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CAPIM XARAES INOCULADO COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS ASSOCIATIVAS

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a inoculacdo de bactérias diazotroficas
associadas com Brachiaria brizantha cv. Xaraés, em primeiro cultivo em Latossolo
Vermelho do Cerrado. O experimento foi realizado em casa de vegetacédo, no Campus
Universitario de Rondonépolis-MT. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constituido por fatorial 7x3, correspondente a sete tratamentos: trés
estirpes de bactérias diazotroficas associativas (MTAz8, MTH2 e Y2), uma combinacéo
das estirpes MTAz8 e MTH2, adubacao nitrogenada (com nitrogénio fésforo e potassio),
testemunha (isenta de inoculacdo e de nitrogénio, porém, com fésforo e potassio) aqui
denominada por testemunha (sem N) e testemunha absoluta (sem inoculacdo e
adubacdo), e trés cortes (30, 60 e 90 dias), em cinco repeticdes. A inoculacéo foi feita
por meio da insercdo de uma aliquota de 5 mL de caldo bacteriano contendo 108
células mL™ no solo préximo a area radicular de cada planta. Apés cada corte, foi feita a
reinoculacdo das bactérias, assim como as adubacfes nitrogenada e potassica. Houve
efeito significativo para interacdo entre inoculacao e cortes para a maioria das variaveis,
sendo as bactérias que mais se destacaram as estirpes Y2 e MTH2, com acréscimos ha
massa seca total da parte aérea de (8,66 e 7,27%) quando comparadas a testemunha
(sem N), mesmo néo diferindo entre si. O maior acumulo de nitrogénio foi observado na
adubacdo nitrogenada crescendo ao longo dos cortes, enquanto que os tratamentos
inoculados e testemunha (sem N) nao diferiram entre si, e decresceram ao longo dos
cortes. Portanto, conclui-se que as caracteristicas nutricionais, porcentagem de proteina
bruta e concentracdo e acumulo de nitrogénio no capim Xaraés decairam a medida que
foram realizados cortes ao longo dos sessenta e noventa dias de cultivo. A producéo de
massa seca do capim Xaraés inoculado apresentou acréscimo médio de 11,32%
quando comparado os tratamentos inoculados a testemunha na auséncia de nitrogénio

e inoculacao. As estirpes de bactérias estudadas apresentaram baixa competicdo com



0S micro-organismos presentes no solo e dentre as bactérias estudadas as estirpes Y2
e MTH2 apresentaram potencial de FBN em associacdo com o capim xaraés em

primeiro cultivo em Latossolo Vermelho do Cerrado.

Palavras-chave: Brachiaria brizantha cv. Xaraés, fixacdo biolégica de nitrogénio,
Cerrado.



XARAES GRASS INOCULATED WITH DIAZOTROPHIC ASSOCIATIVE BACTERIA

ABSTRACT

The objective was to evaluate the inoculation of associative diazotrophs bacteria with
Brachiaria brizantha cv. Xaraés in the first cultivation in the Cerrado Oxisol. The
experiment was conducted in a greenhouse at the University Campus Rondondpolis-
MT. The experimental design was completely randomized factorial consisting of 7x3,
corresponding to seven treatments: three strains of associative diazotrophs bacteria
(MTAz8, MTH2 and Y2), a combination of strains MTAz8 and MTH2, nitrogen
fertilization (with nitrogen, phosphorus and potassium), witness (free of inoculation and
nitrogen, but with phosphorus and potassium) here called control (no N) and absolute
control (without inoculation and fertilization), and three cuts(30, 60 and 90 days) in five
replications. The inoculation was performed by inserting an aliquot of 5 ml of the
bacterial broth containing 108 mI* cells in the soil near the root zone of each plant. After
each cut, was made the re-inoculation of bacteria, as well as nitrogen and potassium
fertilization. There was a significant interaction effect between inoculation and cuts for
most variables, the bacteria that stood out were the strains Y2 and MTH2, with
increases in total dry mass of the aerial part of (8,66 and 7,27%) when compared to
control without inoculation and nitrogen, even not among them. The higher nitrogen
accumulation was observed in N fertilization growing over the cuts, while the inoculated
treatments and control (no N) did not differ, and decreased over the cuts. Therefore, it is
concluded that the nutritional characteristics, crude protein and nitrogen concentration
and accumulation in Xaraés grass declined with cuts were carried to the sixty and ninety
days of cultivation. The dry matter production of Xaraés grass inoculated showed an
average increase of 11,32% compared treatments inoculated control without nitrogen
and inoculation. The bacterial strains studied showed low competition with the micro-
organisms in the soil and among the bacteria studied the Y2 and MTH2 strains showed
potential for FBN in association with the xaraés grass at first crop in the Cerrado Oxisol.



Keywords: Brachiaria brizantha cv.Xaraés, biological nitrogen fixation, Cerrado.
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1 INTRODUCAO

A pecuaria brasileira apresenta uma area de aproximadamente 200 milhdes de
hectares de pastagens cultivadas, estas principalmente com gramineas do género
Brachiaria, devido a sua elevada adaptabilidade e tolerancia as condi¢cbes de solos
acidos e de baixa fertilidade, aliada ao seu valor forrageiro (BODDEY et al., 2006).

O género Brachiaria representa um marco na pecuaria nacional com a ocupacao
de grandes areas do Cerrado na regido central do Brasil. A utilizacdo de espécies e/ou
cultivares foi proporcionada pelo conjunto de caracteristicas desejaveis dessas
forrageiras. Por isso, a supremacia deste género pode se estender por muito tempo,
tendo-se em vista a extensao das areas cultivadas e o fato de os programas de selecao
e melhoramento de forrageiras da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria
(EMBRAPA) contemplar esse género (FAGUNDES et al., 2006).

As pastagens apresentam respostas positivas as adubacdes, sendo que o
nitrogénio é o principal nutriente responsavel pela manutencdo da produtividade, e sua
deficiéncia é apontada como a principal causa de reducdo na produtividade e
degradacdo das areas cultivadas com essas gramineas forrageiras (VASCONCELOS,
2006).

A principal importancia do nitrogénio na produtividade da planta forrageira é
conhecida, principalmente por ser responsavel pelo aumento imediato e visivel da
producdo (MONTEIRO, 1995). Trata-se de elemento que € exigido pelas plantas em
maior quantidade, geralmente representa de 20 a 40 g kg da massa seca dos tecidos
vegetais e € componente integral de muitos tecidos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Uma das formas de tentar minimizar os impactos oriundos das aplicacdes, muitas
vezes desordenadas dos adubos nitrogenados, seria a disponibilizagdo do nitrogénio
atmosférico por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) por bactérias
diazotréficas, as quais desempenham papel importante na agricultura, pois reduzem o
custo de producéo das culturas (STACEY et al., 1992; GUIMARAES et al., 2013). Além
do nitrogénio fixado, fornecem também fitorménios, principalmente auxinas, que

estimulam o crescimento das plantas (RODRIGUES, 2004).
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Essas bactérias podem viver livre no solo, associadas a espécies vegetais, tanto
na rizosfera quanto endofiticamente, bem como formar simbioses, como ocorre em
muitas leguminosas. As bactérias diazotroficas associativas sdo encontradas em
diferentes espécies vegetais, incluindo diferentes representantes da familia Poacea
(BHATTACHARJEE et al., 2008; MOREIRA et al., 2010).

As associacdes entre bactérias diazotroficas e as raizes de gramineas, podem
ser apontadas como uma alternativa sustentavel e economicamente viavel para a
substituicao total ou parcial das adubacfes nitrogenadas. As interacfes formadas com
diversas culturas tém sido tema de pesquisas no mundo todo, devido ao seu potencial
biotecnolégico, evidenciado no aumento da produtividade das culturas, possibilidade de
reducado dos custos de producao ao diminuir o volume de adubos nitrogenados que sao
aplicados e, consequentemente, melhor conservacdo dos recursos ambientais
(MOREIRA et al., 2010).

Muitos avancos foram realizados na pesquisa sobre bactérias diazotréficas
associadas, todavia, ainda had muito a ser feito, desde estudos sobre o0s micro-
organismos e 0s processos envolvidos na associacdo com as plantas hospedeiras até a
aplicacao dessa biotecnologia pelos agricultores (SILVEIRA; FREITAS, 2007).

Sendo assim, objetivou-se avaliar a inoculacdo de bactérias diazotroficas
associativas com Brachiaria brizantha cv. Xaraés, em primeiro cultivo em Latossolo

Vermelho do Cerrado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pastagens no Brasil

O Brasil apresenta uma area de aproximadamente 200 milhdes de hectares de
terras ocupadas por pastagens, estas principalmente com gramineas do género
Brachiaria, devido a sua elevada adaptabilidade e tolerancia as condi¢cdes de solos
acidos e de baixa fertilidade, aliada ao seu valor forrageiro (BODDEY et al., 2006).
Sendo que o estado de Mato Grosso possui uma area de aproximadamente 27 milhdes
de hectares ocupados com pastagens (IMEA, 2014).

Segundo Ministério da Agricultura (2014) o Brasil apresenta aproximadamente 30
milhdes de hectares de pastagens em algum estdgio de degradacdo ocasionado pelo
seu manejo. Dentre as consequéncias acarretadas pela degradacdo da pastagem,
Barcellos (1996) relata a queda na producédo de forragens, a diminuicdo na cobertura de
solo, o surgimento de plantas espontaneas competitivas, além da erosdo ocasionada
pelas chuvas.

As pastagens, devido seu baixo custo de producdo em relacdo aos
concentrados, representam a forma mais pratica e econémica de alimentacdo de
bovinos, constituindo a base de sustentacdo da pecuaria brasileira (MARTINS et al.,
2010).

Dentre as alternativas para recuperacao da fertilidade das pastagens, o uso de
adubacdo nitrogenada se desponta como uma das praticas de maior importancia e
dificuldade de manejo, uma vez que a deficiéncia deste elemento tem sido uma das
principais causas na degradacdo de pastagens cultivadas (SOARES FILHO et al.,
1992).

No estabelecimento de pastagens, atualmente destacam-se 0s capins do género
Brachiaria que apresentam vantagens em relag@o a outros géneros, sendo as espécies
de maior importancia a B. decumbens, B. brizantha, B. ruziziensis e B. humidicola
(SOBRINHO et al., 2005).
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As pastagens formadas por plantas do género Brachiaria caracterizam-se pelo
expressivo potencial de producdo de matéria seca e extragdo de nutrientes do solo. O
metabolismo C4 confere a essas plantas alta eficiéncia no uso da radiacdo solar e
elementos essenciais do solo e agua (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A expansdo de &reas de pastagens cultivadas com espécies do género
Brachiaria no Brasil tem sido verificada em propor¢des, provavelmente, jamais igualada

por outras forrageiras, em qualquer outro pais de clima tropical (COSTA et al., 2007).

2.2 Brachiaria brizantha cv. Xaraés

Desde o inicio da década de 1980 ja se conhecia a B. brizantha e, em 1983, a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria — Embrapa — liberou a primeira cultivar, a
Marandu, que em guarani significa novidade. Por ser um capim que se alastra rapido e
vigorosamente, adaptado a solos de média fertilidade, resistente a cigarrinha das
pastagens e com bons indices de produtividade animal, expandiu-se especialmente em
areas com incidéncia de cigarrinhas onde predominava a B. decumbens, como na
Amazoénia legal (sul do Pard, Tocantins, Acre, Rondbnia, norte do Mato Grosso), e
estima-se que hoje cerca de 50% das pastagens cultivadas brasileiras, ou
aproximadamente 50 milh6es de hectares, estejam plantadas com essa cultivar,
estabelecendo-se um monocultivo (VALLE et al., 2004).

O lancamento de novas cultivares de gramineas forrageiras resulta da demanda
crescente pela busca por plantas mais competitivas, menos exigentes em fertilidade do
solo, com menor sazonalidade de producdo e maior resisténcia a pragas e doencas,
entre outros fatores (SANTOS et al. 2006a).

Apbs o lancamento da cultivar Marandu o Centro Nacional de Pesquisa de Gado
de Corte da Embrapa langou outra cultivar de Brachiaria brizantha denominado Xaraés.
Segundo Valle et al. (2003), a cultivar Xaraés [Urochloa brizantha cv. Xaraés (Syn.
Brachiaria brizantha cv. Xaraés)] foi liberada com o objetivo de promover a

diversificacado de espécies forrageiras nas pastagens do género Brachiaria, oferecendo
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opcao alternativa de qualidade a Brachiaria brizantha cv. Marandu (CARLOTO et al.,
2011).

O nome Xaraés, de origem guarani, foi a denominacdo difundida pelos
colonizadores espanhois do século XVI, para designar o conjunto formado pelos
ecossistemas e 0s povos que habitaram o Mato Grosso uno, portanto, € uma
homenagem a regido onde esse capim foi inicialmente avaliado no Brasil (VALLE et al.,
2004).

A cultivar Xaraés, foi originalmente coletada em Burundi, na Africa e foi
introduzida no Brasil na década de 1980 por intermédio de um convénio de cooperacéo
firmado entre a Embrapa e o Centro Internacional de Agricultura Tropical — Ciat. Foi
avaliada por 15 anos, conforme as etapas do Programa de Melhoramento Genético de
Brachiaria coordenado pela Embrapa Gado de Corte, sendo langcada no mercado
brasileiro em 2003 (BRASIL, 2014).

Essa forrageira € uma planta cespitosa, com folhas lanceoladas e longas, de
coloracao verde-escura, contendo poucos pélos. A lamina foliar pode alcancar 64 cm de
comprimento e 3 cm de largura, com pilosidade na face adaxial e bordos asperos
(cortantes). Apresenta do porte ereto (crescimento em touceiras), podendo atingir 1,5 m
de altura. Possui colmos finos, com cerca de 6 mm de didmetro e pouco ramificados.
Em contato com o solo, os n6s podem enraizar, dando origem a novas plantas. As
inflorescéncias sdo grandes, com 40 cm a 50 cm de comprimento, com espiguetas
unisseriadas, em namero meédio de 44, arroxeadas no apice, com pélos longos, claros,
translicidos na parte apical (VALLE et al., 2004).

O capim Xaraés é uma forrageira de estabelecimento rapido e boa rebrotacéo,
apresentando florescimento tardio concentrado em maio/junho, e a producdo de
sementes é grande chegando a 120 kg ha'ano™. E indicada para solos com média
fertilidade, bem drenados e de textura média. Possui média resisténcia a cigarrinha das
pastagens, rapido crescimento e elevada producédo forrageira (VALLE et al., 2003;
PEDREIRA et al., 2007).

Estudos realizados em casa de vegetagdo indicam que o capim Xaraés nao
apresenta 0s mesmos niveis de resisténcia as cigarrinhas das pastagens (géneros

Deois e Notozulia) que o capim-marandu, porém as populacdes de cigarrinhas e 0s
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danos observados nessa cultivar tem sido consistentemente baixos nos experimentos
de campo e em observacdes feitas em fazendas particulares de diversas regides do
Brasil (VALLE et al.,, 2004). Tal fato limita sua utilizacdo extensiva em areas com
historico de problemas com cigarrinhas.

A cultivar Xaraés foi inicialmente indicada para regides de clima tropical de
Cerrados e de clima tropical imido, podendo ser cultivada nas regiées Centro-Oeste e
Sudeste, além do oeste da Bahia e na Mata Atlantica desse estado, mas com restricoes
na Amazonia legal (norte de Mato Grosso, Tocantins, Ronddnia, Acre e sul do Para) por
conta da suscetibilidade a cigarrinha das pastagens (VALLE et al., 2004).

Segundo Euclides et al. (2005), a principal vantagem do capim Xaraés em
relacdo ao capim Marandu é a maior taxa de rebrota e, consequentemente, maior
acumulo de forragem, atingindo em média, 24,5 e 20,2 t ha! ano! de matéria seca,
para as cvs. Xaraés e Marandu, respectivamente. Esse acumulo de massa garantiu
uma taxa de lotagcao 25% superiores no periodo das aguas; e isso resultou em 4 arroba
de peso vivo halano?! a mais do que a cv. Marandu. Portanto, a cv. Xaraés vem
ganhando popularidade devido a sua producdo mais intensiva que outras cultivares do
género (EUCLIDES, 2002).

O alto vigor e crescimento inicial rapido e vigoroso dessa cultivar favorecem a
competicdo com as plantas daninhas durante a fase de estabelecimento, possibilitando
realizar o primeiro pastejo entre 70 e 90 dias ap0s a semeadura, estimulando o
perfilhamento da graminea e contribuindo para aumentar a densidade de plantas na
area (ANDRADE, 2008).

Estudos realizados em condicbes de casa de vegetacdo sugerem que O
capim-xaraés apresenta grau moderado de tolerancia ao alagamento do solo,
comparativamente a cultivar Marandu, que é muito sensivel (DIAS-FILHO, 2002;
MARTINEZ et al., 2007). A cultivar também pode ser utilizada na renovagcao de
pastagens degradadas de capim-marandu, em solos de baixa permeabilidade, sujeitos
ao encharcamento temporéario, devendo-se evitar o plantio apenas nas areas
consideradas de risco forte a extremamente forte de morte do capim-marandu
(AMARAL, 2008).
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Seus principais atributos positivos sdo a alta produtividade, especialmente de
folhas, a r4pida rebrota e o florescimento tardio, prolongando o periodo de pastejo até o
periodo seco. Além disso, apresenta bom valor nutritivo e alta capacidade de suporte,
gue resulta em cerca de 20% maior produtividade animal por hectare do que a cultivar
Marandu (VALLE et al., 2004).

O Xaraés’ € uma cultivar de mediana exigéncia em fertilidade do solo, situando-
se em uma posigao intermediaria entre a ‘Marandu’ e cultivares de Panicum maximum.
Apesar da boa adaptacdo a solos acidos, produz melhor em solos de textura média,
férteis e corrigidos (MACEDO et al., 2004).

Como a produtividade das gramineas forrageiras esta diretamente relacionada a
sua capacidade de emitir folhas de meristemas remanescentes apos a desfolhacao
(NABINGER, 1997), estudos basicos envolvendo morfologia, fisiologia e ecofisiologia
da cultivar Xaraés certamente contribuirdo para o estabelecimento de melhor estratégia
de manejo, otimizando a producao e utilizacdo dessa forrageira (MARTUSCELLO et al.,
2005).

2.3 Dinamica do nitrogénio no solo

A maior parte do nitrogénio existente na biosfera ndo se encontra diretamente
acessivel as plantas. O nitrogénio molecular (N2), mesmo sendo o gas mais abundante
da atmosfera (78%), ndo pode ser utilizado pelas plantas para a constru¢do de suas
biomoléculas por ser uma molécula estavel e pouco reativa. As principais fontes de
nitrogénio no solo para as plantas sédo: os materiais de origem vegetal e animal (matéria
organica), fertilizantes industriais, sais de amonio e nitrato trazidos da atmosfera pelas
chuvas e a fixagcdo bioldgica de nitrogénio (TAIZ; ZEIGER, 2004). As plantas superiores
sdo capazes de absorver o N em diferentes formas, tais como aminoacidos, ureia, NH**
e nas condic¢des aerobias naturais como NHs (MALAVOLTA et al., 1997).

