A partir desses dados, nota-se que entender as caracteristicas produtivas das
gramineas em diferentes épocas do ano é um importante conhecimento para
auxiliar nos indices de produtividade, e obter informacdes necessarias para o
manejo adequado (VERAS et al., 2017).
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Tabela 5 Caracteristicas morfogénicas de capim-aruana inoculado com

bactérias diazotréficas ou adubacao nitrogenada na primavera.

Tratamentos TApF TAIF TAIC FIL NFV NFS NFM NFEXx NFE

Ab-V5 0,09 0,20% 0,02 12,91 4,06 0,06 1,25 2,382 1,69
Ab-V6 0,07 0,140 0,05 18,12 2,88 0,13 1,75 1,81% 1,13
CIAT 899 0,08 0,20% 0,04 15,14 3,56 0,13 1,69 1,81% 1,69
PSEUDO 0,07 0,25% 0,02 19,67 2,88 0,562 1,56 1,440 1,38

50 kg N hat 0,08 0,25% 0,02 17,10 3,19 0,13 2,06 2,06% 1,63
100 kg N ha't 0,09 0,342 0,03 12,10 3,69 0,06 1,88 1,88% 1,19

CV (%) 18,41 33,14 49,48 22,87 18,24 87,72 3947 17,19 35,04

EPM 0,0029 0,0154 0,0031 0,7393 0,1767 0,0317 0,1368 0,0665 0,1035

Valor de P 0,1061 0,0352 0,1883 0,0615 0,0859 0,0029 0,6402 0,0237 0,4480

Ab-V5 = A. brasilense Ab-V5; Ab-V6 = A. brasilense Av-V6; CIAT 899 = R. tropici CIAT 899; PSEUDO = P. fluorescens
CCTB 03. TApF = taxa de aparecimento de folhas em folhas. perfilho dia™; TAIF = taxa de alongamento de folhas em
cm. perfilho dia™; TAIC = taxa de alongamento do colmo em cm. perfilho dia*; FIL = filocrono em dias; NFV = nimero de
folhas vivas em folhas perfilho?; NFS = nimero de folhas senescente em folhas perfilho; NFM = nimero de folhas
mortas em folhas perfilho™; NFEx = nimero de folhas em expans&do em folhas perfilho?; NFE = nimero de folhas
expandidas; médias seguidas da mesma letra na coluna ndo sao diferentes (Teste Scott-Knott, p < 0,05). CV = coeficiente

de variagdo. EPM = Erro padrao da média.

Para as caracteristicas morfogénicas de capim-aruana na primavera, nao
houve diferenca entre os tratamentos (p > 0,05), exceto para as variaveis taxa
de alongamento das folhas (p < 0,0352), numero de folhas senescentes (p <
0,0029) e numero de folhas em expanséo (p < 0,0237), com dados apresentados
na Tabela 5.

Em pastagens, o estudo da morfogénese, tem como objetivo de
acompanhar, principalmente, a dinamica de aparecimento e morte das laminas
foliares, componente que corresponde ao produto basico da pastagem, essa
dindmica de transformagdes na forma e estrutura das plantas ao longo do tempo
(MARCELINO et al., 2006).

A taxa de expansdo da parede celular depende de diversos fatores,
como espécie e idade da planta, horménios como auxina e giberelina, condicbes
ambientais e disponibilidade de 4gua (TAIZ et al., 2017a).

O tratamento inoculado com A. brasiliense Ab-V6 e o fertilizado com 100 kg
N ha diferiram quanto a taxa de alongamento de folhas, onde as parcelas que
receberam a adubacdo mineral tiveram maior alongamento foliar (0,34 cm.
perfilho dia?). A taxa de alongamento das folhas estabelece uma relacéo positiva
com o rendimento de forragem e é relevante para a analise de fluxo dos tecidos,

guanto maior o alongamento foliar, maior a area fotossinteticamente ativa da
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planta e com isso o0 aumento da producdo de biomassa de folhas
(MARTUSCELLO et al., 2006; POMPEU et al., 2010).

