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CAPIM MARANDU SUBMETIDO A INOCULAGAO COM BACTERIAS
DIAZOTROFICAS ASSOCIATIVAS EM LATOSSOLO VERMELHO DE
CERRADO

RESUMO - Devido a busca por formas mais viaveis e econbmicas de
fornecimento de nitrogénio para as gramineas forrageiras, a inoculagdo com
bactérias diazotréficas endofiticas associativas € uma alternativa potencial,
pois contribui de forma positiva para a nutricdo das plantas, reduzindo o uso
de fertilizantes nitrogenados e beneficiando assim a adog¢ao desta tecnologia
no meio agricola. Objetivou-se com este trabalho avaliar a nutrigdo,
desenvolvimento e producdo do capim marandu submetido a inoculagao
com bactérias diazotroficas associativas em Latossolo Vermelho de Cerrado.
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade
Federal de Mato Grosso, campus universitario de Rondonopolis, no periodo
de dezembro de 2012 a margo de 2013, com delineamento inteiramente
casualizado, constituido por seis tratamentos (trés estirpes pertencentes a
colecdo de culturas, sendo similares a Azospirillum amazonense,
Herbaspirillum spp. e Burkholderia spp., € um inoculante comercial (formado
pela composicdo das estirpes ABV-5 e ABV-6 de Azospirillum brasilense),
adubagdo completa (N, P, K, nas doses de 100 , 200 e 150 mg dm®
respectivamente), controle( sem nitrogénio e sem inoculagdo) e cinco
repeticdes. Cada parcela foi constituida por um vaso de 8 dm?, totalizando 30
parcelas. A semeadura foi realizada com quinze sementes por vaso,
deixando-se posteriormente cinco plantas por vaso. A inoculagao foi feita por
meio da inser¢gdo de uma aliquota de 3 mL de caldo bacteriano contendo 10®
células mL" no solo proximo a &area radicular de cada planta. Foram
realizados trés cortes na parte aérea das plantas, em intervalos de 30 dias.
Apos cada corte, foi feita a reinoculacdo das bactérias, assim como a
adubacgdes nitrogenada e potassica. As variaveis analisadas foram altura

das plantas, numero de folhas e perfilhos, massa seca de folhas e perfilhos,



teor de clorofila Falker, pH do solo, relagdo folha/colmo, relagdo parte
aérealraiz e concentracdo de nitrogénio na parte aérea e raizes e
concentragao de proteina bruta. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia e para a separagado das medias, foi utilizado o teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro. Houve efeito significativo isolado e interagéo
significativa entre inoculagao e cortes para a maioria das variaveis, sendo as
bactérias que mais se destacaram foram as bactérias similares as estirpes
de Burkholderia spp, Azospirillum amazonense e Herbaspirillum spp. com
meédias superiores de massa seca de parte aérea (26,6; 22,05 e 22,75)
quando comparadas ao tratamento controle. Portanto, a inoculagdo em
Brachiaria brizantha cv. Marandu com bactérias diazotroficas associativas
pode contribuir de forma positiva na sua nutrigdo, desenvolvimento e
produgao, sugerindo que o uso de inoculantes pode ser promissor na
reducdo da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados empregados em

pastagens de gramineas forrageiras.

Palavras-chave: Brachiaria brizantha, Fixagcdo biolégica de nitrogénio,

Bactérias promotoras do crescimento.



MARANDU GRASS SUBMITTED TO THE INOCULATION WITH
DIAZOTROPHIC ASSOCIATIVE BACTERIA IN CERRADO OXISOL

ABSTRACT - Due to the quest for ways more viable and economical of
supply nitrogen for the forage grasses, inoculation with associative
endophytic diazotrophic bacteria is a potential alternative, because it
contributes positively to the nutrition of plants, reducing the use of nitrogen
fertilizers and will benefiting thus the adoption of this technology in the
agricultural environment. The objective of this study was to evaluate nutrition,
development and production of grass marandu submitted to the inoculation
with diazotrophic bacteria in Oxisol of Cerrado. The experiment was
conducted in a greenhouse at the Federal University of Mato Grosso,
Campus of Rondonodpolis, from December 2012 to March 2013, with a
completely randomized design, composed by six treatments (three strains
belonging to the collection of crops, similar to the Azospirillum amazonense,
Herbaspirillum spp., and Burkholderia spp., respectively, and one
commercial inoculant (formed by the composition of the strains ABV-5 and
ABV-6 Azospirillum brasilense) completes fertilization (N, P, K, at doses of
100, 200 and 150 mg dm™ respectively), control (no nitrogen and without
inoculation) and five replications. Each parcel was composed per a vase of 8
dm?, totaling 30 parcels. The sowing was carried with fifteen seeds per pot,
leaving themselves posteriorly five plants per pot. The inoculation was made
by mean of the insertion of an aliquot of 3 mL of bacterial broth containing
108 cells ml" in the soil near the root area of each plant. Were perfomed
three cuts in shoot of the plants at intervals of 30 days. After each cut, was
taken the re-inoculation of the bacteria, so as to the nitrogen and potassium
fertilization. The variables analyzed were plant height, number of leaves and
tillers, dry mass of leaves and tillers, chlorophyll content Falker, pH of the
soil, relation leaf/stem, relation shoot/root and concentration of nitrogen in the

shoots and roots and concentration of crude protein. The results were



submitted to analysis of variance and for separation of averages was used
Tukey test at 5% probability of error. Significant effects were isolated and
significant interaction between inoculation and cuts for most variables, with
the bacteria that stood out were similar to strains of Burkholderia spp,
Amazon Azospirillum and Herbaspirilum spp bacteria. with higher average
dry mass of shoots (26.6, 22.05 and 22.75) compared to the control
treatment.Therefore the inoculation of Brachiaria brizantha cv. Marandu with
diazotrophic bacteria can contribute positively in their nutrition, production
and development suggesting that the use of inoculants may be promising in

reducing of the application of nitrogen fertilizers employed on forage grasses.

Keywords: Brachiaria brizantha, nitrogen biological fixation, bacteria growth

promoters.



SUMARIO

Pagina
LN 230 ] 01U 0.V 02U 10
2 . REVISAO DE LITERATURA . .......oooeoeoeeeeee et 12
2.1. Brachiaria brizantha cv. MaranduU..................ueeeeeereeeeemmnimmieeeneeenneernee. 12
2.2. Adubacéo nitrogenada em Brachiaria...............ccccccoeeeiiniiiiiaeeeaeeens 14
2.3. Fixagao bioldgica de Nitrog@nio............ccouiiiiiiiiiiiiiiiee e 16
2.4. Bactérias diazotroficas associativas.............eeeeevieeeiiiiiiiiiiiiieee e 17
2.5. Inoculantes agriColas ............uuuuueeuuuuieiiiiiiiiiiieiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeneeeneenneennnee 21
3. MATERIAL E METODOS .......oooioiiiieeeeeeeeeeee et 24
3. 1. Localizagdo do experimento ...........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 24
3. 2. Descrigao do solo utilizado...........coooeeeiiiiiiiee 24
3. 3. Material bioldgico utilizado ..........oooueiiiiiiiii 26
3. 4. Variaveis agrondmicas analisadas ...........cccccevviiiiiiiiii e, 27
3. 5. Analise estatiStiCa............uuuuueiiiiiiiiii e 27
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD ..........oooeieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
4.1. Carcteristicas produtivas e estruturais do capim marandu .................... 28
4.1.1. Altura de plantas ...........oooeiiiiiiiiiiiie e 28
4.1.2. NUMero de folnas .........oouveeoiiiiii e 30
4.1.3. NUMero de perfilnOs .......cccooooiiiiiiiece et 32
4.1.4. Massa seca de fOlNas .........coooiiiiiiiiiiiiieee e 34
4.1.5. Massa SECA A€ COIMOS ........uuuuuuuurerreerinneieeeenenenerernreneeeennrnnerennrnnaeeeenes 37
4.1.6. Massa seca da parte @érea .........cccccceeeeeeiiiiiiieiiicee e 39
4.1.7. MaSSQ SECA A€ MQIZ ......uuuuuueeiiiiiiiiiiiieiiiieieeeaeateaeeaaeeesseeeneneseensnnnsennnnnnnnes 41
4.1.8. Relagao folha/colmo+bainhas...........ccccceo i, 43
4.1.9. Relagdo massa seca da parte aérea e raiz .........cccceeeeeeeeeveeeeiinnniineennn. 44
4.2. PH O SOIO . 45
4.3. Caracteristicas nutricionais do capim marandu .............cccoeeevviiiiiieeeenes 46
4.3.1. LeItUra SPAD ... 46
4.3.2. Concentracao de N na parte aérea do capim marandu....................... 48
4.3.3. Concentracédo de N na raiz do capim marandu...........ccccceeeeeeeevnnnnnnnnn. 50
4.3.4. Teor de proteina bruta na parte aérea do capim marandu.................. 51
5. CONCLUSOES...........ocooiiiiiiieeeee et 54

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ............cooimiiicccecccccecceeeeaae 55



10

1. INTRODUGAO

No Brasil existem aproximadamente 200 milhdes de hectares
cultivados com pastagens principalmente gramineas do género Brachiaria
(BODDEY et al ., 2006; DIAS-FILHO, 2011). Sendo que o estado de Mato
Grosso possui uma area de aproximadamente 27 milhées de hectares de
pastagens (IMEA, 2013).

O estabelecimento de pastagem do género Brachiaria ocorre devido a
sua maior tolerancia as condigdes de solos acidos e de baixa fertilidade,
aliada ao seu valor forrageiro, sendo as espécies de maior importancia a B.
decumbens, B. brizantha, B. ruziziensis e B. humidicola (SOBRINHO et al.,
2005). No entanto, aproximadamente 70 milhdes dessas pastagens estdo
em processo de degradagao ou ja degradadas (DIAS-FILHO, 2011).

Dentre os fatores que levam a degradacao das pastagens, a limitagao
de N é considerada um dos mais importantes (OLIVEIRA et al., 1997). Em
estudo desenvolvido com pastagem formada por braquiaria, em solos de
Cerrado, mostrou-se que apenas com a adigdo de nitrogénio pode-se elevar
consideravelmente a producdo da mesma, confirmando que a perda de
produtividade € ocasionada principalmente por aspectos nutricionais
(BODDEY et al., 2000).

Os fertilizantes nitrogenados oneram muito os custos de producgao, e
com a demanda por alimentos crescendo ano a ano, tem-se enfatizado a
necessidade de maior exploracdo do potencial da fixagdo bioldgica de
nitrogénio atmosférico (FBN) em gramineas tropicais, como uma alternativa
sustentavel (SOUTO, 1982; BASHAN et al., 2004).

Com o intuito de minimizar os problemas da aplicagdo em demasia de
nitrogénio, nos ultimos anos varias tecnologias vém sendo pesquisadas e
dentre elas esta a utilizacdo de bactérias diazotroficas. Essas bactérias
possuem um complexo de enzima conhecida como nitrogenase, com
capacidade de reduzir o nitrogénio molecular (N, atmosférico) em amonia
(NHs). Esta molécula em pH celular rapidamente se converte em amoénio

(NHs), podendo ser assimilado pela planta fazendo parte de moléculas
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organicas como clorofilas, aminoacidos (EPSTEIN; BLOOM, 2006; REIS et
al., 2006; TAIZ; ZEIGER, 2010).