Dentre estes processos, 0 uso de fertilizantes industriais é sem duvida a pratica

mais empregada para a reposi¢cdo do nitrogénio aos solos. De acordo com a IFA
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(International Fertilizer Industry Association) o consumo global de fertilizantes
nitrogenados industriais entre 1960 e 2010 aumentou de 13 para 102 Mt de N, como
uma estimativa de chegar a 112 Mt de N em 2015 (HEFFER, 2011).

Embora seja de grande importancia o uso de nitrogénio na producdo das
pastagens, as fertilizagbes nitrogenadas tendem a elevar os custos de implantacdo e
manutencdo das mesmas. Parte do nitrogénio introduzido no sistema de producao
agricola é frequentemente 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), além dos diversos problemas
ambientais que estao relacionados com sua utilizagéo, a exemplo da contaminacdo das
aguas e do solo com nitratos (EIRAS; COELHO, 2011).

Em virtude da grande importancia do nitrogénio para a reconstituicdo da
fertilidade do solo e, consequentemente, para a recuperagcdo das pastagens
degradadas, torna-se fundamental o conhecimento da eficiéncia nutricional da
recuperacdo e do aproveitamento do nitrogénio pelas gramineas forrageiras, para que
estas sejam mantidas em condi¢cdes de sustentabilidade e produtividade rentavel
(SILVA, 2007).

A dindmica do nitrogénio no solo é muito complexa e diferenciada em relacédo
aos outros nutrientes. Aguiar e Silva (2005) salientam que esse nutriente possui grande
mobilidade no solo, sofre inimeras transformacdes mediadas por micro-organismos,
possui alta movimentacdo em profundidade, transforma-se em formas gasosas e se
perde por volatilizacdo e tem baixo efeito residual. Com isso, parte do nitrogénio
aplicado a pastagem € frequentemente perdida no sistema, o que reduz a eficiéncia de
uso, principalmente porque os fertilizantes nitrogenados sdo normalmente aplicados em
cobertura, sem incorporagao ao solo.

No solo, o nitrogénio encontra-se, na sua grande parte, em combinacdes
organicas e na forma mineral (inorganica), em menores quantidades, em que pode ser
citado nitrato e aménio (MALAVOLTA, 1980) que estdo prontamente disponiveis as
plantas (SA, 1999). A matéria organica é o principal reservatério de nitrogénio no solo,
porém ndo esta prontamente disponivel as plantas (URQUIAGA; ZAPATA, 2000),

mesmo que represente a maior por¢cdo de nitrogénio no solo. A manutencdo de matéria
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organica no solo contribui para uma constante permanéncia do nitrogénio no solo, o
qual esta imobilizado temporariamente pelos micro-organismos decompositores no
material vegetal morto e se tornarda disponivel as plantas posteriormente
(KORNDORFER et al., 1997).

De acordo com Primavesi et al. (2004) existem varias fontes de nitrogénio que
podem ser usadas em pastagens, contudo, uma das mais comuns é a ureia (44 a 46%
nitrogénio). A ureia apresenta como vantagem menos custo por quilograma de
nitrogénio, mas comumente, mostra maior perda de nitrogénio por volatilizacao,
apresenta alta concentracdo de nitrogénio, € de facil manipulacdo e causa menor
acidificacao no solo, o que a torna potencialmente superior a outras fontes, do ponto de
vista econémico.

O manejo adequado da adubacédo das pastagens de gramineas tropicais, como
as do género Brachiaria, é requisito fundamental para manter sua sustentabilidade, de
forma que estas possam manter altas produtividades e constituir alimento de qualidade
para o rebanho bovino (PRIMAVESI et al., 2006).

2.4 Nitrogénio em plantas forrageiras

A importancia do nitrogénio é conhecida pelas fun¢des exercidas no metabolismo
das mesmas, participando como constituinte de proteinas, citocromos, clorofilas, dentre
outros, além de ser considerado um dos fatores mais relevantes para o aumento da
producdo, por influenciar a taxa de emergéncia e expansdo da area foliar, como é
citado por Taiz e Zeiger (2009).

E um dos principais nutrientes para a intensificacdo da produtividade das
gramineas forrageiras, pois € 0 constituinte essencial das proteinas e interfere
diretamente no processo fotossintético, por meio de sua participacdo na molécula de
clorofila, e sua deficiéncia € apontada como a principal causa de reducdo na
produtividade e degradacdo das areas cultivadas com essas gramineas forrageiras

(MEIRELLES, 1993; VASCONCELOS, 2006). Gomide (1989) observou que as relacbes
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inadequadas dos nutrientes, ou desequilibrio dos minerais no solo podem interferir de
maneira prejudicial na nutricAo mineral das plantas, e consequentemente, limitar a
producao de forragem.

Werner (1986) enfatizou a importancia do nitrogénio no porte da planta forrageira
influenciando o tamanho de folhas e colmo e o aparecimento e desenvolvimento dos
perfilhos. Esse autor salienta que, quando h& baixa disponibilidade de nitrogénio no
solo, o crescimento é lento e as plantas apresentam-se de porte baixo, com poucos
perfilhos, e os teores de proteina tornam-se insuficientes para atender as necessidades
do animal, corroborando com Monteiro et al. (1995) que observaram que o tratamento
de omisséo de nitrogénio foi o que mais limitou o desenvolvimento das plantas quanto
ao numero de perfilhos e altura de plantas e, consequentemente, quanto a producéo de
massa seca da parte aérea e das raizes. Dessa forma, a produtividade de gramineas
forrageiras depende da continua emissao de folhas e perfilhos, processo importante
para a restauracdo da area foliar ap6s pastejo ou corte e que garante a perenidade a
forrageira (GOMIDE; GOMIDE, 2000).

Normalmente, as gramineas tropicais respondem intensamente a doses
crescentes de nitrogénio (LAZZARINI NETO, 2000). O potencial de resposta das
gramineas forrageiras a adubacéo nitrogenada é um aspecto importante na escolha de
cultivares para sistemas intensivos. Deve-se dirigir 0 manejo para 0 aproveitamento
racional da forragem produzida, adequando a frequéncia, a intensidade e a época de
pastejo aos ganhos por animal e por area, evitando perdas no valor nutritivo da
forragem. Todavia, € fundamental o balanco entre os nutrientes no solo, o qual pode
interferir nos beneficios da adubacéao.

Este macronutriente é exigido em maior quantidade pelas plantas, representando
cerca de 10 a 40 g kg na massa seca total, sendo responsavel pelas caracteristicas
morfologicas de tamanho de folhas e colmos, desenvolvimento de perfilhos, entre
outros (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Segundo Marenco e Lopes (2009) o nitrogénio é absorvido pelas raizes das
plantas, preferencialmente nas formas de nitrato e aménio. O nitrato pode originar-se da
mineralizacdo da matéria organica que contendo os aminoacidos nitrogenados sofre

diversas transformacdes bioquimicas, mas também pode ser de adubos contendo tal



23

sal. O amonio pode originar-se do adubo mineral, da passagem da amina para a
nitrificacdo, ou através de simbiose em vegetais da familia das leguminosas com
bactérias fixadoras (SILVA et al., 2009).

Na planta, o nitrogénio € facilmente redistribuido via floema e,
consequentemente, as plantas deficientes em nitrogénio apresentam o0s sintomas
principalmente nas folhas mais velhas. A protedlise e a redistribuicdo dos aminoéacidos
resultam no colapso dos cloroplastos e assim ocorre decréscimo no conteudo de
clorofila nas folhas mais velhas. A longevidade das folhas é modificada pela falta de
nitrogénio, ja que esse elemento, sendo moével, desloca-se para partes novas da planta,
provocando senescéncia precoce das partes mais velhas (MARSCHNER, 1995; TAIZ;
ZEIGER, 2004).

O aumento do teor de nitrogénio no solo por meio de fertilizacdo € uma das
formas de incrementar a produtividade nas pastagens, principalmente quando a
forrageira responde a aplicacdo desse nutriente. Varios trabalhos relatam a importancia
da adubacé&o nitrogenada como Lavres Jr. et al. (2004), estudando atributos produtivos
e fisioldégicos do Panicum maximum cv. Aruana submetido a doses de nitrogénio em
solucdo nutritiva, concluiram que a producdo de massa seca da parte aérea e das
raizes, a area foliar, o numero de folhas verdes expandidas e o numero de perfilhos
foram influenciados pelas doses de nitrogénio.

Do mesmo modo, Colozza et al. (2000), Lavres Junior e Monteiro (2003),
Fagundes et al. (2006) e Silveira e Monteiro (2007), observaram que 0 aumento na
disponibilidade de nitrogénio para os capins proporciona, também, aumento do nimero
de perfilhos nas plantas. Martuscello et al. (2005) e Paciullo et al. (2011) concluiram
que a adubacdo nitrogenada resultou em incremento na taxa de aparecimento de
folhas, numero de perfilhos e de folhas vivas e no comprimento final da lamina foliar
para espécies de Brachiaria. Bastos (2012) trabalhando com formas e doses de
nitrogénio nos aspectos morfogénico, produtivos e nutricionais do capim-xaraés
observou que a producdo de massa da parte aérea foi significativamente alterada pelas
doses de nitrogénio.

O potencial produtivo das forrageiras na pastagem pode ser melhorado com a
aplicacao de fertilizantes, notadamente os nitrogenados (CARVALHO; SARAIVA, 1987).
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Porém, sua utilizagdo tem sido limitada pelo custo, em virtude da extensdo das areas
envolvidas e da necessidade de aplicagbes frequentes (DOBEREINER, 1997).
Portanto, atualmente buscam-se tecnologias alternativas que visem o suprimento de
nitrogénio que as plantas forrageiras necessitam de forma sustentavel, sendo muito

estudado o provesso de fixagéo bioldgica de nitrogénio.

2.5. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

A producdo de alimentos para atender a crescente populacdo sempre foi um
desafio para as sociedades. Esse desafio € complexo, pois ndo basta atender a
demanda quantitativa, mas também, qualitativa dos alimentos. A busca por sistemas
alternativos de producao agricola que atenuem ou mesmo suprima os efeitos danosos
dos agroquimicos usados, indiscriminadamente, nos sistemas convencionais tem
crescido (OLIVEIRA et al., 2003).

Nesse contexto, a exploracdo do potencial da fixacdo biol6gica de nitrogénio
atmosférico (FBN) em gramineas tropicais, tem surgido como uma saida sustentavel
para este impasse (SOUTO, 1982; OLIVEIRA et al., 2003).

Embora o N2 seja bastante abundante na atmosfera terrestre, apenas uma
pequena parte das espécies de procariotos possui a enzima nitrogenase, indispensavel
para reduzir o N2 para a forma inorganica combinada NHs (amodnia) que pode, entéo,
tornar-se disponivel para plantas e outros organismos denominados fixadores de
nitrogénio ou diazotréficos e 0 mecanismo responsavel pela incorporacédo de nitrogénio
a biomassa é conhecido como fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006).

A FBN, além de garantir um ecossistema em equilibrio, possibilita a reduc¢éo na
aplicacdo de doses excessivas de compostos nitrogenados, como por exemplo, o
nitrato, que contamina as aguas e os vegetais consumidos pelo homem, contribuindo
para o desenvolvimento de uma agricultura menos agressiva ao ambiente (PEOPLES;

CRASWELL, 1992). Juntamente com a decomposi¢cdo da matéria organica, e atras
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apenas da fotossintese, a FBN é considerada um dos mais importantes processos
biolégicos do planeta (REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011).

O nitrogénio € um nutriente fundamental para a producéo das culturas, porém é
considerado 0 mais problematico no solo, uma vez que a maior parte esta ligada a
matéria organica e apenas uma pequena fragdo encontra-se disponivel para as plantas.
Para disponibiliza-lo, a transformagédo do N2 em formas disponiveis para as plantas
requer a quebra da tripla ligacdo entre os atomos de nitrogénio pela fixacao
espontanea, industrial ou bioldgica. A fixacdo biolégica, realizada por bactérias
diazotroficas, representa o processo de grande importancia, pois € responsavel pela
incorporacdo de quantidades consideraveis do nitrogénio atmosférico, tanto em
ecossistemas naturais quanto em ecossistemas agricolas (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os micro-organismos diazotroficos endofiticos podem desempenhar importante
papel na sustentabilidade dos ecossistemas, uma vez que incorporam nitrogénio por
meio da fixacdo biolégica em quantidades que podem variar de 25 a 50 kg ha! ano-1
de N e produzem e liberam substancias reguladoras do crescimento vegetal, como
auxinas, giberelinas e citocininas, as quais contribuem para melhorar a nutricdo mineral
e utilizacdo de agua pelas plantas (BAZZICALUPO; OKON, 2000).

As contribuices na fixacdo bioldgica de nitrogénio foram verificadas inicialmente
em leguminosas, mas plantas da familia Poaceae (antiga Graminae) utilizadas em
diversos experimentos tém apresentado potencial significativo, respondendo com
aumento na producdo quando inoculadas com bactérias diazotréficas (BALDANI et al.,
2002; PENG et al., 2002; ELBELTAGY et al., 2001).

A contribuicdo da FBN associativa a nutricdo vegetal ndo é tao significativa como
as simbioses, entretanto se for considerada a grande extenséo de terras recobertas por
gramineas e cereais, esta se torna importante, em termos globais. Tem-se verificado
que areas de pastagem com gramineas e cana-de-acucar tém mantido niveis razoaveis
de produtividade sem aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, o que indica que este
fenbmeno poderia estar relacionado com a contribuicdo da FBN, por micro-organismos
endofiticos (MOREIRA et al., 2010).

Experimentos conduzidos pelo método de incorporacdo do °N confirmaram que

varias gramineas tropicais se beneficiam de nitrogénio fixado biologicamente (DE-
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POLLI, 1975; RUSCHEL, 1975; DE-POLLI et al., 1977). Nesse contexto, a utilizagdo de
organismos capazes de fixar o nitrogénio com diversas culturas tem sido tema de
pesquisas ho mundo todo, devido ao potencial biotecnolégico evidenciado no aumento
da produtividade das culturas, apresentando-se como alternativa natural para fornecer o
nitrogénio requerido pelos vegetais (MOREIRA et al., 2010).

Ha necessidade de maior aprofundamento em estudos que determinem a real
contribuicdo da FBN com o intuito de promover maior produtividade, assim como,
contribuir para a preservacdo do meio ambiente. Apesar da constancia com que as
bactérias endofiticas séo isoladas, ainda sdo pouco conhecidas suas potencialidades
fisiolégicas, que implicam diretamente nas possiveis trocas entre esses micro-
organismos e plantas (MARTINS et al., 2008).

2.6 Bactérias diazotro6ficas associativas

O uso da FBN realizada por bactérias diazotroficas € destacado por Reis (2007)
como uma das alternativas em busca do melhor aproveitamento do nitrogénio, devido a
possibilidade de reducéo da aplicacdo de adubacao nitrogenada. Segundo Dobbelaere
et al. (2003) o uso destas bactérias vem demonstrando resultados satisfatérios na
melhora no mecanismo da nutricdo nitrogenada, tanto por meio da fixacdo biologica,
como pela producéo e liberacdo de reguladores do crescimento vegetal, como auxinas,
giberelinas e citocininas, as quais contribuem para melhorar a nutricdo mineral e
utilizacao de agua pelas plantas.

As bactérias diazotréficas podem ser de vida livre, estar associadas a espécies
vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com leguminosas. Os estudos com bactérias
diazotroficas sdo de grande importancia, devido a contribuicdo destas para o
fornecimento de nitrogénio a diversos ecossistemas naturais ou manejados (MOREIRA
et al., 2010). Dentre as mais estudadas, destacam-se aquelas pertencentes aos

géneros Azospirillum, Herbaspirillum, Acetobacter, Burkholderia e Azoarcus.
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Um grupo potencialmente importante de diazotréficos é composto de micro-
organismos capazes de formar associacdes, por meio de colonizacao radicular e dos
tecidos internos das plantas, estabelecendo associacdes endofiticas. Pesquisas
pioneiras no assunto vém sendo feitas no Brasil ha mais de trés décadas pelo grupo de
pesquisadores iniciado por Dobereiner, com o desafio de tornar viavel e desenvolver
meios praticos para substituir, total ou parcialmente, a adubag¢do mineral com nitrogénio
por FBN em gramineas. A capacidade de fixacdo de N2 da associacdo de varias
espécies de diazotroficos com gramineas forrageiras, cereais e cana-de-acgucar ja foram
demonstradas (URQUIAGA et al., 1992; BODDEY et al., 2003).

Ha muitos anos tem-se verificado que areas de pastos com gramineas e cana-
de-acucar tém mantido niveis razoaveis de produtividade sem a aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados, o que indica que este fenbmeno poderia estar relacionado
com a contribuicdo da FBN por micro-organismos associativos. Existem inumeros
trabalhos evidenciando os beneficios da inoculacao destas bactérias no crescimento e
nutricdo de varias plantas, particularmente gramineas (BODDEY; DOBEREINER, 1988;
MAGALHAES; DOBEREINER, 1984; DOBEREINER, 1992; BALDANI et al., 1997;
SALA et al., 2005).

De acordo com Baldani et al. (1997), os diazotréficos associativos estdo divididos
em dois grupos: endofiticos facultativos (podem colonizar tanto a rizosfera como o
interior das raizes) e os endofiticos obrigatorios (colonizam o interior das raizes). As
bactérias endofiticas sdo assim denominadas por colonizarem o interior dos tecidos
vegetais e ndo causarem danos aparentes (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON,
2003).

Bactérias diazotréficas endofiticas sdo aquelas que fixam N2 atmosférico e
colonizam o interior de tecidos vegetais sem causar sintomas de doengas
(DOBEREINER, 1992). Observou-se que tais diazotréficos ocupam preferencialmente,
sitios onde a concentracao de O: é limitada. Esta descoberta revolucionou e ampliou as
pesquisas sobre todos os aspectos da FBN nas associa¢des entre diazotréficos e ndo
leguminosas, denominadas comumente de simbiose associativa ou fixacdo de N2
associativa (BALDANI et al., 1997).
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Organismos pertencentes ao género Azospirillum sao classificados como
organismos rizosféricos, colonizando principalmente a zona de elongagcdo e os pélos
radiculares, algumas estirpes de Azospirillum podem ser encontradas no interior dos
vegetais, por isso denominado endofiticos facultativos (DOBEREINER et al., 1995,
STEENHOUD; VANDERLEYDEN, 2000). Apesar das diferentes formas de interacao,
esses diazotroficos, quando estdo em associacdo com gramineas, garantem aumento
de 5 a 30% na producdo (BALDANI et al., 1983; OKON, LABANDERA-GONZALEZ,
1994).