Por consequéncia, o tratamento com menor taxa de alongamento de
folhas, A. brasiliense Ab-V6, foi 0 que apresentou maior taxa de alongamento de
colmo. O colmo é o elemento estrutural basico de sustentacdo das gramineas
forrageiras, entretanto reserva menos nutrientes do que as laminas foliares e
pode influenciar negativamente no desempenho dos animais se consumido em
alta proporgéao (SILVA et al., 2020).

Sacramento et al. (2019) avaliando niveis crescentes de nitrogénio,
observaram que na maior dose aplicada (225 kg N ha!) obteve-se maior nimero
de folhas senescentes comparado ao tratamento sem adubacao, com os valores
de 4,03 folhas perfilho para a maior dose de N e de 1,21 folhas perfilho para
0 kg N hat.

Nesse estudo foi observado o efeito contrario, as parcelas inoculadas
com P. fluorescens CCTB 03, com menor producéo na estacao da primavera, o
gue levou a considerar baixo suprimento nutricional para as plantas, foram as
gue tiveram maior quantidade de folhas senescentes, diferenciado dos demais
tratamentos (p < 0,0317), com 0,56 folhas senescentes perfilho? (Tabela 5).

O aumento das doses de N faz com que a planta tenha maior renovacéo
de tecidos, que faz aumentar a taxa de senescéncia foliar (MARTUSCELLO et
al., 2005), o observado nesse estudo, € que a inoculagdo com BPCV no capim-
aruana mantiveram baixo numero de folhas senescentes e sem reduzir a
duracéo de vida das folhas (Figura 3 e 5).

Os resultados obtidos no presente estudo séo avaliados de forma positiva,
ja que a senescéncia € um dos fatores que compromete a eficiéncia de uso da
forragem (CANDIDO et al., 2006).

Para o numero de folhas em expanséao, houve diferenca (p < 0,0237) entre
os tratamentos P. fluorescens CCTB 03 e A. brasiliense Ab-V5, com valores de
1,44 folhas perfilho e 2,38 folhas perfilho (Tabela 5), respectivamente, em que
fatores nutricionais podem estar relacionados a essa resposta.

A quantidade de folhas em expansédo por perfilho é uma variavel
importante para gramineas em pastejo direto, as laminas foliares em expansao
tem mais chances de serem consumidas do que as folhas mais antigas, pela

forma que os animais pastam e seu arranjo no perfilho (SEVERO et al., 2019).
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Figura 2 Comprimento final da folha (CFF) em cm de capim-aruana inoculado

com BPCV ou adubacéo nitrogenada na primavera.
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000 200 400 600 800 10,00 1200 14,00
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Figura 3 Duragédo de vida das folhas (DVF) de capim-aruana inoculado com

bactérias diazotroficas e adubacédo nitrogenada na primavera.
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Para a duragao de vida das folhas (Figura 3 e 5), Silva et al., (2020)
relataram que na auséncia de adubacao as plantas permanecem mais tempo
com suas folhas vivas, em detrimento do aparecimento ou expansao de novas
folhas, o que contribui para o retardamento do processo de senescéncia, porém
esse fendbmeno nao foi observado nesse estudo, pois o0s tratamentos inoculados
e adubados com N nao diferiram significativamente, ratificando o potencial das

bactérias diazotroficas de suprirem as plantas no seu desenvolvimento
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N&o houve diferenca nas morfogénicas no verdao (p > 0,05), os valores
obtidos estdo expressos na Tabela 6 e Figuras 4 e 5. Observou-se maior numero
de folhas senescentes para essa estacao, correspondendo com o relatado por
Zanini et al. (2012), em que a senescéncia € influenciada pelas esta¢fes do ano,

com maiores valores no verao.

Tabela 6 Caracteristicas morfogénicas de capim-aruana inoculado com

bactérias diazotréficas ou adubacéao nitrogenada no verao.