Estima-se que a FBN em gramineas como B. decumbens e B.
humidicola, indicam valores de N de 30 a 45 Kg ha” ano™. Isto exemplifica a
contribuigdo da associagao graminea-diazotroficos na incorporagado de N no
solo reforgando a importancia da FBN (BODDEY et al., 1986).

A interagéo entre bactérias diazotroficas com diversas culturas como,
gramineas forrageiras, milho, trigo e arroz, tem sido tema de pesquisas no
mundo inteiro, devido ao potencial biotecnoldgico evidenciado no aumento
da produtividade dessas culturas, contribuindo com a reduc&o dos custos de
produgdo, auxiliando assim na manutengdo e conservagao dos recursos
ambientais (MOREIRA et al., 2010).

Reis Junior (2002) salienta a necessidade da retomada de pesquisas
com FBN em gramineas forrageiras, principalmente na area de diversidade
de bactérias diazotroficas associadas a essas plantas, pois novas bactérias
podem ser encontradas e seu potencial de FBN explorado.

A hipotese do presente estudo foi que a inoculagdo com bactérias
diazotroficas associativas isoladas do solo da mesma regido podem
contribuir para a promocado de crescimento e com a nutricdo do capim
marandu, reduzindo o uso de fertilizantes nitrogenados, beneficiando assim
a adogao desta tecnologia no meio agricola. Sendo assim objetivou-se pelo
presente estudo avaliar o desenvolvimento, produgdo e nutricdo do capim
marandu submetido a inoculagdo com bactérias diazotroficas associativas
em LATOSSOLO Vermelho de Cerrado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Brachiaria brizantha cv. marandu

As pastagens correspondem a um dos maiores ecossistemas do
Brasil, sdo complexas e formadas por componentes bibticos e abidticos
arranjados de forma hierarquica e interativa, que determina a amplitude das
respostas de plantas e animais (DA SILVA et al., 2008).

Um dos componentes do ecossistema das pastagens é a planta
forrageira, definida como toda planta que é consumida por herbivoros
(PEREIRA et al., 2001). Dentre as plantas forrageiras mais utilizadas temos
as do género Brachiaria que pertence a familia das poaceas e reune cerca
de 100 espécies (VALLE et al., 2009). Sdo gramineas de grande importancia
econdmica, distribuidas pelas regides tropicais e subtropicais e que ocupam
a maior parte da area de pastagens cultivadas (VALLE et al., 2009).

As gramineas sado classificadas em duas categorias quanto a sua
adaptacdo ambiental e eficiéncia fotossintética, espécies temperadas
(plantas C3) e tropicais como o capim marandu (plantas C4). Normalmente,
as espécies forrageiras temperadas apresentam melhor qualidade, definida
em termos de digestibilidade, consumo e teor de proteina (MOREIRA, 2006).
As gramineas tropicais (C4) apresentam maior eficiéncia fotossintética,
sendo, portanto, mais produtivas em termos de matéria seca (VALLE, 2001).

A B. brizantha (Hochst ex A. Rich) Stapf. cv. Marandu é uma
graminea forrageira com caracteristicas especificas como, plantas robustas,
habito de crescimento cespitoso, altura podendo chegar de 1,5 a 2,5 m,
colmos iniciais de crescimento prostrado, mas com emissao de perfilhos
predominantemente eretos. Seus rizomas sao muito curtos e encurvados.
Os colmos floriferos sao eretos, com perfilhamento nos nés superiores,
levando a proliferacdo de inflorescéncias que atingem até 40 cm de
comprimento, geralmente com 4 a 6 racemos. Suas laminas foliares séo
largas e longas, glabras na face superior, com pubescéncia na face inferior,
e bordos ndo cortantes. As bainhas sido pilosas, enquanto os entrends

apresentam pélos na porcao apical (NUNES et al., 1985). E originaria de
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uma regido vulcanica da Africa, com precipitacdo pluviométrica anual ao
redor de 700 mm e cerca de oito meses de seca no inverno (MEIRELLES;
MOCHIUTTI, 1999).

Do total da area ocupada por pastagens no Brasil, estima-se que 60
milhdes de hectares sejam formados pela B. brizantha cv. Marandu, que
representa 65% da area plantada na regido Norte e 50% na regido Centro-
Oeste (BARBOSA, 2006).

A espécie B. brizantha cv. Marandu é a que tem adquirido maior
expressividade nas areas de pastagens, sendo assim bastante estudada
(SILVA, 2004). Essa forrageira, conhecida como braquiardo ou brizantao, é
uma espécie muito produtiva e robusta que produz bem em solos de média
a alta fertilidade (LAZZARINI NETO, 2000). Apresenta uma ampla adaptacéo
climatica com boa tolerancia ao sombreamento e ao fogo, ndo tolerando
solos encharcados, com boa producdo de massa verde e sementes viaveis
de alto valor forrageiro (SOARES FILHO, 1994).

A B. brizantha € uma graminea forrageira recomendada como
alternativa para os cerrados de média a boa fertilidade em face de alta
producao de forragem, persisténcia, boa capacidade de rebrota, tolerancia
ao frio, seca, ao fogo e resisténcia ao ataque das cigarrinhas das pastagens,
respondendo bem a adubacio fosfatada e apresentando boa tolerancia a
altos teores de aluminio e manganés no solo, mas nao responde
significativamente & calagem (ALCANTARA; BUFARAH, 1999).

Em climas com estacdo chuvosa no verao, como a regidao Centro-
Oeste, pode ser semeada desde meados de outubro até o final de fevereiro,
sendo ideal de novembro a dezembro. Para um bom estabelecimento, em
boas condi¢cdes de plantio (clima, época, preparo de solo), recomenda-se
uma taxa de semeadura de no minimo 4 kg ha” de sementes puras viaveis,
a profundidade entre 2 e 5 cm e incorporagdo com grade niveladora ou
plantadeira (EMBRAPA, 2007).

Embora as espécies de Brachiaria sejam tolerantes as condicbes
edafoclimaticas do Cerrado, o manejo inadequado e a auséncia na

reposicdo dos nutrientes no solo tém contribuido para aumentar a
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degradagdo nas areas cultivadas. Dessa forma uma pastagem bem
manejada proporciona maior cobertura vegetal do solo favorecendo a
conservagao da agua no solo e seu aproveitamento pelas plantas (BONFIM-
SILVA et al., 2011a).

2.2. Adubacgao nitrogenada em pastagem

O nitrogénio € um dos elementos necessarios em maior quantidade
para o desempenho adequado das plantas, e faz parte de nucleosideos de
fosfato e aminoacidos, que compde a estrutura dos acidos nucléicos e das
proteinas, respectivamente. E considerado um dos nutrientes mais
importantes (DOBBELAERE; OKON, 2007).

O uso de fertilizante nitrogenado € uma pratica comum e responsavel
por elevar os custos da produgéo agricola, além de poder gerar danos ao
ambiente, uma vez que parte do total aplicado € geralmente perdido. A
eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados € em média 50%,
devido a acgao da lixiviagao, volatilizagdo de amdnia, desnitrificacdo, erosao
e imobilizacdo microbiana (REIS JUNIOR et al., 2011).

A compreensao da acao do nitrogénio no solo e nas plantas pode
auxiliar no manejo das pastagens, aumentando a eficiéncia desse insumo,
bem como as perdas e interagées microbiolégicas desse nutriente, fazendo
com que a sua concentragdo no solo ndo seja adequada para fins de
predicdo da disponibilidade do mesmo para as forrageiras. Nesse aspecto a
diagnose foliar € uma ferramenta auxiliar para a determinagcao do estado
nutricional das plantas através do nivel critico interno, porque torna possivel
relacionar uma concentracdo adequada para o maximo desempenho da
planta (ABREU; MONTEIRO, 1999).

Monteiro et al. (1995) demonstraram em experimentagdo com solugao
nutritiva, que para o capim marandu, que os nutrientes que mais limitam a
implantagcéo € o nitrogénio e o fésforo. Assim como Ferrari Neto (1991) que
verificou que as principais limitagdes nutricionais de um Latossolo Vermelho-

Escuro para desenvolvimento de graminea forrageira, em ordem
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decrescente, foram: nitrogénio, fésforo, potassio e enxofre, principalmente
quando as plantas ja estavam estabelecidas.

O nitrogénio é o principal nutriente responsavel pela manuteng¢ao da
produtividade, e sua deficiéncia € apontada como a principal causa de
reducdo na produtividade e degradacdo das areas cultivadas com
gramineas forrageiras (VASCONCELOS, 2006). Porém parte do N
introduzido no sistema de producdo agricola é perdida, reduzindo a sua
eficacia e diminuindo os lucros oriundos dos empreendimentos na pecuaria,
fundamentados na alimentacdo do gado com plantas forrageiras
(PRIMAVESI et al., 2004).

Dentre os macronutrientes, o nitrogénio € um dos que mais contribui
para a produtividade dos pastos, por estar intimamente relacionado com o
desenvolvimento vegetal das plantas. A aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados é considerada o fator chave para o desenvolvimento das
praticas modernas de manejo de pastagens e para a obtengdo de
produtividade elevada (JARVIS et al., 1995).

O fornecimento de nutrientes, em quantidades e proporgcdes
adequadas, particularmente o N, assume grande importadncia no processo
produtivo de pastagens (FAGUNDES et al., 2006).

De acordo com Santos (1997) podem ocorrer aumentos de producéo
de matéria seca e da concentragcdo de nitrogénio no tecido foliar de
Brachiaria decumbens, com o suprimento de nitrogénio em doses elevadas.

Porém, o custo econdémico e ambiental que o uso da adubacao
nitrogenada proporciona tem estimulado a busca por alternativas que
possam diminuir o uso de fertilizantes sem que haja redu¢do do rendimento
da producdo. Uma das possibilidades para viabilizar maior rendimento e
diminuir custos sem prejudicar o ambiente é a utilizagdo do potencial
genético das plantas, aliado aos recursos bioldgicos do solo, como as
bactérias diazotréficas, que podem fixar N, para a planta e produzir
horménios que estimulam o crescimento vegetal, principalmente de raizes,
por aumentar a absor¢ao de nutrientes e agua (DOBBELAERE et al., 2002;
BASHAN et al., 2004).
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2.3. Fixagao bioldgica de nitrogénio

O processo realizado pelos micro-organismos capazes de reduzir o N
atmosférico a formas inorganicas assimilaveis, e garantir a resiliéncia deste
processo, € conhecido como fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN). Esse
processo possui grande importancia no aspecto econémico e ecoldgico, em
sistemas agricolas e florestais (REIS; TEIXEIRA, 2005).

A FBN atmosférico é realizada por micro-organismos procarioticos
conhecidos como diazotroficos. Os diazotréficos podem ser de vida livre,
estar associados a espécies vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com
leguminosas (MOREIRA et al., 2010).

Os diazotréficos compreendem ampla gama de micro-organismos
procariotos, incluindo as arquebactérias, cianobactérias, bactérias Gram-
positivas e Gram negativas que apresentam grande diversidade morfoldgica,
fisioloégica, genética e filogenética. Essa diversidade garante ndo s6 a
resiliéncia dos processos que mediam em um determinado ecossistema,
como também a ocorréncia deste, nos mais diferentes habitats terrestres
(MOREIRA et al., 2010).