De acordo com Dobereiner et al. (1995), Azospirillum ssp. pode ser caracterizada
como uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete, com movimento ativo, com
didmetro de 0,8 a 2 um e 2 a 4 um de comprimento, com granulos intracelulares de poli-
hidroxiburitrato.

O género Azospirillum possui atualmente 17 espécies: A. brasilense, A.
lipoferum, A. amazonense, A. irakense, A. halopraeferens, A. largimobile, A.
doebereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. canadense, A. zeae, A. rugosum, A. picis e A.
thiophilum, A. formosense, A. humicireducens e A. fermentarium (FALEIRO, 2014).

A distribuicdo ecologica de Azospirillum ssp. € extremamente ampla, podendo
ser considerada uma bactéria universal encontrada colonizando plantas crescidas em
diferentes habitats (DOBEREINER; DAY, 1976; DOBEREINER, PEDROSA, 1987).

Por exemplo, A. irakense ocorre em arroz (KHAMMAS et al.,, 1989); A.
halopraeferans ocorre apenas em “Kallar Grass”, uma graminea nativa do Paquistao
(REINHOLD et al., 1987); A. lipoferume A. brasilense sdo normalmente encontradas em
areas tropicais, associadas com forrageiras, cereais como milho, arroz, trigo, sorgo
além de outras poaceaes como cana-de-acucar e de diversas plantas de outras familias
(HARTMAN; BALDANI, 2006; ZAMBRANO et al., 2007). A. amazonense foi isolada a
partir de amostras de forrageiras plantadas na regido amazonica, mas também é
encontrada em associacdo com a rizosfera de arroz, milho e sorgo, além de outras
gramineas utilizadas como pastagens em areas localizadas na regidao do Cerrado e
Mata Atlantica (MAGALHAES et al., 1983; REIS JUNIOIR 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.
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Na colonizacdo interna, as células de Azospirillum podem penetrar nos espacos
intercelulares de raizes e la se alojarem (BASHAN, LEVANONY, 1990; BALDANI et al.,
1996).

Outra bactéria endofitica de grande importancia pertence ao género
Herbaspirillum, fazendo parte do grupo das endofiticas obrigatérias. Herbaspirillum ssp.
sdo bactérias gram-negativas, em formato de bastonetes curvos, fixadoras de nitrogénio
em condi¢Bes microaerofilas (OLIVARES et al., 1997).

O género Herbaspirillum tem sua ocorréncia um pouco mais restrita do que as
demais espécies de diazotroficos atualmente conhecidas (MOREIRA et al., 2010). Os
representantes do género Herbaspirilum sdo considerados bactérias endofiticas
obrigatérias e apresentam baixa sobrevivéncia no solo (BALDANI et al.,, 1996). A
associacdo dessas bactérias fixadoras de nitrogénio sdo mais frequentes com
gramineas (MAGALHAES; DOBEREINER, 1984; BASHAN; HOLGUIN, 1997; BALDANI
et al., 1999).

Herbaspirillum spp. sdo capazes de colonizar nichos especificos no interior dos
tecidos vegetais, podendo transferir mais eficientemente para planta os compostos
nitrogenados produzidos e ainda ndo sofrerem limitagbes de substancias ricas em
carbono (OLIVARES et al., 1997). Por isto, encontram-se livres da competicdo com
outros micro-organismos edéficos.

Esses micro-organismos possuem a habilidade de colonizar estas plantas, sendo
isoladas do interior de raizes, hastes e folhas (OLIVARES et al., 1996). A colonizacao
de Poaceae por Herbaspirillum sp. ocorre através da adesao da bactéria a superficie da
planta, seguida de proliferacédo preferencialmente nas raizes secundarias e ferimentos.
Uma vez no interior da planta, os micro-organismos podem espalhar-se e alcancar os
tecidos aéreos, provavelmente via vasos do xilema (HUREK et al.,, 1994; JAMES,;
OLIVARES, 1998; RONCATTO-MACCARI et al., 2003).

Bactérias diazotroficas associativas e endofiticas podem desenvolver mudancas
no crescimento das raizes, tais como modificacdes no crescimento, morfologia e
densidade de pelos radiculares (SANTOS, 2009).

Goi et al.(1998), em estudo envolvendo os processos de infeccéo e colonizacao
de bactérias diazotroficas endofiticas e seu efeito na distribuicdo e densidade de pélos
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radiculares em raizes de plantulas de cana-de-acUcar mostraram variagbes nesses

parametros nas diferentes zonas da raiz.

2.7 Inoculacdo em Poaceae (gramineas)

No intuito de contribuir para o favorecimento de processos que beneficiam o
crescimento vegetal direta ou indiretamente, a producdo de inoculante € proposta de
forma a obtencdo de sucessos ainda mais promissores. Segundo Reis (2007),
inoculante € um produto que se refere a utilizacdo de micro-organismos vivos, capazes
de promover o crescimento vegetal de forma direta ou indireta, através de diferentes
mecanismos sendo denominados mundialmente de biofertilizantes, sendo no Brasil o
produto mais famoso o inoculante para a cultura da soja.

Segundo Reis (2007), resultados com experimentos de inoculacado, por exemplo,
com Azospirillum, tém apresentado uma grande variabilidade nos resultados em
culturas como trigo, arroz, milho e sorgo, onde em média de incremento no rendimento
das culturas estava em torno de 20-30%.

De acordo com Bashan e Levanony (1990) aumentos moderados, em torno de
20%, atribuidos a inoculagcdo com diazotréficos endofiticos, seriam considerados
comercialmente significativos na agricultura moderna, desde que consistentes. Uma das
variaveis que contribuem para complexidade das respostas de producdo a inoculacdo é
0 genotipo da planta, que frequentemente mostra respostas diferenciais, além do efeito
da estirpe inoculada. O efeito do gendtipo da planta sobre a fixacdo associativa tem
sido amplamente demonstrado em cereais (HOLL, 1983). Em muitos casos, a auséncia
deresposta a inoculagdo tem sido atribuida ao uso de linhagens inadequadas
(DOBEREINER; DUQUE, 1980), pois parece haver certa compatibilidade entre as
bactérias e a planta hospedeira.

Baldani e Dobereiner (1980) testaram diferentes estirpes em trigo com origens
diversas concluiram que estirpes isoladas da propria espécie vegetal (homdlogas)

tendem a ser mais eficientes do que as isoladas de plantas de outras espécies. O
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trabalho de Baldani et al. (1983), também apresenta resposta positiva de plantas de
trigo com bactérias isoladas da prépria cultura e auséncia de resposta, quando utilizou-
se estirpes isoladas de milho.

Estudar as bactérias naturalmente presentes no solo e inocular em condi¢des de
campo promove um passo para o entendimento das diversas interagbes que possam
ocorrer e para o desenvolvimento da tecnologia de inoculantes, como ocorre no caso da
soja e do arroz (NGUYEN et al., 2003).

Avancos em pesquisas com bactérias diazotroficas para inoculagdo em néo
leguminosas, ainda estédo sendo feitas com resultados cada vez mais promissores, mais
com um caminho longo a ser percorrido para que se afirme positivamente um inoculante
especifico para estas culturas, assim como ja existente para a cultura da soja, que
favorecam e promovam o crescimento vegetal. Através de diversos mecanismos que
auxiliem na maior absorcéo de agua e nutrientes, fixe nitrogénio do ar, e outros efeitos
benéficos para as plantas. Mas um fator que impede o sucesso maior esta relacionado
ao estabelecimento de um programa de selecdo de estirpes que deve ser testado em
varios locais e variedades, visando estabelecer as condicfes ideais de uso da
tecnologia (REIS, 2007).

Pesquisa sobre FBN tem sido dirigida a selecdo de bactérias que maximizem a
fixacdo de nitrogénio em uma dada variedade de planta e as formas de garantir que
estas bactérias se associem a planta cultivada em um dado lugar. A maneira mais
pratica € selecionar a bactéria mais eficiente nesta variedade especifica, multiplica-la
em algum meio de cultura e colocar este meio em contato com as sementes da
variedade a ser plantada. A producédo e distribuicdo deste inéculo aos plantadores e a
verificacdo peridédica da eficiéncia da fixacdo sdo as etapas finais do processo de
manejo da FBN (NASCIMENTO, 2013).

Devido ao potencial de contribuicAo dos diazotroficos associativos no
crescimento vegetal e ao sucesso da inoculacdo de diazotroficos simbidticos em
leguminosas, tém se buscado aplicar essa tecnologia de inoculantes e inoculacéo para
nao leguminosas. No Brasil, estd sendo testado uma mistura de cinco espécies de

diazotréficos (Gluconoacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H.
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rubrisubalbicas, Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica), um inoculante misto
para cana de agucar e outras gramineas (REIS; REIS, 2009).

Véarios estudos visando selecionar estirpes com elevado potencial em fixar
nitrogénio demonstram um importante aspecto, sobre a necessidade desse processo
ser constante, exigindo-se isolar um grande numero de bactérias para, através de
processos de selecéo especifico, obter algumas estirpes com maior potencial de fixagdo
de nitrogénio, gerando, posteriormente, ganhos de produtividade na cultura estudada
(MARTINS et al., 2003; YATES et al., 2004; UCHOAS, FARIA,2006; SILVA et al., 2007).

O interesse na fixacdo biolégica em gramineas é devido a maior facilidade de
aproveitamento de &gua das mesmas em relacdo as leguminosas, pela maior
efetividade fotossintética. As gramineas apresentam um sistema radicular fasciculado,
tendo vantagens sobre o sistema pivotante das leguminosas para extrair agua e
nutrientes do solo; e por serem as gramineas largamente utilizadas como alimento pelo
homem. Por isso, mesmo que apenas uma parte do nitrogénio pudesse ser fornecida
pela associacdo com bactérias fixadoras, a economia em adubos nitrogenados seria
igual ou superior aquela verificada com as leguminosas que podem ser auto-suficientes
em nitrogénio (CAMPQOS et al., 2000).

Na ultima década ficou demonstrado que parte do nitrogénio utilizado por cereais
e forrageiras advém da associacdo destas plantas com bactérias diazotréficas como
Herbaspirillum spp., Burkholderia spp. e Azospirillum spp. (DOBEREINER, 1997).

No Brasil, a legislacédo atual ndo contempla as normas para a regulamentacao de
inoculantes para culturas especificas de gramineas. Desta forma, os valores de
referéncia para riqueza dos inoculantes para gramineas usados pela industria baseiam-
se na proposta feita pela Reunido da Rede de Laboratdrios para a Recomendacéo,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse
Agricola (RELARE) de 1,0x108 células por mililitro ou grama de produto (RELARE,
2010).

Para as empresas produtoras de inoculante, a abertura de um mercado de
inoculantes para fixagdo biolégica de nitrogénio em n&o leguminosas permitiria uma
imensa ampliagdo de escala de produgdo. Os beneficios econbmicos, sociais e

ambientais da abertura deste mercado sdo evidentes, como menor uso de fertilizante
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nitrogenado mineral; maior lucratividade das culturas; menor poluicdo ambiental,
economia da energia empregada na fabricacdo de N mineral e geracdo de empregos
nas industrias (SILVA, 2006).

A utilizacdo de inoculantes é uma forma ambientalmente correta de fornecimento
de nitrogénio para ndo leguminosas e outras culturas que se associam com micro-
organismos diazotréficos. E também a forma mais econémica de suprimento deste
nutriente, a qual pode ser desenvolvida tanto por pequenos agricultores que cultivam
para sua subsisténcia, como por grandes produtores.

A FBN em gramineas pode ser uma alternativa viavel para aumentar a inclusao
de nitrogénio no sistema com custos baixos. No entanto, muitos estudos ainda seréo
necessarios para se selecionar as bactérias de maior capacidade de fixacdo de
nitrogénio em associacdo com capins de interesse comercial nos diferentes ambientes,
uma vez que h& poucos estudos dedicados as gramineas forrageiras, especialmente
quando se busca resultados praticos de resposta a inoculagéo.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Programa de POs-
Graduacao em Engenharia Agricola, da Universidade Federal de Mato Grosso, Campus
Universitario de Rondondpolis, no periodo de junho a setembro de 2014. A graminea

forrageira utilizada foi a Brachiaria brizantha cv. Xaraés (Figura 1).

Figura 1. Vista geral do experimento em casa de vegetacao (A), vista dos tratamentos
da esquerda para a direita: testemunha absoluta, testemunha (sem N), Y2, MTAzS8,
MTH2, MTAz8 + MTH2 e adubacao nitrogenada, respectivamente (B).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido por fatorial
7x3, correspondente a sete tratamentos: trés estirpes de bactérias diazotroficas
associativas (MTAz8, MTH2 e Y2), uma combinagdo das estirpes MTAz8 e MTH2,
adubacado nitrogenada (com nitrogénio fésforo e potassio), testemunha (isenta de
inoculacdo e de nitrogénio, porém, com fésforo e potassio) aqui denominada por
testemunha (sem N) e testemunha absoluta (sem inocula¢éo e adubacao), e trés cortes
(30, 60 e 90 dias), em cinco repeticbes, perfazendo um total de 35 unidades

experimentais.
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O solo utilizado foi um Latossolo Vermelho distréfico, coletado na camada de 0-
0,20 m, em area de primeiro cultivo. O solo foi passado em peneira de 2 mm de
abertura, homogeneizado e realizado caracterizacdo quimica e granulométrica (Tabela
1), de acordo com a metodologia proposta pela Embrapa (1997). O solo para a
composicdo dos vasos foi peneirado em malha de 4 mm de abertura e acondicionados
nas unidades experimentais, representadas por vasos plasticos de 7,5 dms.

Tabela 1. Analises quimicas e fisicas na camada de 0—0,20 m, do Latossolo Vermelho.
pH P K Ca Mg H Al SB CTC V M.O. Areia Silte Argila

(CaCly) (mg dm3) (Cmolc.dm™3) (%) (g dm) (g kg?)
4,1 24 28 03 02 42 11 06 59 9,8 227 549 84 367

De acordo com os resultados da andlise de solo, verificou-se a necessidade de
calagem, utilizando-se o método de saturacdo por bases para elevacdo a 45%
(SOUSA; LOBATO, 2002), com a incorporacao de calcario dolomitico (PRNT = 80,3%),
permanecendo incubado por um periodo de 30 dias. A umidade dos vasos foi mantida
em 60% da capacidade maxima de retencdo de agua, por método gravimétrico, de
acordo com Bonfim-Silva et al. (2011).

Apos o periodo de incubacdo do solo com calcéario para correcdo da acidez foi
realizada a adubacao de implantacdo com fosforo e potassio nas recomendacdes de
200 e 150 mg dm, cujas fontes foram respectivamente, superfosfato simples e cloreto
de potassio. A adubacdo de implantacdo foi realizada em todas as parcelas
experimentais, exceto na testemunha absoluta (auséncia de adubacéo e inoculagao). A
recomendacdo do nitrogénio foi de 200 mg dm=3, o qual foi parcelada em duas
aplicacfes, a primeira 8 dias ap0s o transplantio e a segunda apés 7 dias a primeira,
sendo utilizada a ureia como fonte. A aplicacdo de nitrogénio foi realizada apenas no
tratamento adubacgéo nitrogenada.

A adubacdo com os micronutrientes foi realizada utilizando-se uma solugao
contendo &cido bdrico, cloreto de cobre, sulfato de zinco e molibdato de sodio, nas

doses de 1,5; 2,5; 2,0 e 0,25 mg dm3, respectivamente. A adubagcdo com os
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micronutrientes foi realizada em todas as parcelas experimentais, exceto a testemunha
absoluta (auséncia de adubacéao e inoculagao).

As sementes foram semeadas em bandejas plasticas contendo areia lavada,
depois de realizada a quebra da dorméncia das mesmas pela imersdo em agua a
temperatura ambiente por 24 horas. Ap6s a adubacdo de implantacdo foram
transplantadas dez plantas por unidade experimental, selecionando-se as mais
homogéneas (Figura 2). Sete dias apdés o transplantio, realizou-se o desbaste

permanecendo cinco plantas por unidade experimental.

Figura 2. Transplantio das mudas de capim Xaraés, onde as mesmas foram retiradas
da bandeja de areia lavada (A) e transplantadas nos vasos (B e C).

Posteriormente ao desbaste, onde permaneceram cinco plantas por vaso
realizou-se a inoculagédo nos tratamentos correspondentes quando as mesmas estavam
com 10 cm de altura.

Para produzir o inoculante, a estirpe Y2 foi multiplicada em meio liquido LGI e as
estirpes MTAz8 e MTH2 foram multiplicadas em meio liquido DYGS sob agitagdo de
100 rpm a 30°C durante 24 horas. Posteriormente ao crescimento uma aliquota de 5 mL
de caldo bacteriano contendo 108 células mL? foi aplicada no solo proximo a &rea
radicular de cada planta conforme o tratamento de cada unidade experimental
(Figura 3).
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Figura 3. Aplicagdo do caldo bacteriano proximo a érea radicular de cada planta.

Foram realizados trés cortes da parte aérea das plantas, com intervalo de 30
dias. Ap6s cada corte foi reaplicada a adubacéo nitrogenada (100 mg dm= de N)
apenas para o tratamento adubacdo nitrogenada e adubacgédo potassica (200 mg dm3
de K20) para todos os tratamentos exceto a testemunha absoluta, na forma de ureia e
cloreto de potassio, respectivamente. Também foram reinoculados 5 mL de caldo
bacteriano contendo 102 células mLlsomente nos correspondentes tratamentos
inoculados.

A coleta dos dados foi realizada em trés avaliacdes, cada uma acompanhada de
um corte. Aos 30 dias ap0s o transplantio foi realizado o primeiro corte das plantas a 5
cm da superficie do solo (Figura 4), coletando apenas a parte aérea e deixando 5 cm
residuais para possibilitar a rebrota, conforme descrito por Bonfim-Silva e Monteiro
(2007),0 mesmo ocorreu no segundo corte 60 dias apds o transplantio. No terceiro corte

(90 dias ap6s transplantio), as plantas foram cortadas rente ao solo.



38

N\

Figura 4. Corte das plantas de Brachiaria brizantha cv. Xaraés sob inoculagdo com
bactérias diazotroficas associativas (A) e detalhe do corte (B).

Por ocasido dos cortes, foram realizadas as contagens de numero de folhas e
perfilhos, diametro do colmo com auxilio de um paquimetro digital, altura das plantas
(mensurada estendendo-se os perfilhos da graminea no sentido vertical e anotando-se
a maior distancia do nivel do solo até o apice dos perfilhos), com o uso de uma trena
graduada.