Tratamentos TApF TAIF TAIC FIL NFV NFS NFM NFEX NFE

Ab-V5 0,11 0,33 0,43 9,58 4,13 0,45 2,56 2,02 2,15
Ab-V6 0,10 0,21 0,17 11,12 3,94 0,50 2,44 2,13 1,85
CIAT 899 0,12 0,27 0,48 9,43 4,38 0,63 2,88 2,63 1,75
PSEUDO 0,09 0,25 0,14 11,45 3,75 0,75 2,63 1,88 1,88

50 kg N ha™* 0,09 0,23 0,15 12,76 3,75 0,50 2,31 1,75 2,00
100 kg N hat 0,09 0,26 0,11 12,00 3,88 0,81 2,25 1,94 1,94

CV (%) 24,40 22,12 90,85% 23,11 1537 51,24 30,80 31,91 38,77

EPM 0,0050 0,0150 0,0505 0,5706 0,1243 0,0636 0,1407 0,1288 0,1441

Valor de P 0,3551 0,1149 0,1152 0,4122 0,6769 0,4742 0,8747 0,5213 0,9823

Ab-V5 = A. brasilense Ab-V5; Ab-V6 = A. brasilense Av-V6; CIAT 899 = R. tropici CIAT 899; PSEUDO = P. fluorescens
CCTB 03. TApF = taxa de aparecimento de folhas em folhas. perfilho dia™’; TAIF = taxa de alongamento de folhas em
cm. perfilho dia!; TAIC = taxa de alongamento do colmo em cm. perfilho dia?; FIL = filocrono em dias; NFV = nimero de
folhas vivas em folhas perfilho?; NFS = nlimero de folhas senescente em folhas perfilho?; NFM = nimero de folhas
mortas em folhas perfilho?; NFEx = nimero de folhas em expansdo em folhas perfilho; NFE = nimero de folhas

expandidas; CV = coeficiente de variagdo. EPM = Erro padrdo da média.

Figura 4 Comprimento final da folha (CFF) de capim-aruana decorrida a

inoculacéo com bactérias diazotréficas e adubacao nitrogenada no veréo.
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Figura 5 Duracdo de vida das folhas (DVF) de capim-aruana decorrida a

inoculacéo com bactérias diazotréficas e adubacao nitrogenada no veréao.
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A taxa de aparecimento de folhas pode ser considerada a caracteristica
morfogénica que merece maior destaque, pois influencia diretamente o tamanho
final da folha, a densidade populacional de perfilhos e o nimero de folhas
perfilho! (NABINGER; CARVALHO, 2009). Sacramento et al. (2019)
encontraram valores para a taxa de aparecimento de folhas entre 0,04 folhas
perfilho dia? para 0 kg/ha* de N e 0,13 folhas perfilho dia! para 225 kg ha* de
N.

O potencial de assimilacdo de C e producdo de forragem a nivel de
perfilho é expressado no numero de folhas vivas por perfilho, essa variavel tem
grande valor o manejo de gramineas forrageiras por representar a por¢ao com
melhor atributo qualitativo e retirada pelos animais preferencialmente no pastejo
(FULKERSON; DONAGHY, 2001).

No estudo de Pompeu et al. (2010), a cultivar aruana obteve o niumero
médio de folhas vivas de 3,08 folhas perfilho* para a dose anual de 750 kg ha!
de N. A comparacdo dessas variaveis com a resposta encontrada com a
inoculagdo de BPCV colocam a inoculacdo em perspectiva positiva no manejo
de gramineas forrageiras.

Enquanto Lima et al. (2020) propuseram que bactérias diazotréficas
rizosféricas nao conseguem suprir todas as demandas de N da planta, pode-se
observar que a reposta de capim-aruana foi favoravel até mesmo nos

tratamentos inoculados com menor producdo de MS, razédo folha:colmo e
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comprimento final da folha visto que a proposta inicial de reduzir a utilizacao de
fertilizantes minerais pode ser cumprida com a inoculagéo.