A FBN é um dos mais importantes processos conhecidos na natureza
e, has associagdes com gramineas, € realizado por alguns géneros de
micro-organismos tais como: Azospirillum, Herbaspirillum,
Gluconacetobacter, Burkholderia (BALDANI et al., 1999). As bactérias
citadas tém demonstrado seu potencial agricola seja via FBN, seja através
da producdo de hormébnios vegetais, promovendo incremento no
crescimento de plantas de diferentes espécies com énfase no uso das
gramineas forrageiras (SILVA; REIS, 2009).

A contribuicdo da FBN associativa a nutricdo vegetal ndo € tao
significativa como as simbioses, entretanto se for considerada a grande
extensdo de terras recobertas por gramineas e cereais, esta se torna
importante, em termos globais (MOREIRA et al., 2010).

O N fornecido pelo processo de fixagao biolégica € menos propenso a

lixiviagdo e volatilizacdo ja que ele é utilizado in situ, sendo assim, o
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processo biolégico € uma alternativa barata, limpa e sustentavel para o
fornecimento de N na agricultura comercial (HUERGO, 2006).

Estimativas da FBN em gramineas como B. decumbens e B.
humidicola, as quais sdo muito utilizadas para a revegetacdo de areas
degradadas, indicam valores de 30 a 45 Kg ha' ano’ de N (BODDEY;
VICTORIA, 1986).

A utilizacdo de micro-organismos fixadores na agricultura pode
possibilitar a economia em milhdes de dolares de petréleo e gas natural
(fontes de energia nao renovaveis). Calcula-se que, para a produgéo de uma
tonelada de amdbnio, sejam necessarios seis barris de petroleo (VARGAS;
HUNGRIA, 1997).

Existe uma grande necessidade em se pesquisar a contribuicdo da
FBN e diversidade de micro-organismos diazotréficos que se associam com
forrageiras, a fim de se estabelecer o verdadeiro potencial destas bactérias

para promover o crescimento das plantas (REIS JUNIOR, 2002).

2.4, Bactérias diazotréficas associativas

Os diazotroficos associativos podem ser divididos em dois grupos,
sendo eles os endofiticos facultativos (colonizam tanto rizosfera como
interior de raizes) e os endofiticos obrigatorios, os quais colonizam o interior
de raizes (BALDANI et al., 1997).

As primeiras espécies de bactérias diazotréficas associativas foram
isoladas de raizes e partes aéreas de espécies de importancia agricola
como as gramineas e palmeiras (MAGALHAES; DOBEREINER, 1984).

Entre as bactérias diazotréficas, as mais estudadas estédo as
pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkhoderia, os
quais ja foram isolados em plantas de milho (PERIN et al., 2006;
DOBEREINER et al.1976), cana-de-acucar (REIS JUNIOR et al., 2004;
DOBEREINER et al.1976). Também estdo entre as mais estudadas as
bactérias do género Gluconacetobacter (YAMADA et al., 1997;
DOBEREINER et al.1976) e Azoarcus (REINHOLD-HUREK et al., 1993;
DOBEREINER et al.1976), que colonizam partes internas das raizes e
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partes aéreas de gramineas (BALDANI et al.,, 1997; DOBEREINER et
al.1976).

Dentre os fatores ambientais, o estresse hidrico tem grande influéncia
sobre a populagdo de micro-organismos diazotréficos do solo e sobre o
processo de FBN (REIS JUNIOR et al., 2004).

Os organismos pertencentes ao género Azospirillum sao classificados
como rizosféricos, colonizando principalmente a zona de elongacéao e pelos
radiculares, sendo que algumas estirpes de Azospirillum podem ser
encontradas no interior dos vegetais, por isso sdo denominados endofiticos
facultativos (DOBBELAERE et al., 2002).

De acordo com Reis et al. (2010) ja foram descritas 15 espécies de
Azospirillum, sendo elas, A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A.
halopraeferens, A. irakense, A. largimobile, A. doebereinereae, A. oryzae, A.
melinis, A. canadense, A. zeae, A. rugosum, A. palatum, A. picis, A.
thiophilum.

Dentre as espécies descritas as mais estudadas sao A. lipoferum e A.
brasilense, normalmente encontradas em areas tropicais associadas com
forrageiras e cereais como milho, arroz, trigo, sorgo além de outras
gramineas como a cana-de-agucar e de diversas plantas de outras familias
(HARTMAN; BALDANI, 2006; ZAMBRANO et al., 2007).

A espécie A. amazonense foi isolada a partir de amostras de
forrageiras plantadas na regiao amazénica, sendo também encontrada em
associacdo com a rizosfera de arroz, milho e sorgo, além de outras
gramineas utilizadas como pastagens em areas localizadas na regido do
Cerrado e Mata Atlantica (MAGALHAES et al., 1983; REIS JUNIOR et al.,
2006).

No solo, as bactérias do género Azospirillum podem ser encontradas
no mucigel presente na rizosfera de plantas, caracterizando uma
colonizacdo externa das raizes. Na colonizagao interna, suas células podem
penetrar nos espacgos intercelulares de raizes e la se alojarem (BASHAN;
LEVANONY, 1990; BALDANI et al., 1996).
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De acordo com Dobbelaere et al. (2002), Azospirillum ssp pode ser
caracterizada como uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete,
com movimento ativo, com diametro de 0,8 a 2 ym e 2 a 4 ym de
comprimento, com granulos intracelulares de poli- hidroxiburitrato.

Os efeitos benéficos do Azospirillum para as plantas podem ser
caracterizados quanto ao aumento da densidade e comprimento dos pélos
absorventes das raizes; incrementos na velocidade de aparecimento de
raizes laterais e do volume de superficie radicular; alteragdo da respiragao
das raizes e das atividades de enzimas da via glicolitica e do ciclo dos
acidos tricarboxilicos; producdo de nitritos; aumento na absorgcdo de
nutrientes e sinais moleculares que interferem no metabolismo das plantas.
Além dos efeitos hormonais, Azospirillum ainda contribue para a planta
associada com nitrogénio fixado (RIGGS et al., 2001).

Segundo Hungria (2011), inoculantes compostos por estirpes de
Azospirillum spp. sdo comercializados para inoculagao em trigo e milho, com
aumentos de 31 e 26 % na produtividade de graos, respectivamente.

A partir das Ultimas décadas outras bactérias passaram a ser
estudadas quanto a associagdo com gramineas, com destaque para
Herbaspirillum  seropedicae, H. rubrisubalbicans, Gluconacetobacter
diazotrophicus e Burkholderia tropica, as quais possuem um modo de
colonizacédo diferente de Azospirillum, pois sdo consideradas endofiticas
obrigatérias (BALDANI; BALDANI, 2005).

A primeira espécie enddfita a ser identificada foi o Herbaspirillum
seropedicae (BALDANI et al., 1986). Posteriormente, outros membros do
género foram incluidos como o Herbaspirillum rubrisubalbicans (BALDANI et
al., 1996 b), Herbaspirillum frisingense (KIRCHHOF et al., 2001) e
posteriormente houve a descricdo de uma espécie isolada de nodulos de
feijao coabitando com o Rizébio, o Herbaspirillum lusitanum (VALVERDE et
al., 2003).

Os representantes do género Herbaspirillum sao considerados
bactérias endofiticas obrigatoérias e apresentam baixa sobrevivéncia no solo

(BALDANI et al., 1996). Herbaspirillum spp. s&o capazes de colonizar nichos
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especificos no interior dos tecidos vegetais, podendo transferir de forma
mais eficientemente para planta os compostos nitrogenados produzidos e
ainda nao sofrerem limitagdes de substancias ricas em carbono (OLIVARES
et al.,1997).

O género Burkholderia pertence a classe [-proteobactéria. Sao
bactérias gram-negativas em forma de bastonetes méveis, com trés ou mais
flagelos. Atualmente, o género Burkholderia tem 62 espécies descritas com
grande diversidade funcional (MOREIRA et al., 2010).

A espécie B. cepacia, foi descrita por Burkholder (1950) como espécie
fitopatogénica, responsavel pelo apodrecimento dos bulbos de cebolas. Nas
ultimas décadas estudos envolvendo técnicas moleculares reclassificou as
espécies pertencentes ao género Burkholderia, o que anteriormente foi
classificado como uma unica espécie na realidade eram varias espécies
filogeneticamente associadas com grande semelhanga fenotipica
(VANDAMME et al., 1997).

Em 1997, foi comprovado que estes organismos partilhavam
caracteristicas fenotipicas semelhantes, mas genotipicas diferentes,
podendo pertencer a pelo menos cinco espécies diferentes. Atualmente o
“‘complexo Burkholderia cepacia” esta descrito em nove diferentes grupos
(COENYE, 2005).

A FBN é um processo comum entre bactérias do género Burkholderia.
Essa capacidade foi observada inicialmente para B. vietnamiensis (TRAN
VAN et al, 1996), mais tarde estendida a outras espécies, como B.
kururiensis (ESTRADA-DE LOS SANTOS et al, 2001), B. unamae
(CABALLERO-MELLADO et al., 2004), B. tropica (REIS et al., 2004; WEBER
et al., 2000) e B. brasilensis (REIS et al., 2004; WEBER et al., 2000).

A producédo de fito-hormonios por estirpes de Burkholderia também
podem atuar no crescimento vegetal. Em estudos com estirpes de B.
vietnamiensis observou-se a promocao de crescimento de plantas de arroz e
esse acréscimo além da FBN também foi atribuido a producado de fito-
horménios (TRAN VAN et al., 2000).
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Segundo Baldani et al. (1995) quando as bactérias foram inoculadas
numa mistura com H. seropedicae em plantas de arroz as mesmas foram
responsaveis por 19 a 35% do N acumulado na planta via FBN.

Alguns estudos de inoculagdo de arroz em casa de vegetagao
mostraram aumentos de 17-19% do N derivado de FBN para a inoculagao
de plantas com estirpes de H.seropedicae e 11 a 20% para Burkholderia
ssp. (BALDANI, 1996). Em condi¢gdes de campo, dependendo da variedade
de arroz, o incremento na produgdo pode chegar a 50% quando a
inoculagdo é efetuada com estirpes selecionadas (GUIMARAES et al,,
2003).

Oliveira et al. (2007), em estudos realizados com capim marandu
inoculados com estirpes de A. Amazonense observaram que o tratamento
sem aplicagdo de nitrogénio e com inoculagdo produziu 25,1 kg ha' de
forragem sendo essa produgdo maior quando comparado a testemunha sem
aplicagao de N e sem inoculagao.

Sendo assim de acordo com Figueiredo et al. (2008), o uso de
bactérias associativas como forma viavel no fornecimento de N para a
produgdo de gramineas pode chegar ao nivel utilizado atualmente com
rizébio na producido de leguminosas, devido ao avango de novas

ferramentas de biologia molecular e genética de micro-organismos.

2.5. Inoculantes agricolas

Segundo Vessey (2003), inoculante refere-se a utilizagdo de micro-
organismos Vvivos capazes de promover o crescimento vegetal de forma
direta ou indireta, através de diferentes mecanismos, sendo denominado
mundialmente de biofertilizantes.

A produgao de inoculantes em laboratorio para uso em maior escala
foi realizada em 1896, iniciando-se a comercializagdo em 1898 (SILVA,
2009), sendo o mercado de inoculantes brasileiro um dos maiores do mundo
(CHUEIRE et al., 2003).

A legislacéo brasileira por meio do Ministério da agricultura pecuaria e

abastecimento estabelece que os inoculantes comerciais devam apresentar,
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no minimo, 10° células por grama ou mililitro do produto, ao final do seu
prazo de validade, e esta concentragao equivale a quantidade de inoculante
que deve ser misturado a 50 kg de semente para proporcionar, no minimo,
600.000 células bacterianas viaveis por semente, no caso da soja (MAPA,
2004).