O indice de clorofila Falker (ICF), foi medido utilizando-se o ClorofiLOG CFL
1030 (Figura 5), sendo efetuadas 10 leituras por unidade experimental, nas folhas
diagnésticas recém expandidas, +1 e +2 (BONFIM-SILVA; MONTEIRO, 2010), de modo
a evitar as nervuras das folhas e de forma que as mesmas estivessem sob condigbes

adequadas de intensidade luminosa.

Figura 5. Altura do capim Xaraés (A) e indice de clorofila (B) do capim Xaraés
sob inoculagdo com bactérias diazotréficas associativas.
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Apés cada corte, a parte aérea das plantas foi levada ao laboratério, onde
seguiu-se a separacdo da folha do perfilho por meio do corte na altura da ligula foliar.
Os mesmos foram acondicionados em sacos de papel, identificados e levados a estufa
para secagem a 65°C, por 72 horas ou até massa constante. Posteriormente esse
material foi pesado em balan¢a semianalitica para obtencdo da massa seca de folhas e
colmos.

A massa seca da parte aérea foi obtida por meio do somatdrio da massa seca
das folhas e de colmos a cada um dos cortes, a massa seca total da parte aérea
correspondeu a somatoria da massa seca da aparte aérea de cada corte e a relacao
folha/colmo por meio da razdo entre a producdo das folhas e a producdao de
colmos+bainha de cada unidade experimental.

No terceiro corte, além da massa seca da parte aérea, realizou-se, também, a
coleta de raizes das plantas. Essas foram separadas da parte aérea e lavadas com
agua corrente sob peneira de 2 mm, para retirada do solo. Todo o material coletado foi
seco em estufa de circulacdo de ar, a 65°C por 72 horas e foi pesado posteriormente.
Obteve-se a massa seca das raizes e a relacdo massa seca da parte aérea/massa seca
das raizes por meio da razdo entre a producdo massa seca da parte aérea e a
producdo de massa seca das raizes.

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

Para determinacdo do numero de bactérias diazotréficas associativas presentes
no solo foi retirada uma amostra homogénea do solo antes do preenchimento das
unidades experimentais, e apds cada corte foi retirada uma amostra de 12 g de solo
préoximo as raizes.

Na avaliagdo microbiologica de ocorréncia de bactérias no solo, amostras de 10
g de solo foram transferidas para frascos contendo 90 mL de solucdo salina
permanecendo sob agitagcdo constante para fragmentagéao dos agregados. Em seguida,

1 mL desta solucéo foi utilizada para a realizacdo das diluicdes seriadas de 102 a 10°
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em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugéo salina e, de cada diluigao, 0,1 mL foi
inoculado em 5 mL dos meios semi-sélido, LGl e NFb em trés repeticdes.

Os frascos inoculados foram incubados por cinco dias, a 30 °C, sendo
considerados positivos para a contagem aqueles que apresentaram a formacéo da
pelicula caracteristica produzida por esses micro-organismos. A contagem da
populacdo de bactérias diazotroficas foi realizada através da técnica do Numero Mais
Provavel (NMP), baseado na presenca da pelicula formada no meio semi-sdlido (Figura
6), utilizando a tabela de McCrady para trés repetigées por diluicdo (DOBEREINER et
al., 1995), e os valores obtidos sofreram transformacao logaritmica.

Figura 6. Pelicula caracteristica em meio NFb produzida por bactérias diazotréficas
associativas.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e para
separacdo das médias aplicou-se o teste de Tukey, a 5 % de probabilidade, pelo
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008). As variaveis microbiol6gicas foram

transformadas por (X+1)%°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas estruturais do capim Xaraés

A altura de plantas apresentou interacdo significativa entre os tratamentos e 0s
intervalos de cortes, indicando que a inoculacdo com bactérias diazotroficas
associativas influenciou significativamente o desempenho do crescimento do capim

Xaraés (Tabela 2).

Tabela 2. Altura (cm) do capim Xaraés submetido a inoculacdo com bactérias
diazotroficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes, cultivado em Latossolo
vermelho do Cerrado.

Tratamentos 10 Cogf S 30
Adubacé&o Nitrogenada 123,00 aA 98,30 aB 112,60 aAB
Y2 92,30 bA 81,20 aA 57,70 bB
MTAz8 114,90 aA 79,80 aB 69,30 bB
MTH 2 111,50 abA 79,70 aB 61,70 bC
MTAz8 + MTH2 112,00 abA 80,20 aB 64,30 bB
Testemunha (sem N) 109,70 abA 81,30 aB 62,30 bC
Testemunha Absoluta 24,20 cB 56,70 bA 70,50 bA

CV (%) 13,87

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Analisando os tratamentos dentro dos cortes, observou-se que houve diferenca
significativa em todos os cortes. Para o primeiro corte (Tabela 2), verificou-se que a
adubacao nitrogenada e a estirpe MTAz8 apresentaram maiores valores mesmo nao
diferindo das estirpe MTH2, MTAz8 + MTH2 e testemunha (sem N). A estirpe MTAz8,
MTH2 e MTAZ8 + MTH2 produziram o equivalente a 93,41; 90,65 e 91,06% da altura
observada na adubacgéo nitrogenada e quando comparadas as estirpes MTAz8, MTH2

e MTAz8 + MTH2, a testemunha (sem N) foram observados acréscimos de 4,53; 1,61 e
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2,05%, respectivamente, sendo esse acréscimo ainda maior quando as mesmas
estirpes foram comparadas a testemunha absoluta que apresentou menor altura de
plantas com aumentos respectivos de 78,94; 78,30 e 78,39%.

No segundo corte (Tabela 2), todos os tratamentos exceto a testemunha
absoluta, apresentaram maior altura de plantas nao diferindo entre si. As plantas
inoculadas apresentaram acréscimos entre (28,86 e 30,17 %) em relacdo a testemunha
absoluta.

Esses resultados indicam que no primeiro e segundo cortes 0 nitrogénio
disponibilizado pelas bactérias para o capim Xaraés possivelmente foi suficiente para
manter a demanda energética da planta para seu desenvolvimento.

Em trabalho realizado por Kuss (2006) com fixacdo de nitrogénio por bactérias
diazotréficas em cultivares de arroz irrigado, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos quanto a altura da planta, tanto para os tratamentos
nitrogenados como para os tratamentos inoculados e a testemunha na auséncia de
nitrogénio e inoculacao.

No terceiro corte (Tabela 2) apenas a adubacado nitrogenada apresentou maior
altura, e os demais tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si. Mesmo néo
diferindo entre si, as estirpes MTAz8 e MTAz8 + MTH2 obtiveram acréscimos de 10,10
e 3,11%, respectivamente, quando comparados com a testemunha (sem N).

Segundo Alvim et al. (2000), a adubacdo nitrogenada acelera o ritmo de
crescimento das plantas, interferindo na qualidade da forragem produzida. Essa
alteracdo da velocidade de crescimento das plantas também foi observada por
Sarmento et al. (2005) quando da aplicacdo de N em Panicum maximum Jacg. cv. IPR-
86 Milénio, sob pastejo. Assim, segundo Nicacio (2012), de forma geral, gramineas que
nao recebem adubacgé&o nitrogenada tornam-se ineficientes no crescimento e diminuem
drasticamente o fluxo de tecidos.

Quando se analisou os cortes dentro dos tratamentos (Tabela 2) observou-se
que a adubacdo nitrogenada apresentou maior altura de plantas no primeiro corte,
mesmo néo diferindo estatisticamente do terceiro corte. A estirpe Y2 apresentou maior

altura no primeiro e segundo cortes. As estirpes MTAz8, MTH2, MTAz8 + MTH2 e a



43

testemunha (sem N) apresentaram maiores alturas apenas no primeiro corte, enquanto
gue a testemunha absoluta obteve maior altura no segundo e terceiro corte.

As maiores médias de altura de plantas (Tabela 2) foram observadas no primeiro
(98,23), segundo (79,6) e terceiro cortes (71,20), havendo decréscimo na altura das
plantas ao longo dos cortes, evidenciando assim a influéncia do fator tempo no
desenvolvimento estrutural das gramineas forrageiras.

O monitoramento da altura de planta possui alta ligacdo com a produtividade de
massa seca, minimizando a necessidade de amostragens destrutivas e também auxilia
como um referencial para se avaliar a maturidade da planta (MUIA et al., 1999; MELLO;
PEDREIRA, 2004), por isso é importante fazer sua verificacao.

Segundo Reis Junior et al. (2008) o uso de bactérias promotoras de crescimento
além beneficiar no mecanismo de fixacao bioldgica de nitrogénio, auxiliam na producéao
de hormonios que estimulam o crescimento vegetal.

Para o numero de folhas houve diferenca estatistica com interacé@o significativa

entre tratamentos e os cortes realizados em intervalos de trinta dias (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de folhas (vaso) do capim Xaraés submetido a inoculagdo com
bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes, cultivado em
Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos T Corzts S 30
Adubacéao Nitrogenada 80,80 aB 130,40 aA 129,40 aA
Y2 63,40 bA 31,00 bB 66,40 bA
MTAz8 59,60 bA 29,40 bB 60,20 bcA
MTH 2 62,20 bA 30,00 bB 58,80 bcA
MTAz8 + MTH2 57,00 bA 28,40 bB 49,60 cA
Testemunha (sem N) 60,80 bA 29,40 bB 55,80 bcA
Testemunha Absoluta 19,60 cB 20,60 bB 31,20 dA

CV (%) 11,21

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

No primeiro corte (Tabela 3) a adubacédo nitrogenada apresentou maior nimero

de folhas, a testemunha absoluta obteve menor valor e os demais tratamentos
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apresentaram valores intermediarios ndo diferindo estatisticamente entre si, porém ao
comparar a adubacdo nitrogenada com as estirpes Y2 e MTH2, observou-se o
equivalente de 78,47 e 76,98% no numero de folhas, da maxima producdo observada
na adubacdo nitrogenada. No segundo corte (Tabela 3), a adubacdo nitrogenada
também apresentou maior nimero de folhas e os demais tratamentos apresentaram
menores valores, nao diferindo estatisticamente entre si. Mesmo n&o havendo diferenca
significativa entre os tratamentos inoculados e a testemunha (sem N) quando
comparadas as estirpes Y2 e MTH2 com a testemunha (sem N) houve acréscimos de
5,16 e 2,00%, respectivamente.

Guimarées et al. (2011a), aos 40 dias verificaram aumento de aproximadamente
8% no numero de folhas nos tratamentos inoculados em relagéo a auséncia da bactéria
em pastagens de Brachiaria brizantha cv. Marandu. Oliveira et al. (2007) apresenta
resultados semelhantes com a mesma forrageira, mostrando que o tratamento auséncia
de nitrogénio com presenca da bactéria demonstra desempenho superior quando
comparado a testemunha com auséncia de nitrogénio e de inoculacdo. Segundo
Guimaraes et al. (2011b) o uso de Azospirillum demonstra um aumento de 10% sobre
os valores de numero de folhas em desenvolvimento inicial de pastagem de Brachiaria
decumbens quando em comparacao a auséncia do inoculante.

No terceiro corte (Tabela 3), a adubacdo nitrogenada apresentou maior valor,
seguida da estirpe Y2 que ndo diferiu estatisticamente das estirpes MTAz8, MTH2 e
testemunha (sem N), a estirpe MTAz8 + MTH2 s6 apresentou maior numero de folhas
em relagédo a testemunha absoluta que obteve menor valor entre todos os tratamentos.
A estirpe Y2 produziu o equivalente a 51,33% da maxima producdo observada na
adubacdo nitrogenada e quando comparada a testemunha (sem N) e testemunha
absoluta a mesma apresentou acréscimos de 15,96 e 53,01%, respectivamente.

Os dados do presente estudo corroboram com os encontrados por Chaves e
Souza (2013), que comparando o tratamento inoculado com Azospirillum spp a
testemunha absoluta na Brachiaria brizantha cv. Marandu, observaram que o
tratamento inoculado com Azospirillum spp. proporcionou aumento de 21% no numero

de folhas.
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Mesmo havendo influéncia da bactéria sobre as caracteristicas da planta,
Guimardes et al. (2011a e 2011b) verificam que as plantas inoculadas néo
apresentaram desempenho superior para as variaveis numero de folhas quando
comparados aos tratamentos onde somente receberam fertilizante nitrogenado na dose
200 mg N dm-3, corroborando com o resultado encontrado no presente estudo.

A adubacdo nitrogenada apresentou maior numero de folhas no segundo e
terceiro corte. Os tratamentos inoculados e a testemunha (sem N) apresentaram
maiores valores no primeiro e terceiro corte. A testemunha absoluta obteve maior
namero de folhas no terceiro corte (Tabela 3).

As forrageiras normalmente apresentam diferentes respostas para a aplicacéo de
N (PRIMAVESI, et al., 2004), principalmente no que tange as taxas de aparecimento e
alongamento foliar, bem como o perfilhamento (SILVA, et al., 2009). Cabral et al.
(2012), encontraram respostas satisfatérias quanto as adubacgBes nitrogenadas no
aparecimento de folhas no capim Xaraés.

A morfogénese em uma graminea durante seu crescimento vegetativo €
caracterizada por 3 fatores: a taxa de aparecimento, a taxa de alongamento e a
longevidade das folhas (CHAPMAN; LAMAIRE, 1993). Segundo esses autores a taxa
de aparecimento e a longevidade das folhas ditam o numero de folhas vivas por
perfilho. Essas caracteristicas sdo determinadas geneticamente, entre e dentro de
espécies, mas podem, no entanto ser influenciadas por variaveis como temperatura,
fotoperiodo, suprimento de nutrientes e disponibilidade de umidade no solo (FISCHER;
da SILVA, 2001).

O aumento no numero de folhas verificado com o incremento da adubacao é
importante para a recuperacdo da graminea, tendo em vista que as folhas sdo 6rgaos
fotossintetizantes onde é capturada e utilizada a energia luminosa para as reacoes
quimicas vitais a planta (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Esses resultados indicam a importancia da adubacdo nitrogenada para a
recuperacdo da graminea, uma vez que o numero de folhas estad relacionado a
producdo de perfilhos, que, por sua vez, € um dos grandes responsaveis pela
persisténcia da pastagem (BONFIM-SILVA; MONTEIRO, 2006).
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Em relagdo ao numero de perfilhos, observou-se que a andlise de variancia

demonstrou interacéo significativa entre tratamentos e intervalos de cortes (Tabela 4).

Tabela 4. Namero de perfilhos (vaso™) do capim Xaraés submetido a inoculagdo com
bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes, cultivado em
Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos 10 CO;[(? S 30
Adubacé&o Nitrogenada 17,60 aC 50,80 aA 47,20 aB
Y2 15,80 aB 12,00 bC 26,80 bA
MTAz8 15,40 aB 11,60 bC 21,40 cA
MTH 2 15,40 aB 12,00 bB 22,60 bcA
MTAz8 + MTH2 15,40 aA 10,60 bB 18,60 cA
Testemunha (sem N) 15,40 aB 11,60 bC 21,00 cA
Testemunha Absoluta 5,00 bB 5,00 cB 11,80 dA

CV (%) 12,96

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em relacdo ao primeiro corte (Tabela 4), observou-se que a adubacao
nitrogenada, os tratamentos inoculados com as estirpes Y2, MTAz8, MTH2 e MTAz8 +
MTH2 e a testemunha (sem N) nado diferiram estatisticamente entre si, sendo a
testemunha absoluta o tratamento que apresentou menor niumero de perfilhos. Quando
comparado os tratamentos inoculados com a testemunha absoluta observou-se
aumentos de 67,53 a 68,35%.

Oliveira et al. (2007) estudando Brachiaria brizantha cv. Marandu verificaram que
o tratamento com somente inoculacdo apresentou desempenho superior quando
comparado a auséncia de inoculante e de N, proporcionando aumento prolongado no
pastoreio e elevando o perfilhamento nos estagios iniciais da forrageira, sem
necessidade de recorrer a altas taxas de fertilizantes.

Trabalhando com acumulo de nitrogénio e de massa seca em plantas de trigo
inoculadas com Azospirillum brasilense, Didonet et al. (1996) encontraram que o

tratamento sem aplicacdo de nitrogénio e com inoculacéo néo diferiu significativamente
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da testemunha (sem aplicacao de nitrogénio e sem inoculagéo), o que concorda com 0s
resultados encontrados no presente estudo.

No segundo corte (Tabela 4), a adubacéo nitrogenada apresentou maior nimero
de perfilhos e a testemunha absoluta apresentou menor perfilhamento, os demais
tratamentos apresentaram valores intermediarios, ndo diferindo entre si. As estirpes Y2
e MTH2 apresentaram ambas (12 perfilhos vaso) e quando comparadas a testemunha
(sem N) e testemunha absoluta apresentaram aumentos de 3,33 e 58,33%,
respectivamente.

O perfilhamento é influenciado por fatores de ambiente, destacando-se a
temperatura e o suprimento de agua e de nutrientes, principalmente de nitrogénio, que
assume papel importante no crescimento e na producédo das plantas forrageiras, pois
seu suprimento eleva o numero de perfilhos por planta (GARCEZ NETO et al., 2002).
Quando o nitrogénio é deficiente, o perfilhamento é inibido; quando se aumenta o
suprimento de nitrogénio, ha acréscimo no numero de perfilhos por planta (PEDREIRA,
et al., 2001). Como pode ser observado no presente estudo, onde o tratamento
adubacdo nitrogenada com adequado suprimento em nitrogénio apresentou
discrepancia nos resultados para o segundo corte quanto aos demais tratamentos.

No terceiro corte (Tabela 4), a adubacéo nitrogenada apresentou maior numero
de perfilhos, seguida pela estirpe Y2 que nao diferiu estatisticamente da estirpe MTH2,
sequencialmente as estirpes MTAz8, MTAz8 + MTH2 e testemunha (sem N)
apresentaram menor perfilhamento que as anteriores, e a testemunha absoluta obteve
menor numero de perfilhos. Os tratamentos com as estirpes Y2 e MTH2 produziram
respectivamente o equivalente a 56,78 e 47,88% da méaxima producdo observada na
adubacdo nitrogenada e quando comparadas as testemunha (sem N) apresentaram
acréscimo respectivos de 21,64 e 7,08% e quanto a testemunha absoluta apresentaram
acrescimos de 55,97 e 47,79%, respectivamente.

A adubacéo nitrogenada tem grande importéancia e influéncia nas caracteristicas
estruturais das pastagens, pois o0 nitrogénio tem um efeito positivo sobre o
perfilhamento. Apesar do N ndo apresentar um grande efeito sobre o nimero de folhas

em um perfilho ou na sua taxa de elongacéo, ele apresenta grande influéncia sobre o
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namero de perfilhos desenvolvidos (NABINGER, 1997; GOMIDE et al., 1998),
provavelmente, por um efeito na brotacdo de gemas axilares (CRUZ; BOVAL, 1999).