Os valores de comprimento foliar final obtidos na inoculagdo com A.
brasilense Ab-V5 e R. tropici CIAT 899 ratificaram a hipétese de que esses
microrganismos contribuem com a promocdo do crescimento em gramineas,
superando numericamente os tratamentos com adubac&o mineral. Pode-se
afirmar que as bactérias ofereceram 0 mesmo suporte para incremento da
produtividade e crescimento do capim-aruana que os tratamentos com 50 kg ha
1 e 100 kg hat de N.

Para a massa seca média de perfilhos, houve diferenca (p < 0,0063) para
o tratamento inoculado com R. tropici CIAT 899 na primavera, com peso superior
aos demais, atingindo 0,90 g perfilho, 45,16% maior que a dose de 100 kg ha
de N. No verdo, nenhum tratamento diferenciou-se (p > 0,05), numericamente,
valores superiores foram encontrados em R. tropici CIAT 899 e A. brasilense Ab-
V5.

Tabela 7 Massa seca média de perfilhos de capim-aruana inoculado com

bactérias diazotréficas ou adubacao nitrogenada na primavera e verao

Massa seca média de perfilhos

Tratamentos Primavera Verdo
(g perfilho™®) (g perfilho®)
Ab-V5 0,46° 0,65
Ab-V6 0,43 0,60
CIAT 899 0,902 0,66
PSEUDO 0,45 0,47
50 kg N ha? 0,58° 0,55
100 kg N ha? 0,62° 0,61
CV (%) 27,15% 40,84%
EPM 0,0318 0,0493
Valor de P 0,0063 0,8849

Ab-V5 = A. brasilense Ab-V5; Ab-V6 = A. brasilense Av-V6; CIAT 899 = R. tropici CIAT 899;
PSEUDO = P. fluorescens CCTB 03. Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo séo
diferentes (Teste Scott-Knott, p < 0,05). CV = coeficiente de variagdo. EPM = Erro padréo da
média.

O microbioma existente na rizosfera das plantas tem grande importancia para
os sistemas de producdo agropecuarios em consequéncia dos seus efeitos

benéficos. A utilizacdo de BPCV em sistemas agricolas é ideal ndo somente para
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a saude das plantas, mas também para melhorar a fertilidade do solo e é
caminho a seguir para uma agricultura que protege 0 meio ambiente
(KALYANASUNDARAM; SYED; SUBBURAMU, 2018).

Mesmo que de forma n&o significativa, verificou-se respostas positivas nos
tratamentos inoculados, confirmando a existéncia de diferentes mecanismos de
interacdo planta-bactéria. Os exsudatos liberados pelas BPCV promovem o
crescimento das plantas fazendo com que elas tenham maior suporte e

condi¢Oes para alcancar a produtividade esperada (CARVALHO et al., 2020).

CONCLUSAO

A inoculacdo com bactérias diazotréficas pode substituir a adubacao
nitrogenada nas doses de 50 kg ha' e 100 kg ha' de N, exibindo resultados
equivalentes as doses utilizadas na producdo e composicdo morfogénica e
estrutural do capim-aruana, com destaque para as cepas Rhizobium tropici CIAT
899 e Azospirillum brasilense Ab-V5, mantendo as caracteristicas desejaveis
para uma graminea forrageira. E garante uma producdo sustentavel e

economicamente viavel.
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CONSIDERACOES FINAIS

A inoculagdo com bactérias diazotréficas € uma alternativa de manejo
potencial para o P. maximum cv. Aruana, a adocao dessa biotecnologia oferece
0 suporte necessario para a producdo do capim-aruana mantendo as
caracteristicas desejaveis de uma graminea forrageira. A economia ambiental e
dos custos de produgdo que poderdo ser geradas pela técnica da inoculagéo
resulta em sistemas de producdo mais sustentaveis e representa um avanco

para uma producao animal menos poluente.
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