Os inoculantes devem ser elaborados com suporte estéril e estarem
livres de micro-organismos néo especificados até o fator de diluigdo 1x107,
podendo este suporte ser sélido ou fluido e ter um prazo de validade minimo
de seis meses a contar da data de fabricacdo devendo conter pelo menos
duas estirpes, podendo estar em diferentes combinacgdes. (MAPA, 2004).

A utilizagdo dos micro-organismos na forma de inoculantes biolégicos
pode ajudar o mercado agricola, por se tratar de uma tecnologia eficiente
para substituir métodos tradicionais de adubagao com fertilizantes a base de
ureia e, atualmente € utilizado principalmente em culturas de leguminosas,
com muito sucesso na cultura de soja (SILVEIRA, 2008).

Nesse contexto para tornar-se viavel o uso dos micro-organismos
para a inoculacdo se faz necessario utilizar um material de suporte como,
por exemplo, a turfa que é um substrato sélido e pode ser usada pura, na
forma de po6 ou granulada, em misturas com argilas (vermiculita) ou carvao.
Sua aplicacao é realizada juntamente com o inoculante diretamente sobre a
semente (REIS, 2004).

Também ¢é muito utilizado o inoculante liquido composto por um
substrato estéril que simplifica o processo de produgado, uma vez que pode
ser produzido e esterilizado na propria industria, e por sua natureza fluida a
adesao dos micro-organismos e a aplicagdo em sementes ou no campo
torna-se facilitada. No entanto, a sobrevivéncia de bactérias nesse tipo de
inoculante e nas sementes inoculadas é dificultada porque as bactérias nao
estdo tdo protegidas do estresse ambiental quanto os micro-organismos
presentes em um inoculante contendo turfa (SINGLETON et al.,, 2002;
TITTABUTR et al., 2007).

No Brasil, a legislagdo atual ndo contempla as normas para a

regulamentacdo de inoculantes para culturas especificas de gramineas.
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Desta forma, os valores de referéncia para riqueza dos inoculantes para
gramineas usados pela industria baseiam-se na proposta feita pela Reuniao
da Rede de Laboratérios para a Recomendacao, Padronizacao e Difusao de
Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola (RELARE) de
1,0x108 células por mililitro ou grama de produto (RELARE, 2010).

No que se refere ao controle de qualidade das sementes inoculadas
com o produto inoculante, a legislacdo nao contempla a analise da
sobrevivéncia das bactérias na semente em um periodo posterior ao
momento da inoculacdo. Os testes existentes apenas analisam a
concentragdo de células logo apdés a inoculacdo, o que nao se reflete
fielmente no campo no momento da semeadura, pois o agricultor geralmente
a realiza em algumas horas ou até dias apos adicionar o inoculante
(DEAKER et al., 2004).

Contudo a inoculagado de bactérias diazotroficas em gramineas tem-
se mostrado eficiente por proporcionar ganhos, principalmente no acumulo
de matéria seca, produgcdo de grdos com maior aproveitamento de agua,
maior efetividade fotossintética e aumento do sistema radicular (PEDRINHO,
2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo na Universidade
Federal de Mato Grosso, Campus Universitario de Rondondpolis, no periodo
de dezembro de 2012 a margo de 2013. Utilizou-se a Brachiaria Brizanta cv.

Marandu (Figura 1).
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FIGURA 1. Vista geral do experimento submetido a inoculagdo com
bactérias diazotroficas em casa de vegetagao.

3.2. Descricao do solo utilizado e adubacao

O solo utilizado foi o Latossolo Vermelho de textura argilosa e coletado
na camada de 0-20 cm, em area de vegetagcdo de Cerrado e realizado
caracterizagdo quimica e granulométrica (Tabela 1), de acordo com a
metodologia descrita pela Embrapa (1997).
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Tabela 1. Andlise quimica e granulométrica de solo (camada de 0-20 cm) de
Cerrado nativo do Campus Universitario de Rondondpolis, Rondonépolis-
MT, 2012

pH P K Ca Mg Al V Areia Silte  Argila M.O

CaCb mg dn® cmol. dm™® % g Kg” gdm?®
4,6 1,4 66 1,1 04 0,5 289 325 150 525 18,8

A saturacdo por bases do solo foi elevada para 50%, com a
incorporagao de calcario dolomitico (PRNT = 80,3%), que reagiu por um
periodo de 30 dias. Durante a reagao do calcario no solo, a umidade do solo
foi mantida pelo método gravimétrico a 60% da maxima retengao de agua no
solo, que foi determinada em laboratério em vasos do mesmo volume dos
utilizados no experimento, em trés repeticoes (BONFIM-SILVA et al., 2011b).

Apds o periodo de incubagao do solo com calcario para corregao da
acidez do solo foi realizada a adubacdo de implantagao, sendo feita com a
aplicacao de fosforo, potassio, enxofre e micronutrientes. As doses de
fosforo, potassio e enxofre utilizadas foram de 200, 150 e 40 mg dm?,
respectivamente, cujas fontes foram o superfosfato triplo, cloreto de potassio
e sulfato de calcio (CABRAL, 2011).

A adubacdo com os micronutrientes foi efetuada com acido bdrico,
cloreto de cobre, cloreto de zinco e molibdato de sédio, nas doses de 1,5 mg
dm?3; 2,5 mg dm?; 2,0 mg dm?®e 0,25 mg dm™, respectivamente (BONFIM-
SILVA; MONTEIRO, 2007).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (trés estirpes pertencentes a colecédo de culturas, sendo
similares a Azospirillum amazonense, Herbaspirillum spp. e Burkholderia
spp., respectivamente e um inoculante comercial (formado pela composigéao
das estirpes ABV-5 e ABV-6 de Azospirillum brasilense), adubagao completa
e um Controle( sem N e sem inoculagao) e cinco repeticdes. Cada parcela
foi constituida por um vaso de 8 dm?, totalizando 30 parcelas experimentais.

A semeadura foi realizada no dia 15/12/2012, com quinze sementes por
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parcela, semeadas diretamente nos vasos, e sete dias apdés o plantio foi

realizado o desbaste deixando cinco plantas por vaso.

3.3. Material biolégico utilizado

A estirpe similar a Azospirillum amazonense foi multiplicada em meio
liquido LGI e as estirpes similares a Burkholderia ssp. e Herbaspirillum ssp.
foram multiplicadas em meio liquido DYGS sob agitagao de 100 rpm a 30 °C
durante 24 horas. Posteriormente ao crescimento uma aliquota de 3 mL de
caldo bacteriano contendo 10® células mL™ foi aplicada no solo préximo a
area radicular de cada planta (Figura 2).

Figurg 2. Aplicacdo de inoculante no solo, proximo ao sitema radicular da
graminea.

Foram realizados trés cortes da parte aérea das plantas, com
intervalo de 30 dias. O primeiro corte foi realizado 30 dias apds a
emergéncia das plantulas, a 5 cm do colo da planta para o primeiro e
segundo cortes, e rente ao colo da planta no terceiro corte, conforme
descrito por Bonfim-Silva e Monteiro (2007). Apds cada corte foi reaplicada a
adubacao nitrogenada (100 mg dm™) para a adubagao completa e adubagéo
potassica (200 mg dm?) para todos os tratamentos, na forma de ureia e
cloreto de potassio, respectivamente. Também foram reinoculados 3 mL de
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caldo bacteriano contendo 108 células mL™" correspondentes aos tratamentos

de inoculagéo.

3.4. Variaveis agronomicas analisadas

As variaveis analisadas foram altura de plantas, numero de folhas e
perfilhos, massa seca de folhas e perfilhos, teor de clorofila Falker, pH do
solo, relagao folha/colmo, relagdo parte aérea/raiz, concentracdo de N na
parte aérea e raizes e proteina bruta (PB) da parte aérea do capim marandu.

A altura das plantas foi medida com régua graduada, do solo até a
curvatura do dossel da planta. A determinagdo do teor de clorofila foi
realizada de forma indireta pela leitura SPAD, com o emprego de um
Clorofildmetro clorofiLOG®.

O pH do solo foi medido em solugdao de CaCl. conforme método
descrito pela Embrapa (1997). A massa seca da parte aérea foi obtida em
estufa de circulacdo de ar a 65°C até atingir massa seca constante
(MALAVOLTA, 1997).

No terceiro corte, as raizes foram peneiradas em malha de 4 mm e
lavadas. Todo o material coletado foi seco em estufa de circulagéo de ar, a
65°C por 72 horas e foi pesado posteriormente.

Apds a secagem e pesagem as amostras foram moidas em moinho
tipo Willey, com peneiras de didmetro de 1 mm. As laminas foliares,
colmo+bainha e raizes foram submetidas a analise de nitrogénio e (PB)
segundo o método de Kjeldahl, descrito por (MALAVOLTA et al.,1997).

3.5. Anadlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente, por meio da analise
de variancia com o teste de F. As variaveis significativas foram comparadas
entre médias, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o
software SISVAR (FERREIRA, 2008). Para as variaveis de massa seca de
raiz e concentragdo de N na raiz, os dados foram transformados para

obtencado da normalidade e homogeneidade da variancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas estruturais e produtivas do capim marandu

4.1.1. Altura de plantas

A inoculagcdo com bactérias diazotroficas associativas no capim
marandu resultou em diferenga estatistica com interagao significativa entre
tratamentos e os cortes feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa
dias (Tabela 2).

Tabela 2. Altura do capim marandu submetido a inoculagcdo com bactérias
diazotroficas associativas e cultivadas em Latossolo Vermelho do Cerrado

Cortes
Tratamentos 1° 2° 3°
Altura
Inoculante comercial 71,40 aA 54,00 aB 24,60 bC
ESB 71,20 aA 57,60 aB 25,60 bC
ESH 75,20 aA 55,40 aB 25,00 bC
ESAA 69,40 aA 52,20 aB 24,20 bC
Adubacéo completa 65,40 aA 56,20 aB 38,80 aC
Controle 70,20 aA 54,40 aB 24,40 bC
CV(%) 10,57

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense ssp. (ESAA). Médias seguidas de mesma letra
mindscula na vertical e maidscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05)

A altura do capim marandu para o primeiro corte ndo resultou em
significancia estatistica, porém foi superior para o tratamento com a estirpe
similar a Herbaspirillum (13,1%), em comparagao a adubagdao completa e
maior (6,64%) em relagao ao tratamento controle (Tabela 2).

As plantas inoculadas com inoculante comercial e estirpe similar a.
Burkholderia ssp. apresentaram resultados entre (8,4 e 8,2%) em relagéo a
adubacgao completa, sendo que aumentos em menores percentuais (1,68 e
1,66%) referentes a essas estirpes foram observados para altura do capim

também quando comparados ao tratamento controle. Esses resultados
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indicam que no primeiro corte o N disponibilizado pelas bactérias para o
capim marandu possivelmente foi suficiente para manter a demanda
energética que a planta necessitou para seu desenvolvimento inicial (Tabela
2).

Para o segundo corte também ndo houve diferenga estatistica
significativa, porém para a estirpe similar a. Burkholderia ssp. foi observado
maior altura em comparagdo a adubagdo que nao recebeu N e nem
Inoculagcdo (5,5%). As plantas inoculadas com a estirpe similar a
Herbaspirillum também apresentaram ganho de (1,8%) em comparagao ao
tratamento controle (Tabela 2).