No tratamento adubacdo nitrogenada houve maior perfilhamento do capim
Xaraés no segundo corte, as estirpes de bactérias diazotréficas associativas Y2,
MTAz8, MTH2 e as testemunhas (sem N) e absoluta apresentaram maior nimero de
perfilhos no terceiro corte. A combinagcdo das estirpes MTAz8 + MTH2 apresentou
maior valor no primeiro e terceiro corte. Portanto, pode-se observar tendéncia ao
aumento no perfilhamento ao longo dos cortes, pois se observou maior numero de
perfilhnos no segundo e terceiro cortes (Tabela 4).

Segundo Santos (2013), a tendéncia de aumento na producdo de perfilhos ao
longo dos cortes justifica-se pela maior demanda de energia para a planta ocorrer no
periodo inicial de crescimento para o seu estabelecimento e a formacdo 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.

Sabe-se que algumas gramineas tém adaptacdes morfologicas e fisioldgicas que
permitem suportar repetidas desfolhacdes, dai a rebrota é dependente da ativacdo das
gemas basais e da habilidade da planta para mobilizar carboidratos para os demais
orgaos (CALDWEL et al, 1991).

O perfilho é considerado a unidade basica de desenvolvimento das plantas
forrageiras e constituem as estruturas sobre as quais as sementes irdo se desenvolver
(NABINGER; MEDEIROS, 1995). A capacidade de perfilhamento € uma caracteristica
altamente desejavel em plantas forrageiras. O potencial de perfilhamento influencia a
producdo, a qualidade e a persisténcia das espécies perenes (HILLESHEIM;
CORSI,1990). Dessa forma, maior numero de perfilhos significa maior numero de folhas
e, consequentemente, maior numero de sitios para desenvolvimento de perfilhos
axilares (JACQUES, 1997).

Martuscello et al. (2005) e Paciullo et al. (2011) concluiram que a adubacéo
nitrogenada resultou em incremento na taxa de aparecimento de folhas e niamero de
perfilhos para espécies de Brachiaria. Boggiano et al. (2001) constataram que a

adubacao com nitrogénio aumentou o comprimento de folhas, o indice de area foliar e o
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perfilhamento, bem como a produtividade de matéria seca. A adubac¢do nitrogenada
exerce efeito positivo nas taxas de alongamento e aparecimento foliar, no nimero de
perfilhos, de folhas vivas e no comprimento final da lamina em plantas de capim Xaraés
(MENGEL; KIRKBY 2001, MARTUSCELLO et al., 2005).

Alexandrino et al. (2005), estudando o crescimento e caracteristicas quimicas e
morfogénicas do capim-marandu submetido a cortes e a doses de nitrogénio,
verificaram grande diferenca de perfilhamento ao longo do tempo de rebrotacdo em
relacdo ao suprimento de nitrogénio, observando que as plantas ndo adubadas com
nitrogénio quase nao perfilharam ao longo do tempo.

Para a varidvel didametro do colmo, encontrou-se interacao significativa entre
tratamentos e intervalos de cortes do capim Xaraés, mostrando que ocorreram

diferencas significativas entre os tratamentos nos cortes avaliados (Tabela 5).

Tabela 5. Diametro do colmo (mm) do capim Xaraés submetido a inoculacdo com
bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes, cultivadas
em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos T Corztéa S 30
Adubacéo Nitrogenada 5,17 aA 4,36 aB 3,92aC
Y2 4,77 abA 3,60 bB 2,40 bcC
MTAZz8 4,95 abA 3,45 bB 2,24 cC
MTH 2 4,77 abA 3,54 bB 2,58 bcC
MTAz8 + MTH2 4,76 abA 3,43 bB 2,44 bcC
Testemunha (sem N) 4,60 bA 3,55 bB 2,52 bcC
Testemunha Absoluta 1,24 cC 2,19 cB 2,94 bA

CV (%) 8,29

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Analisando os tratamentos dentro dos cortes, observou-se que houve diferenca
significativa em todos os cortes. Para o primeiro corte (Tabela 5), verificou-se que a
adubacao nitrogenada apresentou maior didmetro do colmo, mesmo né&o diferindo das
estirpes Y2, MTAz8, MTH2 e MTAz8 + MTH2, que apresentaram diametro do colmo

equivalente a 92,26; 95,74; 92,26 e 92,07% respectivamente. Quando comparado 0s
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tratamento inoculados com a testemunha (sem N) observou-se aumentos de 7,07 a
3,36% e quando comparados a testemunha absoluta houve aumentos na ordem de
74,95 a 73,95%.

No segundo corte (Tabela 5), apenas a adubacéao nitrogenada apresentou maior
diametro de colmo, os tratamentos inoculados e a testemunha (sem N) apresentaram
valores intermediérios e a testemunha absoluta obteve menor valor. Os tratamentos
com as estirpes Y2, MTAz8, MTH2 e MTAz8 + MTH2 apresentaram acréscimos
equivalentes a 82,57; 79,13; 81,19 e 78,67% no diametro do colmo, respectivamente,
quando comparadas a maxima producdo observada na adubacgdo nitrogenada e
acréscimos de 39,17 a 36,15% quando comparados os tratamentos inoculados com a
testemunha absoluta.

No terceiro corte (Tabela 5), a adubacao nitrogenada apresentou maior diametro
do colmo, seguida pela testemunha absoluta que nédo diferiu estatisticamente das
estirpes Y2, MTH2 e MTAz8 + MTH2 e da testemunha (sem N), a estirpe MTAz8
apresentou menor diametro de colmo. A estirpe MTH2 produziu o equivalente a 65,82%
da adubacédo nitrogenada e acréscimo de 2,33% quando comparada a testemunha
(sem N).

Apés o segundo corte, as plantas do tratamento adubacdo nitrogenada
cresceram rapidamente enquanto os demais tratamentos demoraram a crescer (Figura
7). Segundo Carvalho et al. (2000), o perfilhamento é uma forma de crescimento que as
gramineas desenvolveram em seu processo evolutivo como mecanismo de producéo e
sobrevivéncia em situacdes de desfolha. As plantas inoculadas e as testemunhas
aparentemente perfilharam para sobreviver, uma vez que se observou crescimento
reduzido em relacdo aos cortes anteriores, enquanto que o tratamento adubacéo
nitrogenada, provavelmente por estar suprido em nitrogénio ndo apresentou estresse e
cresceu conforme o observado apds o primeiro corte. Portanto o diametro do colmo foi
maior na adubacao nitrogenada onde as plantas estavam maiores e, portanto o colmo
estava mais grosso para suportar o peso das folhas e os demais tratamentos

apresentaram valores inferiores uma vez que cresceram menos.
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Figura 7. Comparacdo do perfilhamento aos 11 dias ap6s o segundo corte dos
tratamentos:testemunha absoluta (A), adubagé&o nitrogenada (B) e a estirpe Y2 (C).

Quando se analisou os cortes dentro dos tratamentos observou-se semelhanca
em todos os tratamentos, onde houve maior didmetro do colmo sequencialmente no
primeiro, segundo e terceiro corte, exceto na testemunha absoluta, onde o maior
diametro foi observado no terceiro corte (Tabela 5).

Segundo Hodgson (1990), o mesmo que acontece com folhas pode acometer os
perfilhos, sendo a senescéncia de perfilhos como um todo mais comum quando o tecido
meristematico é cortado ou pastejado, portanto no terceiro corte houve maior incidéncia
de perfilhamento acarretando em menor diametro do colmo em relagcdo aos cortes
anteriores.

Esse resultado esta relacionado com o perfilhamento uma vez que existe relagdo
inversa entre a densidade e o tamanho individual dos perfilhos (SBRISSIA; DA SILVA,
2008).

Segundo Niklas (1994), o alongamento e espessamento do pseudo-colmo é
justificado pela altura do dossel, pois aumentos em altura do dossel quase sempre
conduzem a um aumento no didmetro das estruturas de suporte (pseudocolmos), que
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se alteram em proporcéo direta a forca requerida para suportar as folhas inseridas no
perfilho.

4.2 Caracteristicas produtivas do capim Xaraés

A massa seca de folhas apresentou interacdo significativa entre os tratamentos e
os intervalos de cortes, indicando que a inoculagdo com bactérias diazotréficas
associativas influenciou significativamente o desempenho produtivo do capim Xaraés
(Tabela 6).

Tabela 6. Massa seca de folhas (g vaso?) do capim Xaraés submetido a inoculacéo
com bactérias diazotroficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes,
cultivado em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos T Corztéa S 30
Adubacéo Nitrogenada 15,68 aC 31,05 aB 49,63 aA
Y2 10,91 bA 7,59 bB 3,97 bC
MTAZz8 9,97 bA 7,09 bB 3,85 bC
MTH 2 10,30 bA 7,31 bB 4,14 bC
MTAz8 + MTH2 9,55 bA 7,36 bB 3,39 bC
Testemunha (sem N) 9,34 bA 7,07 bB 4,03 bC
Testemunha Absoluta 0,19 cB 1,35cB 5,16 bA

CV (%) 9,93

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em relagdo & massa seca de folhas do capim Xaraés para o0 primeiro corte
(Tabela 6) observou-se que a adubacdo nitrogenada apresentou maior produgcao de
massa seca de folhas, seguida pelos tratamentos inoculados e testemunha (sem N) que
nao diferiram estatisticamente entre si, e a testemunha absoluta obteve menor
producdo de massa seca de folhas. As estirpes Y2, MTAz8, MTH2 e MTAz8 + MTH2

produziram respectivamente, o equivalente a 69,58; 63,58; 65,69 e 60,91% da maxima
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producdo observada na adubacao nitrogenada e quando comparadas a testemunha
(sem N) as mesmas estirpes apresentaram acréscimos respectivos de 14,39; 6,32; 9,32
e 2,20%, sendo esse acréscimo ainda maior quando as mesmas estirpes foram
comparadas a testemunha absoluta, com acréscimos de 98,26; 98,09; 98,15 e 98,01%,
respectivamente.

Esses resultados corroboram com os encontrado por Santos (2013), onde a
massa seca de folhas no primeiro corte apresentou maior producdo para o tratamento
que recebeu adubacdo completa. A mesma autora encontrou que no tratamento com
Burkholderia houve producdo de 37% quando comparados a maxima producao.
Contudo mesmo ndo havendo diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados, o
gue apresentou menor producao foi o inoculante comercial (formado pela composicao
das estirpes ABV-5 e ABV-6 de Azospirillum brasilense), onde se observou massa seca
de folhas equivalente a 29% da maxima producao.

Resultados semelhantes foram encontrados por Guimaraes et al. (2011b), que
trabalhando com crescimento e desenvolvimento inicial de Brachiaria decumbens
inoculada com Azospirillum spp., observaram no parametro massa seca das folhas que
a adubacé@o com 200 mg N dm apresentou maior producdo de massa seca de folhas e
o tratamento de inoculacdo que mais se aproximaram daquele que recebeu adubacao
nitrogenada, foi a estirpe AZ13.

No segundo corte (Tabela 6), a maior massa seca de folhas, foi observada na
adubacdo nitrogenada (31,05 g vasol), seguida pelos tratamentos inoculados e
testemunha (sem N), a testemunha absoluta apresentou menor valor. A estirpe Y2,
MTH2 e MTAz8 + MTH2 quando comparadas com a testemunha (sem N) apresentaram
acréscimos respectivos de 6,85; 3,69 e 3,03%, e quando as estirpes Y2, MTAz8, MTH2
e MTAz8 + MTH2 foram comparadas com a testemunha absoluta houve acréscimos
respectivos de 82,21; 80,96; 81,53 e 81,66%.

No terceiro corte (Tabela 6), observou-se maior massa seca de folhas no
tratamento adubacgdo nitrogenada, porém nesse caso houve muita discrepancia na
producdo dos demais tratamentos que nao diferiram estatisticamente entre si, e quando
comparada a adubacédo nitrogenada aos demais tratamentos, houve aumento médio na

producdo da massa seca de folhas de 91,76%.
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Apbés o0 segundo corte, observou-se que o0s tratamentos inoculados e as
testemunhas apresentaram producéo inferior a adubacgéo nitrogenada (Figura 8). Essa
menor producdo nesses tratamentos pode estar relacionada ao menor acumulo de
nitrogénio nessa fase, ou seja, a planta extraiu menos nitrogénio nesse corte quando
comparado aos cortes anteriores, e como 0 nitrogénio é um dos nutrientes mais
importantes na producdo das gramineas forrageiras, por compor compostos organicos
essenciais, como aminoacidos e proteinas, acidos nucléicos, hormonios e clorofila
(FRANCA, et al. 2007; LAVRES JUNIOR; MONTEIRO, 2003), as plantas desses

tratamentos ndo acompanharam a producgéo do tratamento adubagéo nitrogenada.

Figura 8. Comparacédo dos tratamentos no terceiro corte (90 dias ap0Os transplantio)
entre a adubacao nitrogenada e os tratamentos: Y2 (A), MTAZ8 (B), MTH2 (C), MTAz8
+ MTH2 (D), testemunha (sem N) (E) e testemunha absoluta (F).

Quando se analisou os cortes dentro dos tratamentos foi possivel observar que a
adubacdo nitrogenada e a testemunha absoluta apresentaram maior producdo na
terceira avaliagdo e os tratamentos inoculados e testemunha (sem N) apresentaram

decréscimos de producao a cada corte realizado (Tabela 6).
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Os animais consomem as folhas em preferéncia a colmo e material vivo em
detrimento ao material senescente. Assim, 0s capins que sdo adubados com nitrogénio
sdo mais selecionados pelos animais, por apresentarem maior digestibilidade em
funcdo da maior proporcdo de folhas. E essas sdo mais digestiveis que o colmo e
material senescente (EUCLIDES et al., 1992).

Na varidvel massa seca do colmo verificou-se interacdo significativa entre
tratamentos e intervalos de cortes do capim Xaraés inoculado com bactérias

diazotréficas associativas (Tabela 7).

Tabela 7. Massa seca do colmo (g vaso?) do capim Xaraés submetido a inoculagédo
com bactérias diazotroficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes,
cultivado em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos T Corztéa S 30
Adubacéo Nitrogenada 6,68 aC 13,43 aB 48,56 aA
Y2 4,61 bA 2,88 bB 4,80 bA
MTAZz8 4,93 bA 2,90 bB 4,72 bA
MTH 2 4,60 bA 2,89 bB 4,99 bA
MTAz8 + MTH2 4,15 bA 3,12 bA 4,29 bcA
Testemunha (sem N) 4,06 bA 2,64 bB 4,61 bA
Testemunha Absoluta 0,00 cB 0,30 cB 2,65 CA

CV (%) 13,72

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Analisando os tratamentos dentro dos cortes, observou-se que houve diferenca
significativa em todos os cortes com semelhanca nos resultados. Nos trés cortes,
verificou-se que a adubacdo nitrogenada apresentou maior producdo de colmo e a
testemunha absoluta obteve menor producdo, exceto no terceiro corte, onde a
combinacgao das estirpes MTAz8 + MTH2, ndo diferiu estatisticamente da testemunha
absoluta. Quanto aos demais tratamentos apresentaram producgéo intermediaria entre
esses valores, ndo diferindo estatisticamente entre si (Tabela 7).

No primeiro corte (Tabela 7), as estirpes Y2, MTAz8, MTH2 e MTAz8 + MTH2

mesmo nao diferindo apresentaram acréscimos em relagdo a testemunha (sem N) de
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11,93; 17,65; 11,74 e 2,17%, respectivamente. As mesmas estirpes apresentaram
acréscimos de 100% quando comparadas com as testemunha absoluta, porque o valor
de massa seca de colmo foi igual a zero. A testemunha absoluta ndo apresentou massa
seca de colmo no primeiro corte, pois as plantas cresceram pouco e Como Nno primeiro e
segundo cortes as plantas foram cortadas a 5 cm da superficie do solo para possibilitar
a rebrota, no primeiro corte aos 30 dias foram cortadas apenas parte das folhas pois o

colmo nédo apresentava mais de 5 cm (Figura 9).

Figura 9. Comparacdo entre as unidades experimentais testemunha absoluta e
testemunha (sem N), respectivamente da esquerda para a direita, no primeiro corte aos
30 dias apods transplantio (A). Representacdo da linha de corte aos 30 dias (B).
Comparacéo ap0s o corte entre a testemunha absoluta a esquerda e a estirpe MTAz8 a
direita(C).

Estes resultados estdo de acordo com Guimaraes et al. (2011b) que trabalhando
com B. decumbens cv. Decumbens em funcdo da inoculacdo com estirpes de
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Azospirillum spp. observaram que houve um incremento de 11% da massa seca de
colmos, quando comparados a adubacao sem nitrogénio e sem inoculagéo.

No segundo corte (Tabela 7), a combinacdo das estirpes MTAz8 + MTH2
apresentou acréscimos de 15,38 e 90,38%, quando comparada respectivamente com a
testemunha (sem N) e testemunha absoluta.

No terceiro corte (Tabela 7), as estirpes Y2, e MTH2 obtiveram acréscimos de
3,96 e 7,62% respectivamente quando comparados a testemunha (sem N) e
acréscimos de 44,79 e 46,89% quando comparados a testemunha absoluta.

Varios autores relatam que a producdo de massa seca dos colmos de gramineas
forrageiras respondem positivamente a adubacéo nitrogenada (COLOZZA et al., 2000;
SANTOS et al.,, 2002; MARTUSCELLO et al., 2005; BATISTA; MONTEIRO, 2006;
MARTUSCELLO et al, 2009), o que justifica as menores relacbes
folhas/colmos+bainhas obtidas nas doses mais elevadas de nitrogénio.

De acordo com Alexandrino et al. (2005) o baixo acumulo de massa seca de
colmos das plantas forrageiras, na auséncia de adubacdo nitrogenada, deve-se ao
menor alongamento do colmo e ao baixo perfilhamento, onde a producdo de massa
seca de colmos e bainhas é componente relevante para a producdo de forragem, pois
0os colmos e bainhas sdo 6rgdos armazenadores de substéncias organicas nas
gramineas, o que pode interferir na capacidade de rebrota dos capins.

Quando se analisou os cortes dentro dos tratamentos observou-se que a
adubacdo nitrogenada e a testemunha absoluta apresentaram maior producdo no
terceiro corte. As estirpes Y2, MTAz8, MTH2 e a testemunha (sem N) apresentaram
maiores valores no primeiro e terceiro corte. A estirpe MTAz8 + MTH2 n&o apresentou
diferenca estatistica (Tabela 7).