No presente estudo o tratamento com adubacado completa, foi o que
proporcionou maior altura de plantas em relagcao aos demais tratamentos no
terceiro corte (Tabela 2). Entretanto, quando comparado os tratamentos de
inoculagdo com o controle, observou-se aumento na altura de plantas de
4,92% no tratamento com inoculante composto pela estirpe similar a
Burkholderia ssp., 2,45% no tratamento que utilizou o inoculante com
Herbaspirillum e 0,82% de aumento com o inoculante comercial. Levando
em consideragcdo que a maxima altura de plantas do capim marandu
encontrada corresponde ao tratamento com adubagéo nitrogenada (100%),
observou-se que os demais tratamentos apresentaram altura entre 62 e 65%
da maxima producio observada para o terceiro corte.

Esse resultado € decorrente das fungdes desempenhadas pelo
nitrogénio, como componente estrutural de macromoléculas e enzimas,
envolvidas no processo de desenvolvimento vegetativo das plantas
(MALAVOLTA, 2006). Resultados semelhantes foram encontrados por
Guimaraes et al. (2011a), que trabalhando com B. brizantha cv. Marandu
inoculadas com Azospirillum spp. observaram para a variavel altura de
plantas, maiores valores para as plantas inoculadas com a estirpe AZ02,
quando comparado com as plantas que n&o receberam nitrogénio nem a
inoculagao, assim como observados valores mais proximos daqueles obtidos

com a adubagdo completa.
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Houve interagcdo significativa também entre cortes, sendo que no
primeiro corte foram observadas médias de altura das gramineas forrageiras
superiores as médias do segundo corte que por sua vez foram superiores as
do terceiro corte. As maiores médias de altura observadas no primeiro
(75,20), segundo (57,60) e terceiro cortes (38,80) demonstraram
caracteristicas de decréscimo ao longo do tempo, ou seja, ao longo do
intervalo dos trés cortes, evidenciando assim a influéncia do fator tempo no

desenvolvimento estrutural das gramineas (Tabela 2).

4.1.2. Numero de folhas

A inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no capim
marandu influéncio significativamente na producdo de numero de folhas ao
longo dos cortes feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa dias
(Tabela 3).

Tabela 3. Numero de folhas do capim marandu nos trés cortes, submetido a
inoculagdo com bactérias diazotroficas associativas e cultivadas em
Latossolo Vermelho do Cerrado

Cortes
Tratamentos 1° 2° 3°
Numero de Folhas

Inoculante comercial 167,20 abA 134,80 bAB 124,40 bB
ESB 183,80 abA 156,20 bA 172,40 bA
ESH 161,60 bA 133,80 bA 133,00 bA
ESAA 166,00 abA 148,40 bAB 122,20 bB
Adubacao completa 214,20 aC 306,60 aB 413,40 aA
Controle 173,80 abA 141,80 bA 154,40 bA

CV(%) 15,48

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense ssp. (ESAA). Médias seguidas de mesma letra
minuscula na vertical e maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05)

No primeiro corte, no tratamento inoculado onde foram utilizadas
bactérias com a estirpe similar a Burkholderia, observou-se um aumento de
6% no numero de folhas do capim marandu, quando comparados ao
tratamento controle. Porém a adubacdo completa foi o tratamento que

apresentou maior numero de folhas por vaso (214,20), caracterizando assim
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a maxima producdo de numero de folhas (Tabela 3). Contudo, quando
comparada a adubagao completa aos demais tratamentos, observou-se
numero de folhas de 86% para o tratamento com Burkholderia e 75% para
Herbaspirillum, em relagdo a maxima produgéo observada. (Tabela 3).

Resultados semelhantes foram encontrados por Guimardes et al.
(2011b), que trabalhando com B. decumbens cv. decumbens observaram
para a variavel numero de folhas que a estirpe AZ18 proporcionou um
aumento de 10% em relagcéo as plantas que ndo receberam nitrogénio nem
a inoculacdo. Esta estirpe aproximou-se 83% nesta variavel em comparagao
ao tratamento que recebeu a adubacédo completa.

Alexandrino (2010) observou aumento do numero de folhas de B.
brizantha cv. Marandu, tendo recebido adubacdo completa durante o
estabelecimento das plantas, atribuindo também que a densidade
populacional e o peso de perfilhos sdo os dois componentes que definem os
principais indices nos aumentos da producédo de matéria seca da planta.

No segundo corte do capim marandu, o numero de folhas foi maior
para adubacdo completa, observando-se maxima producdo, porém ao
compara-la aos demais tratamentos, observou-se altura de plantas entre 51
e 43% da maxima produgdo (Tabela 3). As demais variaveis nao
apresentaram diferenca estatistica entre si, porém quando comparadas o
tratamento controle com a Burkholderia e a estirpe similar a A. amazonense
apresentaram um acréscimo de 10,15 e 4,65% no numero de folhas (Tabela
3).

Para o terceiro corte, no tratamento com Burkholderia verificou-se um
aumento de 11,4% no numero de folhas quando confrontado com a
adubacdo sem nitrogénio e sem inoculagdo. Porém a adubagdo completa
proporcionou maior numero de folhas (100%). Desse modo, o inoculante a
base de Burkholderia produziu o equivalente a 41% da maxima produc¢ao de
folhas (Tabela 3).

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2007)
que trabalhando com B. brizantha cv. Marandu mostraram que essa

graminea sem aplicacdo de nitrogénio e com inoculagdo de bactérias
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diazotréficas produziu mais forragem do que a testemunha (sem aplicagéo
de N e sem inoculagao), sendo apontada pelos autores como alternativa
sustentavel para aumento na produgao de forragem.

No primeiro corte os tratamentos inoculados foram estatisticamente
iguais ao segundo e terceiro cortes, tendéncia que nao foi observada para a
adubacgao completa que proporcionou aumento de numero de folhas a cada
corte, sendo assim o numero de folhas influenciado significativamente pela

acao da adubagao completa ao longo do tempo (Tabela 3).

4.1.3. Numero de perfilhos

A inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no capim
marandu influenciou significativamente na producdo de numero de perfilhos
ao longo dos cortes feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa dias
(Tabela 4).

Tabela 4. Numero de perfilhos, do capim marandu nos trés cortes,
submetido a inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas e cultivadas
em Latossolo Vermelho do Cerrado

Cortes
Tratamentos 1° 2° 3°
N° Perfilhos

Inoculante comercial 32,80 aB 45,00 bA 43,40 cAB
ESB 34,00 aC 46,40 bB 57,60 bA
ESH 30,60 aB 41,00 bAB 45,60 bcA
ESAA 34,20 aB 39,60 bAB 45,40 bcA
Adubacao completa 39,20 aC 72,00 aB 119,20 aA
Controle 34,60 aB 40,40 bB 52,40 bcA

CV(%) 14,91

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense ssp. (ESAA). Médias seguidas de mesma letra
minuscula na vertical e maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05)

O numero de perfilhos do capim marandu para o primeiro corte foi
maior no tratamento com adubagdo completa, equivalente a 39,20 perfilhos
por unidade experimental. Contudo ndo houve diferenga estatistica do
controle, das estirpes ESAA, ESB e o inoculante comercial para o primeiro
corte (Tabela 4).
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Contudo quando comparados os demais tratamentos com a
adubacdo completa, observou-se que os mesmos obtiveram numero de
perfilhos entre 78 e 87% da maxima produgao de perfilhos.

Bonfim-Silva e Monteiro (2006), trabalhando com recuperagéo de
pastagens de capim braquiaria, sob doses de nitrogénio e enxofre,
verificaram que o nitrogénio € o nutriente mais importante no numero de
perfilhos em forrageiras.

Guimaraes et al. (2011a), trabalhando com B. brizantha cv. Marandu
observaram que os isolados AZ04, AZ13 e AZ17 apresentaram aumento em
até 79% no numero de perfilhos quando comparados as plantas sem
nitrogénio e sem inoculagéo. No segundo corte também foi observado maior
numero de perfilhos para o tratamento que recebeu adubagdo completa,
com isso os demais tratamentos mantiveram numero de perfilhos num
intervalo entre 55 e 64%, em comparagao a adubacgéo completa (Tabela 4).
Porém néo foi observada diferenga estatistica significativa entre os demais
tratamentos exceto para o que recebeu adubagao completa.

De acordo com Alexandrino et al. (2005) em estudos realizados com
capim marandu submetido a doses de N, observaram grande diferenca de
perfilhamento ao longo do tempo de rebrota em relagdo ao suprimento de
nitrogénio, indicando que as plantas ndo adubadas com N quase n&o
perfilharam ao longo do tempo.

O numero de perfilhos do capim marandu no terceiro corte foi maior
no tratamento que recebeu adubagao completa. O tratamento com estirpes
similares a Burkholderia ssp. produziu o equivalente a 48% da maxima
producio observada e quando comparado ao controle 0 mesmo apresentou
acréscimo de 9,9%, sendo esse acréscimo ainda maior (35%) em relagédo ao
inoculante comercial, apesar de os mesmos nao diferirem estatisticamente
entre si (Tabela 4).

O numero maior de perfilhos que a graminea forrageira foi submetida
a adubacado completa pode estar relacionado ao nitrogénio fornecido, uma
vez que o N exerce papel importante no desenvolvimento dos perfilhos e,

consequentemente, na producido de massa seca, pois faz parte das
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proteinas e acidos nucléicos, os quais participam ativamente da sintese de
compostos organicos, que formam a estrutura do vegetal (MALAVOLTA,
2006).

Houve interacido entre cortes e bactérias sendo observada diferencga
estatistica nos respectivos tratamentos com uma tendéncia ao aumento no
perfilhamento ao longo dos cortes (Tabela 4). Essa tendéncia ao longo dos
cortes se confirma na ocorréncia do maior numero de perfilhos ter sido
observada no segundo e terceiro cortes em relagdo ao primeiro, justificando-
se pela maior demanda de energia para a planta ocorrer no periodo inicial
de crescimento para o seu estabelecimento e a formagdo do sistema
radicular e da parte aérea. A partir do segundo corte com a parte aérea e
sistema radicular ja estabelecido a capacidade da planta absorver mais

nutrientes é considerada maior.

4.1.4 Massa seca de folhas

A inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no capim
marandu resultou em diferenca estatistica para massa seca de folhas com
interacéo significativa entre tratamentos e os cortes feitos em intervalos de

trinta, sessenta e noventa dias (Tabela 5).

Tabela 5. Massa seca de folhas, de capim marandu nos trés cortes,
submetida a inoculagdo com bactérias diazotréficas associativas e cultivadas
em Latossolo Vermelho do Cerrado

Cortes
Tratamentos 1° 2° 3°
Massa seca de Folhas (g vaso™)

Inoculante comercial 10,80 bB 23,10 bA 5,05cC
ESB 13,70 bB 25,60 abA 5,14 bC
ESH 11,00 bB 22,86 bA 4,40 cC
ESAA 11,90 bB 21,70 bA 4,04 cC
Adubacao completa 37,30 aA 29,70 aB 30,90 aB
Controle 12,10 bB 22,71 bA 4,86 bC

CV(%) 13,54

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense ssp. (ESAA). Médias seguidas de mesma letra
minuscula na vertical e maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05)
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A massa seca de folhas no primeiro corte apresentou maior produgao
para o tratamento que recebeu adubagdo completa. No tratamento com
Burkholderia houve producdo de 37% quando comparados a maxima
produgdo. Contudo mesmo nao havendo diferenca estatistica entre os
tratamentos inoculados o que apresentou menor producao foi o inoculante
comercial, onde se observou massa seca de folhas equivalente a 29% da
maxima producao (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram encontrados por Guimardes et al.
(2011a), que observaram em estudos feitos com Brachiaria brizantha cv.
Marandu em fungado da inoculagdo com estirpes de Azospirillum spp., que
para o parametro massa seca de folhas, observaram maior massa seca de
folhas no tratamento que recebeu adubagado completa.

No segundo corte a maior massa seca de folhas, foi observada na
presenca de adubacgdo completa (29,7 g vaso™), apesar da mesma nao
diferir estatisticamente do tratamento com estirpe similar a Burkholderia ssp.,
inoculante comercial e Herbaspirillum ssp., que produziram o equivalente a
86,2; 77,7 e 76,9 % respectivamente. Porém nos tratamentos com adubacao
sem nitrogénio e sem inoculagdo e estirpes de A. amazonense, foram
observados os menores valores (76,5 e 73%) para massa seca de folhas
apesar de os mesmos nao diferirem estatisticamente dos demais
tratamentos inoculados (Tabela 5).

No terceiro corte observou-se maior massa seca de folhas no
tratamento completo, porém nesse caso houve muita discrepancia na
produgcdo dos demais tratamentos quando comparados a producado da
adubacdo completa, que produziu cerca de 90% mais que os tratamentos
inoculados e o controle. No entanto, os demais tratamentos nao diferiram
estatisticamente entre si, destacando-se os inoculantes com estirpe similar a
Burkholderia e inoculante comercial, que aumentaram a produgao de massa
seca de folhas em (6 e 4%) respectivamente, quando comparados com as
plantas que receberam o tratamento controle (Tabela 5).

Houve diferenca significativa para massa seca de folhas do capim

marandu entre cortes, sendo observado um acréscimo do segundo corte em
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comparagao ao primeiro, seguida de um decréscimo no terceiro corte, entre

os tratamentos inoculados (Tabela 5).

4.1.5. Massa seca de colmos

A inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no capim
marandu influenciou significativamente na producdo de massa seca de
colmos ao longo dos cortes feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa
dias (Tabela 6).

Tabela 6. Massa seca de colmos, do capim marandu, submetida a
inoculagdo com bactérias diazotroficas associativas e cultivadas em
Latossolo Vermelho do Cerrado

Cortes
Tratamentos 1° 2° 3°
Massa seca de Colmos (g vaso™)

Inoculante comercial 4,89 bB 14,19 bA 0,64 bC
ESB 6,39 bB 15,80 abA 0,65 bC
ESH 4,92 bB 14,05 bA 0,63 bC
ESAA 5,10 bB 13,46 bA 0,60 bC
Adubacgao completa 17,13 aA 18,78 aA 9,14 aB
Controle 5,70 bB 15,04 bA 0,86 bC

CV (%) 23,24

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirilum Amazonense ssp. (ESAA). Médias seguidas de mesma letra
minuscula na vertical e maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

No tratamento completo, para o primeiro corte, foi observada maior
producdo de massa seca de colmos, sendo a mesma equivalente a (100%)
da produgdo. Porém o tratamento com estirpe similar a Burkholderia ssp.
apresentou acréscimo na produgcdo (12%) em comparagdo com ao
tratamento controle, apesar de os mesmos nao diferirem estatisticamente
(Tabela 6). Estes resultados estdo de acordo com Guimaraes et al. (2011b)
que trabalhando com B. decumbens cv. Decumbens em fungdo da
inoculacdo com estirpes de Azospirillum spp. observaram que houve um
incremento de 11 % da massa seca de colmos, quando comparados a

adubagao sem nitrogénio e sem inoculagao.
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No segundo corte ndo houve diferenga estatistica significativa entre
os tratamentos, contudo a estirpe de Burkholderia ssp. produziu (84,13%) da
maxima producao de massa seca de folhas obtida pela adubacédo completa.

Zanetti (2010) em estudos realizados com capim elefante sob os
tratamentos com e sem inoculagdo e com uma mistura de bactérias
diazotroficas, observou rendimento de biomassa de colmo para o gendtipo
CNPGL F06-3 que promoveu um incremento de produtividade massa seca
de colmos de 2,6 Mg ha™.

Os tratamentos com estirpes similares a Burkholderia ssp. e
Herbaspirillum ssp. foram os que mais se destacaram quando comparados a
ao tratamento controle, pois produziram acréscimo de (14 e 3%) na massa
seca de colmos. Contudo no tratamento com adubacdo completa foi
observada maior producdo de massa seca de colmos para o terceiro corte
do capim marandu (Tabela 6).

De acordo com Alexandrino et al. (2005) o baixo acumulo de massa
seca de colmos das plantas forrageiras, na auséncia de adubagéo
nitrogenada, deve-se ao menor alongamento do colmo e ao baixo
perfilhamento, onde a produgcdo de massa seca de colmos e bainhas é
componente relevante para a produgao de forragem, pois os colmos e
bainhas sdo O6rgdos armazenadores de substancias organicas nas
gramineas, o que pode interferir na capacidade de rebrota dos capins.

Para massa seca de colmos foram observados resultados
significativos entre cortes, observando-se aumento nas médias de massa
seca de colmos no segundo corte em relagdo ao primeiro e decréscimo em

comparagao ao terceiro corte (Tabela 6).

4.1.6. Massa seca de parte aérea

A inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no capim
marandu influenciou significativamente na produgcéo de massa seca de parte
aérea ao longo dos cortes feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa
dias (Tabela 7).
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Tabela 7. Massa seca de parte aérea, de capim marandu, submetida a
inoculagao com bactérias diazotroficas associativas cultivado em Latossolo
Vermelho do Cerrado

Cortes

Tratamentos 1° 2° 3°

Massa seca de parte aérea (g vaso™)
Inoculante comercial 15,74 bB 37,26 bA 15,46 bC
ESB 20,12 bB 41,41 abA 17,27 bC
ESH 15,93 bB 36,92 bA 15,41 bC
ESAA 16,96 bB 35,14 bA 14,07 bC
Adubacao completa 54,45 aA 48,48 aB 64,26 aC
Controle 17,87 bB 37,76 bA 15,52 bC

CV(%) 15,49

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense ssp. (ESAA). Médias seguidas de mesma letra
minuscula na vertical e maiuscula na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05)

Na massa seca de parte aérea do primeiro corte observou-se maior
producdo no tratamento com adubagé&o completa, que equivale a (100%) da
producdo. O tratamento com Burkholderia ssp. apresentou aumento de 12%
em relacdo ao controle mesmo nao diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos inoculados (Tabela 7). Esses resultados indicam que com a
presenca de inoculagdo ocorre maior desenvolvimento produtivo da massa
seca de parte aérea do capim marandu, quando comparados ao tratamento
controle.

De acordo com Zanetti (2010) em estudos realizados com capim
elefante com e sem inoculacdo e com uma mistura de bactérias
diazotroficas, houve produtividades de matéria seca de 41, 32, 27 e 27 Mg
ha', respectivamente, quando inoculados, e 37, 33, 29 e 29 Mg ha™,
respectivamente, quando nao inoculados. Silva et al. (2005) observaram
maior crescimento da B. brizantha cv. Marandu no primeiro corte, em relagao
a rebrota, em funcao de doses de N.

No segundo corte houve maior produgdo de massa seca de parte
aérea para o tratamento com adubacdo completa mesmo nao diferindo
estatisticamente dos tratamentos com estirpe similar a Burkholderia ssp. e
tratamento controle, assim como para o inoculante comercial. No tratamento

com estirpes de Burkholderia houve acréscimo de producédo de 9,6% da
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massa seca de parte aérea quando comparado a producdo das plantas
tratadas com a adubagdo sem nitrogénio e sem inoculagdo. Porém a
Burkholderia ssp. proporcionou produgao equivalente a 85% da massa seca
de parte aérea em comparagao a adubagao completa (Tabela 7).

Benett et al. (2008) em estudos realizados com doses de nitrogénio e
épocas de corte, observaram produtividade de massa seca da B. brizantha
cv. Marandu (2.097 kg ha™), para o primeiro corte e (8.456 kg ha') para o
terceiro corte.

Para o terceiro corte o tratamento de maior producdo de massa seca
de parte aérea também foi observado para a adubacao completa. Os demais
tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si, porém estirpe similar a
Burkholderia ssp. proporcionou aumento de producdo de massa seca de
parte aérea equivalente a 11% em relacdo a producdo das plantas
submetidas ao tratamento controle (Tabela 7).

Abreu e Monteiro (1999) observaram que as producdes de matéria
seca da parte aérea do capim marandu, avaliadas aos 14, 28 e 42 dias do
crescimento inicial variaram significativamente com as doses de nitrogénio e
as maximas producgdes foram obtidas nas doses de 140, 152 e 190 mg kg,
constatando que o requerimento de nitrogénio € maior apdés o
desenvolvimento inicial da graminea incrementando a produgdo de matéria
seca.

Foram observados resultados significativos, havendo interagéo entre
cortes e bactérias para massa seca de parte aérea do capim marandu, com
um acréscimo na massa seca de parte aérea do primeiro para o segundo
corte seguida de decréscimo no terceiro corte, sendo que a ESB apresentou
medias maiores de massa seca de parte aérea ao longo dos trés cortes
quando comparadas aos demais tratamentos inoculados (20,12; 41,41;
17,27) respectivamente (Tabela 7).

O efeito da exposigao das gramineas a intervalo entre cortes péde ser
comprovado pelos relatos de Lavezzo et al. (1980), que encontraram um
aumento no teor de massa seca de parte aérea em B. decumbens de 18,5%

para 33,4% quando o periodo se estendeu de 28 a 168 dias,
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respectivamente. Vieira e Gomide (1970) também obtiveram teores médios
de massa seca de parte aérea de 18,4%, 22,0% e 27,5% quando o intervalo
entre cortes em capim-elefante evoluiu entre 28, 56 e 84 dias,
respectivamente.

Segundo Costa (1995), a melhor idade de corte do capim marandu,
visando conciliar melhor a produc¢ao e melhores teores de PB situa-se entre
56 e 70 dias de crescimento vegetativo. No presente estudo os maiores
valores de massa seca de parte aérea foram observados a partir dos 60 dias

de cultivo do capim marandu.

4.1.7. Relagao folha/colmo+bainhas

A inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no capim
marandu obteve resultado significativo na relagdo folha/colmo+bainhas ao
longo dos cortes feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa dias
(Tabela 8).

Tabela 8. Relagdo folha/colmo+bainhas, de capim marandu, submetido a
inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas cultivado em Latossolo
Vermelho de Cerrado

Relacao folha colmo+bainhas (g vaso ™)

Tratamentos 1° 2° 3°

Inoculante comercial 2,21 aA 1,65 aB 0,49 aC
ESB 2,17 aA 1,64 aB 0,42 aC
ESH 2,32 aA 1,63 aB 0,41 aC
ESAA 2,47 aA 1,62 aB 0,41 aC
Adubacgao completa 2,20 aA 1,59 aB 0,93 aC
Controle 2,15 aA 1,53 aB 0,47 aC

CV (%) 19,10

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

No primeiro corte ndo houve diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos, porém as estirpes similares a Azospirillum amazonense,
Herbaspirillum, Burkholderia e inoculante comercial foram superiores nessa
relagdo (12,95; 7,32; 2,71 e 1 %) respectivamente quando comparados ao

controle. Essas estirpes também foram superiores quando comparadas a
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adubacao completa (10,93; 5,17 e 0,45 %) respectivamente, exceto para
estirpe de Burkholderia.