A produgcdo de massa seca dos colmos seguiu 0 mesmo comportamento da
producdo de massa seca das folhas nos trés cortes, indicando que o fornecimento de
nitrogénio estimula ndo s6 o aparecimento e desenvolvimento das folhas, como
também o desenvolvimento dos colmos do capim Xaraés.

Para a massa seca da parte aérea, a inoculacdo com bactérias diazotréficas

associativas no capim Xaraés resultou em diferenca estatistica com interacéo
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significativa entre tratamentos e os cortes realizados em intervalos de trinta dias
(Tabela 8).

Tabela 8. Massa seca da parte aérea (g vaso™l) do capim Xaraés submetido a
inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e terceiro
cortes, cultivado em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos 10 CO;[(? S 30
Adubacé&o Nitrogenada 22,36 aC 44,48 aB 98,19 aA
Y2 15,52 bA 10,47 bB 8,77 bB
MTAz8 14,90 bA 9,99 bB 8,58 bB
MTH 2 14,90 bA 10,20 bB 9,14 bB
MTAz8 + MTH2 13,70 bA 10,48 bB 7,67 bC
Testemunha (sem N) 13,40 bA 9,71 bB 8,64 bB
Testemunha Absoluta 0,19 cB 1,64 cB 7,80 bA

CV (%) 8,91

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Quando se analisou os tratamentos dentro dos cortes, observou-se que houve
semelhanca nos resultados do primeiro e segundo cortes, onde o tratamento que mais
se destacou foi o que recebeu adubacdo nitrogenada, e a testemunha absoluta
apresentou menor producédo de massa seca da parte aérea (Tabela 8).

No primeiro corte (Tabela 8), as estirpes Y2, MTAz8, MTH2, MTAz8 + MTH2
produziram o equivalente a 69,41, 66,64; 66,64 e 61,27% da maxima producdo
observada na adubacdo nitrogenada, respectivamente, e mesmo ndo diferindo da
testemunha (sem N), quando comparadas, as mesmas apresentaram acréscimo
respectivos de 13,66; 10,07; 10,07 e 2,19% e acréscimos ainda maiores de 98,78;
98,72; 98,72 e 98,61%, respectivamente quando comparadas a testemunha absoluta
gue apresentou menor producao.

Os dados encontrados no presente estudo estdo de acordo com Santos (2013)
que ao trabalhar com capim marandu submetido a inoculagdo com bactérias

diazotréficas associativas observou que na primeira avaliagdo aos 30 DAE a adubacao
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nitrogenada apresentou maior produgdo de massa seca e 0s tratamentos inoculados
nao diferiram da adubacé&o controle (sem nitrogénio e sem inoculag&o).

No segundo corte (Tabela 8), as estirpes Y2, MTAz8, MTH2, MTAz8 + MTH2
mesmo nao diferindo da testemunha (sem N), quando comparadas, apresentaram
acréscimo respectivos de 7,26; 2,80; 4,80 e 7,35% e acréscimos ainda maiores de
84,73; 83,58; 83,92 e 84,35%, respectivamente quando comparadas a testemunha
absoluta que apresentou menor producéo.

No terceiro corte (Tabela 8), nota-se que a adubac&o nitrogenada continuou
apresentando maior produgdo enquanto que os demais tratamentos nao diferiram
estatisticamente entre si, porém nesse caso houve muita discrepancia na producéo dos
demais tratamentos quando comparados a adubacé&o nitrogenada, que produziu entre
91,06 a 90,69% mais que os tratamentos inoculados e as testemunhas (sem N) e
absoluta.

Martuscello et al. (2009), constataram efeito positivo do nitrogénio na
produtividade de matéria seca total de plantas de Brachiaria brizantha cv. Xaraés. Estes
inferiram que plantas desta cultivar, a parte aérea funciona como principal dreno de
nitrogénio.

Outros trabalhos relatam que, de modo geral, a adubac&o nitrogenada
incrementou positivamente a produtividade de matéria seca de espécies do género
Brachiaria (BONFIM-SILVA; MONTEIRO, 2006; PRIMAVESSI et al, 2006;
RODRIGUES et al., 2006; YDOYAGA et al., 2006; BENETT et al., 2008). Martuscello et
al. (2005) preconizam que o aumento do teor de nitrogénio no solo por meio da
fertilizacdo é uma das formas de incrementar a produtividade das pastagens.

Quando se analisou os cortes dentro dos tratamentos observou-se que a
adubacao nitrogenada e a testemunha absoluta apresentaram maior produgdao no
terceiro corte. As estirpes Y2, MTAz8, MTH2, MTAz8 + MTH2 e a testemunha (sem N)
apresentaram maiores valores no primeiro corte (Tabela 8).

Foram observados resultados contrarios aos encontrados por Santos (2013)
onde houve um acréscimo na massa seca de parte aérea do primeiro para o segundo

corte seguida de decréscimo no terceiro corte.
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De acordo com Gomide e Gomide (2000), a produtividade de gramineas
forrageiras depende da continua emissdo de folhas e perfilhos, processo importante
para a restauracdo da area foliar apds corte ou pastejo e que garante perenidade a
forrageira. Segundo Rodrigues et al. (2008), o capim-xaraés € uma planta altamente
responsiva a adubacgéo nitrogenada.

Diversos trabalhos desenvolvidos com o género Brachiaria mostraram elevada
responsividade dessas forrageiras a adubacdo nitrogenada, no que se refere a
producdo de massa seca (ALEXANDRINO et al., 2003; BATISTA; MONTEIRO, 2006;
CARVALHO et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008).

Quando se trata de micro-organismos diazotroficos associativos, nem sempre
sdo observadas diferencas entre tratamentos inoculados quando comparados com as
aplicacoes de fertilizantes nitrogenados. Entretanto, alguns trabalhos tém apresentado
resultados bastante promissores (FERREIRA et al., 2010; GUIMARAES et al., 2010).

Para os resultados da producdo de massa seca total da parte aérea do capim
Xaraés, onde se somou os valores de massa seca parte aérea dos trés cortes, houve
significancia entre tratamentos. O capim Xaraés mostrou-se mais eficiente na producéo

de massa seca da parte aérea total em fungéo da adubacao nitrogenada (Tabela 9).

Tabela 9. Massa seca total da parte aérea (g), de capim Xaraés, submetida a
inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho
do Cerrado.

Tratamentos Massa seca total da parte aérea
Adubacéao Nitrogenada 165,03 a
Y2 34,76 b
MTAz8 33,46 b
MTH 2 34,24 b
MTAz8 + MTH2 31,85b
Testemunha (sem N) 31,75b
Testemunha Absoluta 9,64 c
CV (%) 5,37

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente, pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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A maior massa total da parte aérea foi observada nas plantas em que receberam
a adubacgéo nitrogenada. As estirpes inoculadas Y2, MTAz8, MTH2, MTAz8 + MTH2
mesmo nao diferindo entre si e entre a testemunha (sem N), quando comparadas, as
mesmas apresentaram acréscimo respectivos de 8,66; 5,11; 7,27 e 0,31% e acréscimos
ainda maiores de 72,27; 71,19; 71,85 e 69,73%, respectivamente quando comparadas
a testemunha absoluta que apresentou menor producgéo (Tabela 9).

A testemunha (sem N) nado diferiu das estirpes inoculadas (Tabela 9),
provavelmente por nesse tratamento existir bactérias diazotroficas associativas nativas
do solo, ou seja, essas bactérias podem ter contribuido com o suprimento de nitrogénio
para as plantas via FBN, além dos efeitos benéficos do nitrogénio presente na matéria
organica, que proporcionam as plantas aumentos na producdo (MALAVOLTA, 1972),
podendo justificar a semelhanca nos resultados com os tratamentos inoculados.

Segundo Alvim et al. (1990), comparando a producéo forrageira de algumas
espécies de Brachiaria, mostraram que, sem adubacédo nitrogenada, B. brizantha
apresentou os menores valores de produtividade anual em peso de matéria seca,
enquanto B. decumbens mostrou a maior produtividade entre as espécies testadas.
Porém, a B. brizantha foi a espécie que mais respondeu a aplicacdes de nitrogénio.
Martuscello et al. (2009), constataram efeito positivo do nitrogénio na produtividade de
matéria seca total de plantas de Brachiaria brizantha cv. Xaraés.

Rodrigues et al. (2008) observaram que a adubacédo nitrogenada exerceu efeito
positivo na producdo de massa seca total do capim-xaraés.

Para a relacao folha/colmo + bainha, a interacdo entre tratamentos e intervalos
de cortes foi significativa, tendo apresentado variacdo dos tratamentos dentro dos trés

cortes do capim Xaraés (Tabela 10).
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Tabela 10. Relacao folha/colmo + bainha do capim Xaraés submetido a inoculagdo com
bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes, cultivado em
Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos 10 CO;[(? S 30
Adubacé&o Nitrogenada 2,35 aA 2,33 bA 1,03 bB
Y2 2,37 aA 2,66 bA 0,83 bB
MTAz8 2,02 aB 2,46 bA 0,81 bC
MTH 2 2,25 aA 2,55 bA 0,84 bB
MTAz8 + MTH2 2,32 aA 2,38 bA 0,79 bB
Testemunha (sem N) 2,33 aA 2,69 bA 0,87 bB
Testemunha Absoluta 0,00 bC 4,61 aA 1,97 aB

CV (%) 13,41

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

No primeiro corte os tratamentos ndo diferiram entre si, exceto a testemunha
absoluta que apresentou menor relacdo folha/colmo + bainha (Tabela 10). Como ja
mencionado anteriormente, a testemunha absoluta ndo apresentou producdo de massa
seca de colmo na testemunha absoluta no primeiro corte, consequentemente a relacao
folha/colmo + bainha foi zero, uma vez que a relacédo é dada pela razdo da massa seca
das folhas pela massa seca do colmo.

Os dados encontrados no presente estudo estdo de acordo com Santos (2013)
que ao trabalhar com capim marandu submetido a inoculagdo com bactérias
diazotréficas associativas observou que ndo houve diferenga significativa entre a
adubacdo nitrogenada, os tratamentos inoculados e o controle (na auséncia de
nitrogénio e inoculacao).

No segundo e terceiro cortes (Tabela 10), a testemunha absoluta apresentou
maior relacao folha/colmo + bainha em relacdo demais tratamentos que néo diferiram
estatisticamente entre si. Esse resultado foi observado uma vez que as plantas da
testemunha absoluta ndo perfilharam como os demais tratamentos, e como a relacdo é
dada pela razdo da massa seca das folhas pela massa seca do colmo, quanto menor a
massa seca de colmo maior sera a relagdo folha/colmo + bainha, justificando, portanto

a maior relacao folha/colmo + bainha ter ocorrido na testemunha absoluta.



63

Andrade (1997) explica que o incremento na adubagdo, principalmente com
nitrogénio, aumenta mais a producdo de pseudocolmos do que a de folhas das
gramineas forrageiras, diminuindo a relacao.

Segundo Rodrigues et al. (2008), a relacéo folha/colmo + bainha é afetada pela
adubacao nitrogenada, que promove um maior crescimento das plantas, intensificando
0 processo de alongamento dos colmos. Ainda segundo os autores de qualquer
maneira os efeitos negativos observados na relacédo folha/colmo + bainha em funcéo do
aumento das doses de nitrogénio podem ser compensados parcialmente ou totalmente
pelo beneficio do aumento em producéo de fitomassa.

Quando se avaliou os cortes dentro dos tratamentos houve resposta semelhante
entre a adubacdo nitrogenada, as estirpes Y2, MTH2, MTAZ8 + MTH2 e testemunha
(sem N), onde as maiores rela¢des folha/colmo + bainha foram encontradas no primeiro
e segundo cortes. A estirpe MTAz8 e testemunha absoluta apresentaram maior valor
apenas na segunda avaliacao (Tabela 10).

Essa relacdo expressa as variacdes entre as proporcdes de lamina foliar e de
colmo da planta, constituindo uma variavel de grande importancia, pois apresentam
uma relacdo direta com a produtividade e a qualidade da forragem, além de
subsidiarem a adocao de praticas de manejo mais adequadas (COSTA et al., 2003).

O limite critico dessa relacdo € considerado igual a 1,00 e esse nivel critico
considera a quantidade e a qualidade da forragem produzida (PINTO et al., 1994;
ANDRADE, 1997).

Do mesmo modo, a alta relacdo folha/colmo confere a graminea melhor
adaptacado ao pastejo ou tolerancia ao corte, por apresentar um momento fenolégico em
gue 0s meristemas apicais se apresentam mais proximos ao solo e, portanto, menos
vulneraveis a destruicdo pelo corte animal ou maquina (PINTO et al., 1994).

Segundo Passos (1994), a qualidade da forragem diminui com a maturacédo das
folhas, pelo aumento do teor de lignina e diminuicédo da relacéo folha/colmo e do teor de
proteina bruta. Assim considera o autor que a qualidade da forrageira esta, em parte,
na dependéncia da qualidade de folhas que ela possui em relacdo aos colmos.

Perfilhos mais velhos e desenvolvidos possuem menor percentagem de folhas, ou seja,
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a relacdo folha/colmo diminui a medida que a rebrotacdo envelhece (BAUER et al.,
2011).

Os efeitos da inoculacao de bactérias diazotroficas endofiticas em capim Xaraés
foram estatisticamente significativos para a varidvel massa seca de raiz. Pode-se
observar que a adubacgéao nitrogenada apresentou maior producao, seguida das estirpes
inoculadas e da testemunha (sem N) e a testemunha absoluta apresentou menor

producao de raiz (Tabela 11).

Tabela 11. Massa seca da raiz (g), de capim Xaraés, submetida a inoculagdo com
bactérias diazotréficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho do Cerrado.

Tratamentos 3° Corte
Adubacé&o Nitrogenada 58,41 a
Y2 15,27 b
MTAz8 13,73 b
MTH 2 14,46 b
MTAz8 + MTH?2 1291 b
Testemunha (sem N) 13,87 b
Testemunha Absoluta 5,44 c

CV (%) 12,53

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente, pelo teste de
Tukey (P<0,05).

A maior massa seca de raiz foi observada nas plantas em que receberam
adubacao completa (Tabela 11). Contudo, entre as plantas que foram inoculadas com
as estirpes Y2 e MTH2 produziram aumentos de massa seca de raiz em relacdo a
testemunha (sem N) de 9,17 e 4,08% respectivamente e apresentaram acréscimos
ainda maiores quando as respectivas estirpes foram comparadas a testemunha

absoluta, apresentando aumentos de 64,37 e 62,38% (Figura 10).



65

Figura 10. Massa seca do sistema radicular de plantas de capim Xaraés inoculado com
bactérias diazotroficas associativas, correspondente aos tratamentos: adubagéo
nitrogenada (A), Y2 (B), MTAz8 (C), MTH2 (D), MTAz8 + MTH2 (E), testemunha (sem
N) (F) e testemunha absoluta (G).

Esses dados corroboram com os encontrados por Santos (2013) que também
observou maior massa seca de raiz nas plantas que receberam adubacdo completa
(nitrogenada) e ndo observou diferenga significativa nos tratamentos inoculados com
bactérias diazotréficas associativas e o tratamento controle (auséncia de nitrogénio e
inoculacao).

Provavelmente a testemunha (sem N) apresentou maior massa seca de raiz em
relacdo a testemunha absoluta, pois a mesma recebeu aducdo com fésforo, potassio e
micronutrientes, e como segundo Lynch (2007), o crescimento das raizes sdo regulados
pela disponibilidade de fosforo. Como provavelmente a testemunha (sem N) estava

suprida adequadamente em fésforo houve um maior crescimento do sistema radicular
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nesse tratamento, enquanto que a testemunha absoluta, provavelmente pelo estresse
causado pelo baixo teor de fésforo no solo produziu menos massa seca de raizes.

Outro fato que pode ter ocorrido para o aumento da producdo de raiz na
testemunha (sem N) é devido a presenca de bactérias diazotréficas nesse tratamento
observadas pela amostragem do solo realizada ao longo dos cortes, onde foi possivel
determinar o nimero de bactérias diazotroficas associativas presentes no solo.

Okon e Vanderleyden (1997) baseando-se em dados acumulados durante 22
anos de pesquisa com experimentos de inoculacdo a campo, concluem que o género
Azospirillum spp. promove ganhos em rendimento em importantes culturas nas mais
variadas condicdes de clima e solo; contudo, salientam que o ganho com Azospirillum
spp. vai mais além do que simples auxiliar na fixacao bioldégica do nitrogénio, auxiliando
também no aumento da superficie de absorcdo das raizes da planta e,
consequentemente, no aumento do volume de substrato do solo explorado. Tal
constatacao é justificada pelo fato de a inoculacdo modificar a morfologia do sistema
radicular, aumentando ndo apenas o humero de radicelas mas, também, o diametro das
raizes laterais e adventicias. Pelo menos parte, ou talvez muitos desses efeitos de
Azospirillum spp. nas plantas, possam ser atribuidos a producédo, pela bactéria, de
substancias promotoras de crescimento, entre elas auxinas, giberilinas e citocininas, e
ndo somente a fixa¢éo bioldgica de nitrogénio.

De acordo com Sarmento et al. (2005) e Sarmento et al. (2008), a menor massa
de raiz em auséncia de adubacédo nitrogenada esta relacionada a baixa quantidade de
massa seca de laminas foliares no pos-pastejo e ao baixo indice de area foliar residual
das plantas ndo adubadas. Cecato et al. (2001), estudando massa de raizes em pastos
de Coastcross-1, verificaram que a producdo de massa seca radicular aumentou a
medida que se elevaram os niveis do residuo da parte aérea. A resposta na producdo
de massa seca de raiz do capim-massai, ratifica a relevancia de uma planta estar bem
suprida de nitrogénio para que possa apresentar um sistema radicular bem
desenvolvido e consolidado, pois de acordo com Whitehead (1990) a deficiéncia de
nitrogénio prejudica o crescimento do sistema radicular.

Segundo Martuscello et al. (2009), € comum encontrar na literatura informacdes

de que, em auséncia de nitrogénio, o sistema radicular tende a se estender como forma
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de buscar o nutriente a maiores profundidades para explorar maior volume de solo.
Porém no estudo da adubacdo nitrogenada em plantas de Brachiaria brizantha cv.
Xaraés e Panicum maximumx Panicum infestum cv. Massai esses autores encontraram
que para ambas forrageiras isso parece ndo ter ocorrido, uma vez que, segundo a
afirmativa anterior, esperava-se que, em menores doses de nitrogénio, houvesse maior
acumulo de massa seca do sistema radicular, mesmo havendo limitagdo para o
desenvolvimento das raizes em plantas cultivadas em vasos.

Houve efeito estatistico significativo para a relacdo parte aéreal/raiz quando o
capim Xaraés foi submetido aos tratamentos. Observou-se maior relacdo parte
aérealraiz na adubacédo nitrogenada, seguida da testemunha absoluta e posteriormente

menor relacéo parte aéreal/raiz nos demais tratamentos (Tabela 12).