Para o segundo corte em todos os tratamentos inoculados foram
observadas maiores valores de altura do capim marandu (5,5 até 7,27 %)
quando comparados as plantas submetidas ao tratamento controle e valores
de (1 até 3,63%) quando comparados a adubagao completa.

Uma alta relagdo folha/colmo+bainhas representa forragem de
elevado teor de proteina, digestibilidade e consumo, capaz de atender as
exigéncias nutricionais dos ruminantes, garantindo maior ganho de peso ou
producado de leite pelos animais (WILSON, 1982). No presente estudo o
tratamento que recebeu adubagao completa apresentou maior relagao folha
colmo (0,93), caracterizando assim a maxima relagao (100%). Porém quanto
aos tratamentos inoculados os mesmos néao diferirem estatisticamente entre
si, sendo 0 que mais se destacou comparado a adubagé&o sem nitrogénio e
sem inoculagado foi o inoculante comercial com aumento de relagao folha
colmo superior a 4% (Tabela 8).

A alta relagdo folha/colmo+bainhas confere a graminea melhor
adaptacdo ao pastejo ou tolerancia ao corte, por apresentar um momento
fenolégico em que os meristemas apicais se apresentam mais proximos ao
solo e, portanto, menos vulneraveis a destruicdo pelo corte animal ou
maquina (PINTO et al., 1994).

Houve efeito isolado na relagcdo folha/colmo+bainhas sendo
influenciada significativamente pela inoculacdo com bactérias associativas
ao longo dos cortes do capim marandu, sendo observados resultados
positivos maiores dessa relagdo no primeiro em relagdo ao segundo e
terceiro cortes. As maiores médias dessa relagao foram ao longo dos cortes
foi (2,47; 1,65 e 0,93) para a ESAA, inoculante comercial e adubagao
completa (Tabela 8).

No terceiro corte as médias ficaram abaixo do nivel critico toleravel
para o bom desenvolvimento do capim marandu. O limite critico dessa
relagcdo € 1,0 e esse nivel critico leva em consideracdo a quantidade e a

qualidade da forragem produzida (PINTO et al., 1994). Essa relagao para o
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terceiro corte pode ter sido influenciada negativamente pelo fato de que
nesse ultimo corte as gramineas forrageiras foram cortadas rente ao solo,
proporcionando maior massa seca de colmos nesse corte em relagao aos
cortes anteriores, favorecendo assim essa baixa relacdo de

folha/colmo+bainhas.

4.1.8. Massa seca de raiz
Os efeitos da inoculacdo de bactérias diazotroficas endofiticas em
capim marandu foram estatisticamente significativos para a variavel massa

seca de raiz (Tabela 9).

Tabela 9. Massa seca de raiz, de capim-marandu, submetida a inoculacao
com bactérias diazotroficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho do
Cerrado

Massa seca de raiz (g vaso™)

Tratamentos 3° corte
Inoculante comercial 33,30 b
ESB 58,94 b
ESH 41,48 b
ESAA 39,89 b
Adubacao completa 124,50 a
Controle 39,22 b

CV (%) 30,3

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense ssp. (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A maior massa seca de raiz foi observada nas plantas em que
receberam adubacido completa. Contudo, entre as plantas que receberam os
demais tratamentos, os que produziram aumento de massa seca de raiz em
relagdo ao tratamento controle foram as inoculadas com estirpes de
Burkholderia ssp., Herbaspirillum ssp. e Azospirillum amazonense, com (50;
6 e 2%) respectivamente (Tabela 9).

Esses resultados diferem dos encontrados por Guimaraes et al.
(2011b) que trabalhando com brachiaria decumbens inoculada com
azospirillum spp. ndo observaram diferencga estatistica entre os tratamentos

de inoculacdo e o adubado para a variavel massa seca de raiz.
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Bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo benéficas as
plantas e possuem a capacidade de colonizar as raizes e outros tecidos
internos do vegetal, sem causar sintomas de doengas (REIS, 2007).

Além da fixacdo biolégica de nitrogénio, as bactérias diazotroficas
podem promover o crescimento do vegetal através da produgdo de
substancias promotoras de crescimento (auxinas), que aumentam o
tamanho e a superficie radicular podendo contribuir para melhor absorgao
de nutrientes e agua do solo (MOREIRA et al., 2010).

Entretanto, Santos Junior (2001) verificou que a maxima produgao de
massa seca de raizes no capim marandu ocorreu na dose de nitrogénio de
303 mg L'. Santos e Monteiro (1999) também relataram que, para
maximizar a produgdo de massa seca de raizes da Brachiaria decumbens, a

dose de N teria de estar elevada.

4.1.9. Relagcao massa seca de parte aérea e raiz
Para a relacdo massa seca de parte aérea e raiz foi observado

resultado estatistico significativo (Tabela 10).

Tabela 10. Relagdo massa seca de parte aérea e raiz de capim marandu
submetido a inoculagdo com bactérias diazotréficas associativas cultivado
em Latossolo Vermelho de Cerrado

Relagdo massa seca de parte aérea/raiz (g vaso ™)

Tratamentos

Inoculante comercial 0,50 ab
ESB 0,30 b
ESH 0,38 ab

ESAA 0,36 b
Adubacdo completa 0,54 a
Controle 0,40 ab

CV (%) 25,44

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A adubagao completa apresentou maior relagédo massa seca de parte
aérea e raiz, mesmo nao tendo diferido estatisticamente do inoculante

comercial, tratamento controle, Herbaspirillum ssp. e A. amazonense. No
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entanto no tratamento com inoculante comercial foi observado aumento
(25%) na relacédo massa seca de parte aérea e raiz quando comparado com
as plantas que receberam o tratamento controle, mesmo nao diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos inoculados (Tabela 10).

Esses resultados inferem que quanto maior for a relagédo massa seca
de parte aérea e raiz, maior sera também a quantidade de massa seca de
parte aérea do capim marandu, o que para o presente estudo € mais
interessante, pois o principal objetivo € aumentar produgao de forragem com
a menor demanda energética possivel por parte da planta.

A associacao de plantas com Azospirillum é mais relacionados a
promoc¢ao do desenvolvimento vegetal, principalmente do sistema radicular,
do que a FBN, embora haja inumeros relatos que apontam para a viabilidade
desse processo (OLIVEIRA et al., 2007).

4.2. pH do solo

No presente estudo n&o foi observado resultado estatistico
significativo da inoculagcdo com bactérias diazotréficas associativas quanto
ao pH do solo em nenhum dos trés cortes do capim marandu (Tabela 11).

Esses resultados demonstram que os tratamentos nao influenciaram
no pH do solo mediante ao desenvolvimento do capim marandu, diferindo
dos resultados encontrados por Guimaraes et al.(2011c), que em estudos
sobre a influéncia do nitrogénio mineral e do pH da rizosfera sobre a
populacdo de bactérias diazotréficas em plantas de arroz observaram
diferenca estatistica no pH da rizosfera, o que pode ter influenciado a
populagdo de micro-organismos diazotroficos presentes na rizosfera dessas
plantas.

Contudo para as gramineas forrageiras, de modo geral o pH do solo
ideal fica numa faixa de 5,0 a 6,5; correspondendo a saturacao por base de
40 a 70% (RAIJ, 1983). Porém, para solos do Cerrado ha necessidade de
manter o pH do solo acima de 5,5, devido a saturagao do solo por aluminio

ocorrer preferencialmente em saturagdo menor que 40% (RAIJ et al., 1996).
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Tabela 11. pH do solo cultivado com capim marandu submetido a inoculagao
com bactérias diazotroéficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho de
Cerrado

pH do solo

Tratamentos 1°corte 2°corte 3° corte
Inoculante comercial 4,89 a 4,88 a 4,78 a
ESB 4,87 a 4,87 a 4,66 a
ESH 4,87 a 4,80 a 4,78 a
ESAA 4,86 a 4,74 a 4,68 a
Adubacao completa 4,88 a 4,86 a 4,80 a
Controle 492 a 4,88 a 473 a

CV (%) 2,39

Estirpe similar & Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.3. Caracteristicas nutricionais do capim marandu

4.3.1. Leitura SPAD
A inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no capim
marandu influéncio de forma significativa a leitura SPAD ao longo dos cortes

feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa dias (Tabela 12).

Tabela 12. Leitura SPAD, de capim marandu no segundo e terceiro cortes,
submetido a inoculagdo com bactérias diazotréficas associativas cultivado
em Latossolo Vermelho de Cerrado

Cortes
Tratamentos 1° 2° 3°
Leitura SPAD

Inoculante comercial 39,64 aA 20,40 bB 22,22 bB
ESB 39,80 aA 22,06 bB 23,30 bB
ESH 40,16 aA 21,14 bB 24,48 bB
ESAA 42,54 aA 21,84 bB 23,30 bB
Adubacao completa 44,08 aA 30,64 aC 35,40 aB
Controle 39,90 aA 22,34 bB 22,40 bB

CV(%) 8,74

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

No primeiro corte ndo houve diferenca estatistica significativa,

contudo a estirpe similar a Azospirillun amazonense obteve leitura



46

equivalente a (96,50%), quando comparada a maxima leitura SPAD, obtida
pela adubacao completa. Porém, quando comparada as estirpes Azospirillun
amazonense e Herbaspirilum com o tratamento controle as mesmas
obtiveram aumentos (6,2 e 0,64%) respectivamente.

A leitura SPAD mede o teor indireto de clorofila nas folhas e esta
diretamente relacionada a capacidade da planta em fazer fotossintese.
Segundo Torres Netto et al. (2005), a determinacao indireta do teor de
clorofila em folhas pode ser usada como ferramenta para diagnosticar a
integridade do aparelho fotossintético.

Alguns autores sugerem que o teor de clorofila pode ser utilizado
como indicador do nivel de N na planta, além de boa correlagdo com o
rendimento de algumas culturas (GIL et al., 2002; ROCHA et al., 2005).

No tratamento com adubacdo completa foi observada maior leitura
SPAD (30,5). Nos demais tratamentos nao foram observados acréscimos
quando comparados a adubacdo completa, mesmo nao diferindo
estatisticamente entre si (Tabela 12). Guimarédes et al. (2011b) trabalhando
com Brachiaria decumbens cv. Decumbens em funcdo da inoculagdo com
estirpes de Azospirillum spp. observaram um aumento em torno de 10% nas
folnas das plantas que foram inoculadas com a estirpe AZ18, quando
comparado a adubacdo sem nitrogénio e sem inoculagdo, e 82% de
aproximacao com o tratamento que recebeu a adubacdo completa para
leitura SPAD.

Segundo Jordao et al. (2010) em estudos realizados com inoculagao
em milho e capim houve efeito positivo na inoculacdo das sementes de
milho com Azospirillum brasiliense. A média da leitura do indice SPAD nos
tratamentos com a presenca da bactéria foi maior que a média dos
tratamentos onde nao houve inoculagdo, comprovando a eficiéncia desse
micro-organismo em fixar nitrogénio.