Tabela 12. Relacao parte aérealraiz, de capim Xaraés, submetida a inoculacdo com
bactérias diazotréficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho do Cerrado.

Tratamentos Relacao parte aérealraiz

Adubacéo Nitrogenada 1,69 a
Y2 0,57 c
MTAZz8 0,63 ¢
MTH 2 0,63 c
MTAz8 + MTH2 0,60 c
Testemunha (sem N) 0,62 c
Testemunha Absoluta 1,47 b

CV (%) 11,82

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente, pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Esse resultado de baixa relacdo massa seca de parte aérea e raiz nos
tratamentos inoculados ocorreu pela diminuicdo da massa seca da parte aérea ao longo
dos cortes, apresentando no terceiro corte menor producdo de massa seca de parte
aérea, e como a relacdo é dada pela razdo da massa seca da parte aérea pela massa
seca da raiz, quanto maior for & massa seca da raiz menor sera a relagéo, portanto
como a massa seca da parte aérea foi inferior a massa seca da raiz a relagdo massa
seca de parte aérea e raiz para os tratamentos inoculados segundo a analise estatistica

foram os menores (Tabela 12).
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Ja na testemunha absoluta (Tabela 12) ocorreu o contrario, houve um baixo valor
de massa seca de raiz e, portanto a testemunha absoluta apresentou valor
intermediario na relacdo massa seca de parte aérea e raiz, apresentando maior valor
gue os tratamentos inoculados.

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

As estratégias de sobrevivéncia das plantas em déficit de nitrogénio variam de
acordo com a espécie e com o metabolismo da planta. De acordo com Santos et al.
(2006b), em plantas de capim-tanzania o nitrogénio nao é translocado para ao sistema
radicular prioritariamente, mas para a deposicdo de massa seca da parte aérea e para
o perfilhamento lateral. Essa parece ser também a estratégia utilizada pelas forrageiras
no experimento de Martuscello et al. (2009), onde a parte aérea funcionou com dreno
mais evidente do que a raiz, tanto para capim-massai quanto para capim-xaraés. Isso
pode ser evidenciado quando se analisa a relacdo parte aérealraiz, pois a medida que

se incrementou a adubacé&o nitrogenada essa apresentou resposta linear e positiva.

4.3 Caracteristicas nutricionais do capim Xaraés

A inoculacdo com bactérias diazotroficas associativas no capim Xaraés resultou
em diferenca estatistica da interacdo significativa entre tratamentos e o0s cortes
realizados em intervalos de trinta dias, para a variavel indice de clorofila Falker
(Tabela 13).
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Tabela 13. indice de clorofila Falker do capim Xaraés submetido & inoculagdo com
bactérias diazotroficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes, cultivadas
em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos 10 CO;[(? S 30
Adubacéao Nitrogenada 54,48 aA 38,42 aB 32,90 bC
Y2 43,58 bA 18,32 cB 18,40 cB
MTAZz8 44,80 bA 18,22 cB 17,74 cB
MTH 2 43,84 bA 18,16 cB 19,30 cB
MTAz8 + MTH2 43,98 bA 19,10 cB 19,44 cB
Testemunha (sem N) 43,54 bA 17,78 cB 19,96 cB
Testemunha Absoluta 15,82 cC 29,74 bB 38,64 aA

CV (%) 9,13

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

O indice de clorofila Falker no primeiro corte (Tabela 13), apresentou maior
leitura para o tratamento com adubacdo nitrogenada, os tratamentos inoculados e a
testemunha (sem N) apresentaram valores intermediarios e a testemunha absoluta
obteve menor valor. Os tratamentos inoculados com as estirpes Y2, MTAz8, MTH2,
MTAz8 + MTH2 produziram respectivamente o equivalente a 79,99; 82,23; 80,47 e
80,73% do maior indice de clorofila observado na adubacdo nitrogenada. Apesar de
nao haver diferenca entre as estirpes MTAz8, MTH2 e MTAz8 + MTH2 e a testemunha
(sem N), houve acréscimos de 2,81; 0,68 e 1,0% e quando comparadas a testemunha
absoluta, as mesmas estirpes apresentaram acréscimos respectivos de 64,69; 63,91 e
63,96%.

Guimardes et al. (2011a), trabalhando com producdo de capim-marandu
inoculado com Azospirillum spp., também observou maior valor SPAD no tratamento
contendo a adubacédo nitrogenada (maxima leitura obtida) e demonstraram que as
estirpes AZ02, AZ04, AZ06, AZ13 e AZ18 apresentaram valores superiores a
testemunha absoluta (auséncia de nitrogénio e inoculacdo), de até 7%.

No segundo corte (Tabela 13), pode-se observar que a adubacdo nitrogenada
apresentou maior indice de clorofila, seguido pela testemunha absoluta e os
tratamentos inoculados e a testemunha (sem N) apresentaram menor valores nao

diferindo estatisticamente entre si. Mesmo nao diferindo entre si, quando comparou-se
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as estirpes Y2, MTAz8, MTH2, MTAz8 + MTH2 com a testemunha (sem N) observou
acréscimos de 2,95; 2,41; 2,09 e 6,91%, respectivamente.

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

No terceiro corte (Tabela 13), a testemunha absoluta apresentou maior indice de
clorofila, seguida pela adubacédo nitrogenada e os menores valores foram encontrados
nos tratamentos inoculados e testemunha (sem N). Porém, observou-se que a leitura do
clorofildbmetro nem sempre estava relacionado ao estado nutricional da planta,
principalmente pelo efeito de diluicdo de nitrogénio na planta com o crescimento da
parte aérea.Assim, plantas com alta producdo de matéria verde apresentaram menor
valor de indice de clorofila do que plantas com menor producdo desta, 0 que nao
descreve o estado nutricional da cultura em si, corroborando com (POCOJESKI, 2007;
PIT et al., 2007; POCOJESKI et al., 2008) que também encontraram o mesmo resultado
(Figura 11).

Figura 11. Vista dos tratamentos de plantas de capim Xaraés no terceiro corte (aos 90
dias apos transplantio), da esquerda para a direita: adubacgéo nitrogenada, Y2, MTAzS8,
MTH2, MTAz8 + MTH2, testemunha (sem N) e testemunha absoluta.



71

Quando se avaliou os cortes dentro dos tratamentos observou-se que a
adubacdo nitrogenada, todas as estirpes inoculadas e a testemunha (sem N)
apresentaram maior indice de clorofila no primeiro corte e apenas a testemunha
absoluta ndo corroborou com esse resultado apresentando maior indice de clorofila no
terceiro corte (Tabela 13).

Estudos realizados com gramineas indicam que o valor SPAD correlaciona-se
positivamente com a nutricAo nitrogenada das plantas (COLOZZA et al.,, 2000;
MANARIN; MONTEIRO, 2002; LAVRES JUNIOR; MONTEIRO, 2006), uma vez que 0
incremento da disponibilidade de nitrogénio usualmente resulta em aumento na
concentragdo de clorofila e consequentemente na intensidade de cor verde emitida
pelas folhas, uma vez que os cloroplastos foliares normalmente contém cerca de 70%
do nitrogénio das plantas (WOOD et al., 1992).

Como a dinamica de micro-organismos do solo e daqueles encontrados no
interior das plantas esta condicionada a propria vegetacao, é possivel que diferentes
gendtipos de Brachiaria possam exercer um efeito seletivo sobre as populagdes destes,
0 que poderia resultar em diferentes respostas quanto a contribuicdo da FBN obtida por
cada um destes gendétipos (REIS JUNIOR et al., 2006).

Para a variavel concentracdo de nitrogénio da parte aérea do capim Xaraés,
houve significancia com efeito de interacdo entre tratamentos e intervalos de cortes
(Tabela 14).
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Tabela 14. Concentracdo de nitrogénio (g kg?) na parte aérea de capim Xaraés
submetido a inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e
terceiro cortes, cultivado em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos 10 CO;[(? S 30
Adubacéao Nitrogenada 32,71 aA 18,12 bB 10,01 bC
Y2 15,37 bA 6,69 cB 6,69 bcB
MTAz 8 14,75 bA 6,13 cB 6,41 cB
MTH 2 12,58 bA 6,62 cB 5,86 cB
MTAz8 + MTH2 14,23 bA 6,95 cB 6,97 bcB
Testemunha (sem N) 14,25 bA 6,41 cB 6,99 bcB
Testemunha Absoluta 33,45 aA 29,53 aB 24,57 aC

CV (%) 12,96

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Quando se avaliou os tratamentos dentro dos cortes, observou-se que em todos
os cortes houve diferenca significativa (Tabela 14). No primeiro corte a adubacéo
nitrogenada e a testemunha absoluta apresentaram maior valores enquanto os demais
tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si. Apesar de néo diferirem entre si, a
estirpe Y2 apresentou acréscimo de concentracdo de nitrogénio de 7,29% quando
comparada a testemunha (sem N).

Durante o estabelecimento, nos primeiros 30 a 40 dias, a demanda de nitrogénio
no estabelecimento pode ser atendida pela mineralizacdo da matéria organica, que €
estimulada pelo preparo do solo e pela calagem (CANTARUTTI et al., 1999), o que
poderia justificar a maior concentracao de nitrogénio na primeira avaliacao.

No segundo corte (Tabela 14), a testemunha absoluta apresentou maior
concentracdo de nitrogénio na parte aérea, a adubacdo nitrogenada apresentou valor
intermediario e os tratamentos com as estirpes de bactérias diazotréficas associativas e
a testemunha (sem N) apresentaram menores valores e néo diferiram estatisticamente
entre si. Mesmo néo diferindo entre si, as estirpes Y2, MTH2 e MTAz8 + MTH2
obtiveram acréscimos de 4,19; 3,17 e 7,77%, respectivamente, quando comparados
com a testemunha (sem N).

No terceiro corte das plantas de capim Xaraés (Tabela 14), o tratamento

testemunha absoluta obteve maior concentracdo de nitrogénio na parte aérea, em
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seguida quem apresentou maior valor foi a adubacdo nitrogenada, nédo diferindo
estatisticamente das estirpes Y2, MTAz8 + MTH2 e da testemunha (sem N), em
seguida com menores valores de concentracdo de nitrogénio encontram-se as estirpes
MTAz8 e MTH2. Os tratamentos com as estirpes Y2 e MTAz8 + MTH2 apresentaram o
equivalente a 66,83 e 69,63%, respectivamente, da concentracdo de nitrogénio
observada na adubacéo nitrogenada.

A concentracdo de nitrogénio nas trés avaliacdes para a adubacéo nitrogenada
nao seguiu o esperado (Figura 12), visto que provavelmente tenha ocorrido o efeito de
diluicdo da concentracao de nitrogénio nas plantas que produziram maior quantidade de
matéria verde (adubacdo nitrogenada) e efeito contrario nas plantas que produziram

menor quantidade de matéria verde (testemunha absoluta).

Figura 12. Representacao do efeito diluicdo no tratamento adubacdo nitrogenada no
primeiro (A), segundo (B) e terceiro (C) cortes, em comparacdo a testemunha absoluta
no primeiro (D), segundo (E) e terceiro (F) cortes.



74

Quando se avaliou os cortes dentro dos tratamentos houve resposta semelhante
entre todos os tratamentos, onde no primeiro corte foi observada maior concentracéo
de nitrogénio. A adubacdo nitrogenada e testemunha absoluta apresentaram no
segundo corte valor intermediario e menor valor no terceiro corte, enquanto 0s
tratamentos inoculados e testemunha (sem N) obtiveram menores valores de
concentracdo de nitrogénio no segundo e terceiro corte, nao diferindo estatisticamente
entre si (Tabela 14).

Em se tratando de tecidos vegetais, € pertinente considerar que os teores de
nitrogénio total tendem a diminuir progressivamente na medida em que a planta atinge
estadios de desenvolvimento mais avancados (MENGEL; KIRKBY, 2001).

No primeiro corte o maior valor observado para concentracdo de nitrogénio em
todos os tratamentos pode estar associado a matéria organica no solo, pois com a
decomposicao da matéria organica ha uma maior quantidade de nitrogénio disponivel
no solo para ser absorvido pelas plantas (Aquino, 2005).

No segundo e terceiro cortes o0s tratamentos inoculados apresentaram
decréscimo de aproximadamente 45,96% em relacdo ao encontrado no primeiro corte
(Tabela 15), possivelmente pela planta ter absorvido grande parte do nitrogénio
presente no solo no primeiro corte, absorvendo menores quantidades de nitrogénio
proveniente da matéria organica nos cortes seguintes.

Além disso, a concentracdo de nitrogénio nesses tratamentos podem ter sido
oriundos da FBN das estirpes de bactérias diazotroficas associativas inoculadas nesses
tratamentos, conforme pode ser observado o nimero de bactérias presentes no solo. A
testemunha (sem N) ndo diferiu das estirpes inoculadas, provavelmente por também
haver absorcdo do nitrogénio proveniente da decomposicdo da matéria organica e pela
presenca de bactérias diazotréficas associativas nativas do solo, principalmente no
terceiro corte onde o numero de bactérias foi maior, portanto, essas bactérias podem ter
contribuido com o suprimento de nitrogénio para as plantas através da FBN.

Santos (2013) observou interacdo significativa entre cortes e bactérias para
concentracdo de nitrogénio na parte aérea do capim marandu e também foram
observadas maiores concentragdes no primeiro corte com posterior decréscimo da

concentracéo de nitrogénio nos demais cortes.
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O nitrogénio é considerado como o principal nutriente para as plantas, sendo
exigido em quantidades substanciais. Os teores de nitrogénio total tendem a ser mais
elevados na parte aérea do que nas raizes (MILLS; JONES, 1979). E o grande
responsavel pela melhoria nas caracteristicas nutricionais das gramineas forrageiras
(MATTOS; MONTEIRO, 2003).

Para Bonfim-Silva e Monteiro (2006) a disponibilidade do nitrogénio exerce
grande influéncia na nutricdo das plantas, o que reflete na producdo e qualidade da
forragem. A demanda do nitrogénio pela planta ndo € naturalmente suprida pelo solo,
devido a sua elevada exigéncia e também pela retirada de nitrogénio do sistema por
intermédio dos produtos colhidos. Segundo Werner et al. (1996), a faixa adequada de N
para as forrageiras é de 13 a 20 g kg™

Existe um consenso geral de que o gendtipo da planta € um fator chave para
obtencado dos beneficios propiciados por bactérias diazotréficas endofiticas (REIS et al.,
2000). Miranda et al. (1990), utilizando 24 genoétipos de Panicum maximum,
demonstraram que as plantas diferiam quanto a capacidade de obter nitrogénio pela
fixacdo biologica, provavelmente, devido a diferencas dos genoétipos na capacidade de
associacdo com bactérias diazotréficas. Bhattarai e Hess (1998) também observaram
que diferentes genoétipos de trigo diferiram quanto ao aumento de produtividade
propiciado por isolados de bactérias do género Azospirillum e que o0s maiores
beneficios foram obtidos com gendétipo e bactéria oriundos da mesma localidade.

Houve efeito significativo para a concentracdo de nitrogénio na raiz quando o
capim Xaraés foi submetido aos tratamentos. Observou-se maior concentracdo de
nitrogénio na testemunha absoluta, seguida da adubacao nitrogenada e posteriormente
menores valores nos tratamentos inoculados com as bactérias diazotréficas

associativas e testemunha (sem N) (Tabela 15).



76

Tabela 15. Concentragéo de nitrogénio (g kg?), na raiz de capim Xaraés, submetida a
inoculagdo com bactérias diazotroficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho
do Cerrado.

Tratamentos Massa seca total da parte aérea
Adubacéo Nitrogenada 7,22 b
Y2 4,45 c
MTAZz8 501c
MTH 2 5,28 c
MTAz8 + MTH?2 501c
Testemunha (sem N) 4,73 c
Testemunha Absoluta 12,54 a
CV (%) 11,68

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente, pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Nos tratamentos inoculados (Tabela 15), mesmo ndo havendo diferenca
significativa foi possivel observar que as estirpes MTAz8, MTH2 e MTAz8 + MTH2
obtiveram acréscimos de 5,59; 10,42 e 5,59%, respectivamente quando comparadas a
testemunha (sem N). Possivelmente também ocorreu o efeito de diluicdo da
concentracdo de nitrogénio nas plantas que produziram maior matéria seca de sistema
radicular

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

Pedreira et al. (2004) ao constataram que as raizes sdo as primeiras partes da
planta a sofrerem os efeitos de um manejo inadequado, pois entre os varios fatores que
afetam o crescimento radicular, a fertilidade do solo e 0 manejo inadequado estao entre
0S principais.

As gramineas apresentam sistema radicular fasciculado, tendo vantagens sobre
0 sistema pivotante das leguminosas para extrair agua e nutrientes do solo. As
gramineas sao largamente cultivadas em todo o mundo, por isso, mesmo que apenas
parte do nitrogénio possa ser fornecida pela associacdo 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).
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Para a porcentagem de proteina bruta na parte aérea, a analise de variancia
revelou significancia entre os tratamentos e os intervalos de cortes com efeito de

interacdo entre ambos (Tabela 16).

Tabela 16. Proteina bruta (%) na parte aérea de capim Xaraés submetido a inoculacao
com bactérias diazotroficas associativas no primeiro, segundo e terceiro cortes,
cultivado em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos o Corzts S 30
Adubacéo Nitrogenada 20,44 aA 11,32 bB 6,25 bC
Y2 9,61 bA 4,18 cB 4,18 bcB
MTAZz8 9,22 bA 3,83¢cB 4,01 cB
MTH 2 7,86 bA 4,14 cB 3,66 cB
MTAz8 + MTH2 8,89 bA 4,34 cB 4,36 bcB
Testemunha (sem N) 8,91 bA 4,01 cB 4,37 bcB
Testemunha Absoluta 20,91 aA 18,46 aB 15,36 aC

CV (%) 12,96

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em relacdo a porcentagem de proteina bruta da parte aérea do capim Xaraés no
primeiro corte (Tabela 16), observou-se que a adubacdo nitrogenada e a testemunha
absoluta apresentaram maiores valores, enquanto os demais tratamentos obtiveram
menores valores e ndo diferiram estatisticamente entre si. Mesmo néo diferindo entre si,
as estirpes Y2 e MTAz8 obtiveram acréscimos de 7,28 e 3,36%, respectivamente,
guando comparados com a testemunha (sem N).

Um dos métodos para estimar o valor nutritivo da forragem é, tradicionalmente,
atraves das concentracdes de proteina bruta (PATERSON et al., 1994).