No terceiro corte foi observada maior leitura SPAD para o tratamento
com adubacdo completa. Porém os tratamentos com estirpes similar a
Herbaspirillum ssp., Burkholderia ssp. € A. amazonense nao diferiram

estatisticamente entre si e foram os que mais se destacaram quando
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comparados ao tratamento controle, pois 0s mesmos apresentaram aumento
na leitura SPAD de (9, 4 e 4 %) respectivamente (Tabela 12).

Resultados semelhantes foram encontrados por Guimaraes et al.
(2011a) que em estudos realizados com B. brizanthacv. Marandu inoculada
com Azospirillum spp. observaram maior valor SPAD no tratamento
contendo a adubagao nitrogenada (maxima leitura obtida).

Houve interacado significativa entre cortes e bactérias para leitura
SPAD do capim marandu, sendo as maiores leituras observadas no primeiro
corte em relagdo ao segundo e terceiro que mantiveram médias
semelhantes (Tabela 12).

A relacado entre a concentracdo de nitrogénio e a leitura do indice
SPAD ¢ atribuida devido a mais de 50% do nitrogénio total das folhas serem
integrantes de compostos do cloroplasto e da clorofla das folhas
(CHAPMAN; BARRETO, 1997). Sendo que folhas bem nutridas com
nitrogénio tem maior capacidade de assimilar CO; e sintetizar carboidratos
durante a fotossintese resultando em maior acumulo de biomassa
(FERREIRA et al.,1997).

4.3.2. Concentragao de nitrogénio na parte aérea do capim marandu

Na inoculagdo com bactérias diazotréficas associativas no capim
marandu observou-se resultado significativo na concentragdo de N na parte
aérea do capim marandu ao longo dos cortes feitos em intervalos de trinta,

sessenta e noventa dias (Tabela 13).
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Tabela 13. Concentragdo de N na massa seca de parte aérea (MSPA), de
capim marandu, submetido a inoculacdo com bactérias diazotroficas
associativas cultivado em Latossolo Vermelho de Cerrado

Corte
Tratamentos 1° 2° 3°
Nitrogénio g kg™

Inoculante comercial 19,0 bA 3,3bB 5,8 bB
ESB 25,7 aA 9,8 aB 8,6 bB
ESH 22,6 abA 7,2 abB 8,1 bB
ESAA 24,0 abA 8,9 abB 8,6 bB
Adubacao completa 24,6 abA 9,8 aC 17,9 aB
Controle 21,5 abA 8,0 abB 8,1 bB

CV(%) 23,80

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A maior concentracdo de N na massa seca de parte aérea do capim
marandu para o primeiro corte foi observada na estirpe similar a
Burkholderia ssp. , contudo ndo houve diferenga estatistica significativa
entre os demais tratamentos, exceto para a selegdo de estipes que compde
o inoculante comercial (Tabela 13). Essa diferengca pode ter ocorrido pela
maior disponibilidade de nitrogénio no primeiro crescimento, devido a
mineralizagado da matéria organica apds o revolvimento e corregdo do solo.

Batista e Monteiro (2007) trabalhando com doses de nitrogénio de 1,0
a 33,0 mmol L' observaram a influencia da concentracdo desse mineral nas
laminas de folhas recém-expandidas do capim marandu (B. brizanthacv.
Marandu), com oscilagdo de 16,0 a 31,0 g kg™ na amostragem do primeiro
corte e de 9,5 a 17,0 g kg™ no segundo corte das plantas.

Assim como Townsend et al. (2003) que Avaliando o efeito da
calagem e fertilizagcdo na producédo de forragem de B. brizanthacv. Marandu
degradada em Porto Velho-RO verificaram que o N provocou incrementos
médios de 262 kg ha™' na produtividade da forragem, quando se aumentou o
N de 50 para 100 kg ha™.

No segundo corte dentre os tratamentos inoculados a maior
concentracdo de N na massa seca de parte aérea do capim marandu foi

observada em plantas inoculadas com a estirpe similar a Burkholderia ssp.
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(18,36 %), em comparagdo ao tratamento controle, mesmo nao havendo
diferenca significativa entre os demais tratamentos exceto para o inoculante
comercial.

De acordo com Silva et al. (2005) a concentragdo de nitrogénio na
parte aérea do capim marandu nos dois periodos de crescimento avaliados
aumentaram linearmente em fungao das doses utilizadas.

No terceiro corte dentre os tratamentos inoculados os que mais se
destacam em relagdo ao tratamento controle foram os pertencentes as
estirpes similares a Burkholderia ssp. e Azospirillum Amazonense (5,81 %).
Porém quando comparadas essas mesmas estirpes entre cortes elas foram
superiores no primeiro e segundo cortes (Tabela 13).

Segundo Oliveira et al. (2005) em estudo com nitrogénio na
recuperacado de pastagem do capim marandu em Neossolo quartzarénico,
verificaram aumento na concentracdo de N na parte aérea a medida que
ocorreu elevacao no fornecimento do elemento. Resultado semelhante foi
obtido por Campos (2004), que, ao estudar a fertilizagdo com sulfato de
amonio em um solo sob pastagens, observou que a concentragdo de N na
parte aérea do capim braquiaria aumentou linearmente com as doses de N.

Houve interacdo significativa entre cortes e bactérias para
concentracdo de N na parte aérea do capim marandu e foram observadas
maiores concentragdes no primeiro corte com posterior decréscimo da

concentragado de N nos demais cortes (Tabela 13).

4.3.3. Concentragao de nitrogénio na raiz do capim marandu

A concentragédo de N na raiz do capim marandu ndo obteve resultado
significativo, contudo para a estirpe similar a Burkholderia ssp. e
Azospirillum Amazonense ssp. foram observados acréscimos (52,63 e 14,28

%) quando comparados ao tratamento controle (Tabela 14).
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Tabela 14. Concentragdo de nitrogénio na raiz, de capim marandu,
submetida a inoculagdo com bactérias diazotroficas associativas cultivado
em Latossolo Vermelho do Cerrado

Concentracéo de N na raiz g kg™

Tratamentos 3° corte

Inoculante comercial 3,9a
ESB 75a

ESH 2,8a

ESAA 42 a
Adubacao completa 5,8a
Controle 3,6 a

CV (%) 9,78

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense ssp. (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Batista e Monteiro (2006) demonstraram, por meio de regressao
polinomial, que a concentracdo de nitrogénio no tecido radicular do capim
marandu variou de 2,4 a 29,5 g kg, no intervalo de doses de nitrogénio de
14 a 462 mg/L na solugao nutritiva.

A capacidade de o capim armazenar nitrogénio nas raizes ¢ resultado de
equilibrio entre a concentracdo de nitrogénio na parte aérea e a concentracdo nas
raizes (OVERMAN; SCHOLTZ, 2003).

Nesse contexto o acumulo de N na planta e pelas gramineas
apresentarem sistema radicular fasciculado, a mesma tem vantagem sobre o
sistema pivotante das leguminosas para extrair agua e nutrientes do solo.
Por isso, mesmo que apenas parte do nitrogénio possa ser fornecida pela
associagao com bactérias fixadoras, a economia em adubos nitrogenados
pode ser considerada igual aquela verificada com as leguminosas que

podem ser auto-suficientes em nitrogénio (DOBEREINER, 1992).

4.3.4. Teor de proteina bruta na parte aérea do capim marandu

A inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no capim
marandu influéncio de forma significativa no teor de proteina bruta ao longo
dos cortes feitos em intervalos de trinta, sessenta e noventa dias no capim

marandu (Tabela 15).
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Tabela 15. Teor de proteina bruta na massa seca de parte aérea (MSPA), de
capim marandu, submetido a inoculacdo com bactérias diazotroficas
associativas cultivado em Latossolo Vermelho de Cerrado

Corte g kg™
Bactérias 1°Corte 2°Corte 3°Corte
Proteina Bruta %

Inoculante comercial 11,9 bA 2,1bB 3,6 bB
ESB 16,1 aA 6,1 aB 5,4 bB
ESH 14,1 abA 4,5 abB 5,0 bB
ESAA 15,0 abA 5,6 abB 5,4 bB
Adubacao completa 15,4 abA 6,1 aC 11,2 aB
Controle 13,4 abA 5,4 abB 5,0 bB

CV(%) 23,80

Estirpe similar a Burkholderia ssp. (ESB), estirpe similar a Herbaspirillum ssp. (ESH), estirpe
similar a Azospirillum Amazonense (ESAA). Médias iguais seguidas da mesma letra na
vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A estirpe similar a Burkholderia ssp. foi superior (16,1) ao tratamento
correspondente ao inoculante comercial(11,9) porém houve diferenga
estatistica dos demais tratamentos no primeiro corte, correspondendo a 30
dias de crescimento do capim marandu submetido a inoculagao(Tabela 14).

No segundo corte a estirpe similar a Burkholderia ssp. também foi
superior (6,1) ao tratamento correspondente ao inoculante comercial (2,1).
Com relagdo aos demais tratamentos n&o houve diferenga estatistica
significativa entre eles (Tabela 15).

Para o terceiro corte o tratamento correspondente a adubacgao
completa foi superior aos demais tratamentos (11,2). Com relagdo aos
tratamentos inoculados e tratamento controle ndo houve diferenga estatistica
significativa na concentragcao de proteina bruta do capim marandu (Tabela
15).

No primeiro corte foram observadas maiores concentragdes de
proteina bruta no capim marandu em relagdo ao segundo e terceiro cortes
que nao diferiram estatisticamente um do outro. Sendo assim o primeiro
corte realizado aos 30 dias de crescimento do capim marandu monstrou-se
superior em comparag¢ao aos demais cortes, tendenciando um decréscimo
da concentracao de proteina bruta aos 60 e 90 dias de cultivo do capim

marandu.
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Figueiredo et al. (2004) avaliando o capim elefante em trés estagios
vegetativos encontraram teores de PB de 12,97 % (fase inicial); 5,75 %
(fase intermediaria) e 2,97% (maduro). Segundo Coward-Lord (1972), nas
gramineas forrageiras tropicais, com o avango da maturidade, ocorre uma
lignificagdo precoce de seus tecidos e, consequentemente ocorrrem
alteragdes no citoplasma celular da planta com o declinio dos teores de PB e
de outros nutrientes, devido ao aumento gradativo dos constituintes da
parede celular.

Decréscimos acentuados no teor de PB a medida que se aumenta o
intervalo entre cortes foram relatados para varias gramineas de clima
tropical (Andrade;Gomide, 1971; Costa et al., 1992; Davis et al., 1987;
Euclides et al., 1990; Ruggieri et al., 1995).

Conforme Minson (1990), para ruminantes, consideram-se deficientes
as pastagens com teores abaixo 7% de PB na matéria seca. Valores abaixo
desse teor foram observados no presente estudo no segundo e terceiro

cortes que foram realizados aos 60 e 90 dias de cultivo do capim marandu.



53

5. CONCLUSOES

As estirpes de bactérias diazotroficas associativas isoladas da mesma
regiao de implantagdo do estudo, em geral contribuem de forma positiva
para a nutricdo, desenvolvimento e produgao do capim marandu.

As caracteristicas de nutricdo e desenvolvimento do capim marandu
decaem a medida que s&o realizados os cortes ao longo dos sessenta e
noventa dias de cultivo.

A produgao do capim marandu cresce a partir do segundo corte com
sessenta dias de cultivo da graminea forrageira, decaindo sua produg&o no

terceiro corte aos noventa dias de cultivo.
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