A elevacdo nos teores de proteina bruta observada nos experimentos com
gramineas proporcionadas pela adubacdo nitrogenada ocorre devido ao nitrogénio
participa ativamente na sintese de compostos organicos que formam a estrutura do
vegetal (PRADO, 2008) e pela maior concentracdo de proteina ocorrer nas folhas,
sendo de alto valor bioldgico e de composicdo aminoacidica de elevada qualidade
(DIAS, 2014).
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Neste sentido Corréa et al. (2007), estudando pastos de capim-coastcross com a
adubacdo de nitrogénio até a dose de 200 kg ha! observaram que, além da elevacédo
da producdo de massa seca, houve também acréscimo nos teores de proteina bruta e
aumento na digestibilidade da matéria seca com o aumento de doses de nitrogénio
durante dois anos agricolas, proporcionando melhor qualidade de forragem.

No segundo corte (Tabela 16), a testemunha absoluta apresentou maior teor de
proteina bruta seguida pela adubacado nitrogenada, os tratamentos inoculados com as
estirpes de bactérias diazotroficas associativas e testemunha (sem N) nao diferiram
estatisticamente entre si. Mesmo néo diferindo entre si, as estirpes Y2, MTH2 e MTAz8
+ MTH2 apresentaram acréscimos de 4,07; 3,14 e 7,60%, respectivamente, quando
comparados com a testemunha (sem N).

No terceiro corte (Tabela 16), a testemunha absoluta apresentou maior valor, a
adubacado nitrogenada apresentou valor intermediario, ndo diferindo das estirpes Y2,
MTAz8 + MTH2 e testemunha (sem N), e as estirpes MTAz8 e MTH2 apresentaram
menor valores. Mesmo nao diferindo entre si, as estirpes Y2 e MTAz8 + MTH2
produziram respectivamente o equivalente a 66,88 e 69,76% da porcentagem de
proteina bruta encontrada na adubacao nitrogenada.

Assim como mencionado anteriormente no indice de clorofila Falker e
concentracdo de nitrogénio na parte aérea, 0os maiores valores encontrados na
testemunha absoluta podem ter ocorrido devido o menor porte das plantas da
testemunha absoluta, aumentando a concentracdo de nitrogénio na parte aérea,
caracterizando o chamado efeito diluicdo nas plantas mais desenvolvidas, no caso, a
adubacao nitrogenada.

Santos (2013) trabalhando com inoculacdo no capim marandu observou no
terceiro corte que o tratamento correspondente & adubacdo completa foi superior aos
demais tratamentos (11,2). Com relacdo aos tratamentos inoculados e tratamento
controle (auséncia de nitrogénio e inoculacdo) nao houve diferenca estatistica
significativa na concentracédo de proteina bruta.

Maraschin (1999) mencionou que a rapida resposta da planta ao nitrogénio
aplicado pode ter pouco efeito no conteudo de proteina bruta da forragem, por

provocar, dentre outros efeitos, aceleracdo no amadurecimento da planta.
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Quando se analisou os cortes dentro dos tratamentos foi possivel observar que
houve resposta semelhante entre a adubacdo nitrogenada e a testemunha absoluta,
onde o maior valor foi observado no primeiro corte e sequencialmente reduziu no
segundo e terceiro cortes. As estirpes inoculadas e a testemunha (sem N)
apresentaram maior porcentagem de proteina bruta no primeiro corte e menor valores
no segundo e terceiro corte, que nao diferiram estatisticamente entre si.

Como se pode observar, a testemunha (sem N) apresentou valores semelhantes
aos encontrado nas estirpes inoculadas (Tabela 15), essa semelhanca entre
tratamentos pode ser devida a presenca de bactérias diazotroficas nativas no solo que
podem ter atuado sobre as plantas no segundo e terceiro cortes onde apresentaram
maior numero de bactérias no solo.

Outra suposicao seria 0 suprimento de nitrogénio pela matéria organica no solo,
pois segundo (VILELA et al., 1998) em areas de primeiro cultivo, normalmente, a
mineralizacdo da matéria organica supre a demanda de nitrogénio na fase de
estabelecimento. Porém Guilherme et al. (1995) enfatiza que a utilizacdo de adubacéo
em pastagens, particularmente a nitrogenada, é pratica fundamental quando se
pretende aumentar a producdo de matéria seca, pois 0 nitrogénio presente no solo,
proveniente da mineralizacdo da matéria organica ndo é suficiente para as gramineas
de alta producao expressarem o seu potencial.

Conforme Minson (1990), para ruminantes, consideram-se deficientes as
pastagens com teores abaixo 7% de proteina bruta 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 Xaraés.

As maiores mudancas que ocorrem na composicdo quimica das plantas
forrageiras s&@o aquelas que acompanham sua maturacdo. A medida que a planta
envelhece, a propor¢cdo dos componentes potencialmente digeriveis tende a diminuir,
enquanto aumenta a de fibras (LEITE, et al. 2000). O declinio do valor nutritivo esta
relacionado com o avanco no estadio fisiolégico (CANO et al, 2004) e com a
maturidade das plantas (SOARES FILHO et al., 2002). Esta afirmagédo confirma os
dados encontrados neste trabalho, ja que se verificou reducéo nos teores de proteina

bruta ao longo dos cortes.



80

O efeito dos tratamentos no capim Xaraés foram estatisticamente significativos
para a varidvel porcentagem de proteina bruta na raiz. Pode-se observar que a
testemunha absoluta apresentou maior producédo, seguida da adubacao nitrogenada e
as estirpes inoculadas e a testemunha (sem N) apresentaram menor porcentagem de

proteina bruta n&o diferindo estatisticamente entre si (Tabela 17).

Tabela 17. Proteina bruta (%) na raiz de capim Xaraés, submetida a inoculagdo com
bactérias diazotroficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho do Cerrado.

Tratamentos % Proteina Bruta

Adubacéao Nitrogenada 451b
Y2 2,78 c
MTAz8 3,13 ¢c
MTH 2 3,30 c
MTAz8 + MTH2 3,13 ¢c
Testemunha (sem N) 2,96 c
Testemunha Absoluta 7,84 a

CV (%) 11,68

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente, pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Mesmo nao diferindo entre as estirpes MTAz8, MTH2 e a combinacdo das
estirpes MTAz8 + MTH2 apresentaram acréscimos de 5,43; 10,30 e 5,43%,
respectivamente, quando comparados com a testemunha (sem N), Tabela 17.

Para o acumulo de nitrogénio na parte aérea houve diferenca estatistica com
interacdo significativa entre tratamentos e o0s cortes realizados em intervalos de trinta
dias (Tabela 18).
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Tabela 18. Acumulo de nitrogénio (mg vasol) na parte aérea de capim Xaraés
submetido a inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e
terceiro cortes, cultivado em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos 10 CO;[(? S 30
Adubacé&o Nitrogenada 730,57 aC 805,26 aB 980,95 aA
Y2 238,80 bA 70,18 bB 58,76 cB
MTAz8 220,41 bcA 61,81 bB 54,89 cB
MTH 2 186,62 cA 67,75 bB 53,88 cB
MTAz8 + MTH2 196,06 bcA 72,79 bB 53,52 cB
Testemunha (sem N) 191,45 bcA 62,36 bB 60,37 cB
Testemunha Absoluta 6,36 dC 48,54 bB 189,57 bA

CV (%) 12,16

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Quando se avaliou os tratamentos dentro dos cortes, observou-se que em todos
os cortes houve diferenca significativa (Tabela 18). No primeiro corte a adubacéo
nitrogenada apresentou maior acumulo de nitrogénio, seguido pela estirpe Y2 que nao
diferiu estatisticamente das estirpes MTAz8, MTAz8 + MTH2 e testemunha (sem N). A
testemunha absoluta obteve menor acimulo de nitrogénio, provavelmente pelo menor
desenvolvimento da planta no primeiro corte.

No segundo corte (Tabela 18), a adubacdo nitrogenada apresentou maior
acumulo de nitrogénio na parte aérea (805,26 mg vaso™), valor esse discrepante dos
demais tratamentos que nao diferiram estatisticamente entre si e apresentaram
acumulo de nitrogénio de no maximo (72,79 mg vaso). Mesmo néo diferindo entre si,
as estirpes Y2, MTH2 e MTAz8 + MTH2 obtiveram acréscimos de 11,14; 7,96 e
14,33%, respectivamente, quando comparados com a testemunha (sem N).

No terceiro corte das plantas de capim Xaraés (Tabela 18), o tratamento
adubacao nitrogenada obteve maior acumulo de nitrogénio na parte aérea, em seguida
guem apresentou maior valor foi a testemunha absoluta, enquanto que as estirpes
inoculadas e a testemunha (sem N) apresentaram menores valores nao diferindo
estatisticamente entre si.

Essa grande extracdo de nitrogénio oriundo da adubacéo nitrogenada pode ser

explicada pelo aumento de produgcédo de massa seca, em que a planta exigiu uma
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quantidade maior de nutrientes para obter sua producdo, ou seja, 0 aumento na
disponibilidade do nitrogénio no solo estimula o crescimento da forrageira (CECATO et
al.,, 1996) e consequentemente, aumenta os valores do nitrogénio acumulado na
biomassa (SILVA et al., 2009).

A testemunha absoluta apresentou maior acumulo de nitrogénio na parte aérea
no terceiro corte e menor acumulo no segundo e primeiro cortes respectivamente,
devido ao seu baixo crescimento (Figura 13). A baixa disponibilidade de nutrientes é
situagcdo comum que restringe o crescimento e desenvolvimento das plantas (SILVA;
DELATORRE, 2009). No presente estudo como ndo houve adubagcdo com nenhum
nutriente no tratamento testemunha absoluta a planta desenvolveu-se lentamente, nado
conseguindo explorar todo o solo da unidade experimental no inicio (aos 30 dias apos
transplantio), pois provavelmente o sistema radicular limitou essa exploracdo no
primeiro corte, uma vez que a deficiéncia de fésforo no solo compromete principalmente
0 estabelecimento das pastagens em virtude do seu papel no desenvolvimento do
sistema radicular e no perfilhamento das plantas, modificando a captacéo e alocacéo de
recursos e o crescimento da planta (CORREA; SANTOS, 2003; SILVA; DELATORRE,
2009). No segundo e terceiro cortes provavelmente a area de solo explorada foi maior o
que acarretou em maior crescimento das plantas e aumento na extragdo do nitrogénio

no solo.

Figura 13. Comparagdo entre os tratamentos testemunha (sem N) e testemunha
absoluta, respectivamente da esquerda para a direita, no primeiro (A), segundo (B) e
terceiro (C) cortes, realizados em intervalos de 30 dias.
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Quando se analisou a testemunha (sem N), observou-se o0 contrario da
testemunha absoluta, pois o acumulo de nitrogénio decresceu ao longo dos cortes
(Tabela 1). Esse fato pode ser explicado pela adubacdo com fosforo, potassio e
micronutrientes, onde provavelmente a disponibilidade de fésforo influenciou o
crescimento do sistema radicular conseguindo explorar melhor a unidade experimental.

Apesar da testemunha (sem N) n&o ter sido inoculada, quando se determinou o
namero de bactérias diazotroficas associativas no solo, observou-se a presenca
crescente dessas bactérias ao longo dos cortes (bactérias nativas do solo), que também
pode ter contribuido para o aporte de nitrogénio para a planta através da FBN. Por
outro lado, o nitrogénio pode ter sido proveniente da matéria organica que foi
diminuindo e consequentemente a extracdo de nitrogénio decresceu em relacdo aos
cortes. Vilela et al. (2003) e Reis et al. (2001) relatam que a decomposicdo da matéria
organica auxilia, de maneira limitada, no atendimento das exigéncias de nitrogénio das
plantas forrageiras. Boddey et al. (1996) estimaram que pastagens cultivadas de
gramineas solteiras nos cerrados teriam um déficit de nitrogénio, considerando apenas
a matéria organica do solo.

Quando se avaliou os cortes dentro dos tratamentos (Tabela 18) houve
respostas semelhantes entre os tratamentos inoculados e a testemunha (sem N) que
apresentaram maior acumulo no primeiro corte, decrescendo entre o segundo e terceiro
cortes, e a adubacéao nitrogenada e testemunha absoluta apresentaram comportamento

inverso, onde o acumulo de nitrogénio aumentou com o passar dos cortes (Figura 14).
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Figura 14. Vista comparativa dos tratamentos da esquerda para a direita: adubacgéo
nitrogenada, Y2, MTAz8, MTH2, MTAz8 + MTH2, testemunha (sem N)e testemunha
absoluta no primeiro (A), segundo (B) e terceiro (C) cortes.

Houve efeito significativo para o acumulo de nitrogénio no sistema radicular
guando o capim Xaraés foi submetido aos tratamentos. Observou-se maior acimulo de
nitrogénio na adubacdo nitrogenada, e 0s demais tratamentos n&o diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 19).
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Tabela 19. Acimulo de nitrogénio (mg vaso™?) na raiz de capim Xaraés, submetida a
inoculagdo com bactérias diazotroficas associativas cultivado em Latossolo Vermelho
do Cerrado.

Tratamentos Massa seca total da parte aérea
Adubacéo Nitrogenada 420,83 a
Y2 67,99 b
MTAZz8 68,72 b
MTH 2 76,76 b
MTAz8 + MTH?2 63,77 b
Testemunha (sem N) 66,01 b
Testemunha Absoluta 68,14 b
CV (%) 17,97

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente, pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Mesmo nao diferindo entre si, as estirpes MTAz8 e MTH2 apresentaram
acréscimos de 3,94 e 14,00% quando comparadas a testemunha (sem N),
respectivamente (Tabela 19).

As alteracbes na arquitetura das raizes modificam a capacidade de exploracéo
do solo e, portanto, o potencial para extracdo dos nutrientes (SILVA; DELATORRE,
2009). O estado nutricional das plantas tem efeito nas propriedades de crescimento de
suas raizes (ESHEL; WAISEL, 1996).

4.4 Caracteristicas microbioldgicas do capim Xaraés

Antes do preenchimento das unidades experimentais, foi retirada uma amostra
representativa do solo para determinar o numero de bactérias presentes no solo antes
do preparo do solo e implantagdo dos tratamentos. Entre as populacdes de bactérias
diazotroficas presentes no solo de origem verificou-se que a maior populacdo foi
detectada em meio NFb (Tabela 20).
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Tabela 20. Nimero de bactérias diazotréficas no solo (nimero de células g* de solo)
avaliadas em meio de cultura LGI e NFb.

Meio seletivo UFC g'solo
LGI 0
NFb 2,30

Segundo Baldani et al. (1999), o meio NFb também permite o crescimento de
outras bactérias endofiticas além das bactérias diazotroficas associativas, 0 que pode
justificar o valor observado no presente estudo. Magalhdes e Dobbereiner (1984)
também mostraram que, mesmo sendo as espécies de Azospirillum, favorecidas nos
meios NFb, outros micro-organismos diazotréficos podem crescer nestes meios.

Para Roesch et al. (2007) e Dobbelaere et al. (2003), o solo e residuos vegetais
depositados no solo sdo potenciais fontes de bactérias diazotréficas endofiticas ou
rizosféricas, que utilizam os exsudados radiculares, liberam substancias promotoras de
crescimento e/ou participam da FBN.

A determinacdo do numero de bactérias diazotréficas associativas no solo onde
foi cultivado capim Xaraés inoculados com estirpes de bactérias diazotroficas
associativas, em relagcdo ao meio de cultura LGI, apresentou significancia com efeito de
interacdo entre tratamentos e intervalos de cortes (Tabela 21).

Tabela 21. Niumero mais provavel de bactérias diazotréficas associativas (nimero de
células g solo!) em meio de cultura LGI, em solo cultivado capim Xaraés submetido a
inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e terceiro
cortes, cultivadas em Latossolo vermelho do Cerrado.

Tratamentos T Corzt(()a S 30
Adubacéo Nitrogenada 0,87 bA 5,24 aB 3,78 aB
Y2 4,23 aA 4,48 aA 4,42 aA
Testemunha (sem N) 0,0 bB 0,98 bB 5,18 aA
Testemunha Absoluta 0,0 bB 0,98 bB 4,85 aA

CV (%) 15,25

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na vertical e mailscula na horizontal, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0,05).
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No primeiro corte a estirpe inoculada Y2 apresentou maior numero de bactérias
diazotroficas no solo, enquanto que a adubacdo nitrogenada, testemunha (sem N) e
testemunha absoluta apresentaram menores valores. No segundo corte, a estirpe Y2 e
adubacado nitrogenada apresentaram maiores valores nao diferindo estatisticamente
entre si, enquanto as testemunhas (sem N) e absoluta apresentaram menores valores.
No terceiro corte ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 21).

Quando se avaliou os cortes dentro dos tratamentos (Tabela 21), observou-se
que a estirpe Y2 ndo obteve diferenca significativa, possivelmente pela reinoculacao
das estirpes a cada corte. A adubacdo nitrogenada apresentou decréscimo na
populacdo de diazotréficos ao longo dos cortes, enquanto ocorreu O inverso nas
testemunhas (sem N) e absoluta, onde a maior populacéo foi observada no terceiro
corte.

Esses dados estdo de acordo com Kirchhof (1997), que observou reducéao do
namero de bactérias diazotroficas com aumento da dose de N mineral aplicado, devido
a inibicdo da enzima nitrogenase pelo nitrogénio mineral disponivel.

No entanto, segundo Kuss (2006) é possivel observar aumentos populacionais
ocorreram na auséncia ou baixa dose de nitrogénio, corroborando com Kennedy et al.
(2004) e Muthukumarasamy et al. (2002), os quais verificaram queda nestas
populacdes quando aumentadas as doses de adubo nitrogenado.

Brasil et al. (2005), observaram que maiores populacdes de A. amazonense
estavam presentes em Brachiaria.

Melloni et al. (2004) trabalhando com densidade e diversidade fenotipica de
bactérias diazotréficas endofiticas em solos de mineracdo de bauxita, em reabilitacdo,
observaram que os maiores valores de densidade total de bactérias diazotroficas
endofiticas foram obtidos nas amostras de solo das areas revegetadas com gramineas,
as quais sado consideradas plantas hospedeiras comuns destas bactérias
(MAGALHAES;DOBEREINER, 1984; BALDANI et al., 1999), portanto para Melloni et al.
(2004), isso ocorreu provavelmente pela facil disseminacdo dessas bactérias por meio
das sementes das espécies plantadas na area e pela maior afinidade destas bactérias

pela rizosfera de gramineas.
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Magalhdes e Ddbereiner (1984) relataram baixa densidade de bactérias
diazotroficas associativas, sendo muitas vezes nula em solos desprovidos de
gramineas e com baixa fertilidade.

Mesmo ausente ou ocorrendo em baixa densidade no ambiente original, as
bactérias diazotroficas associativas podem ter sobrevivido nos solos gracas a
capacidade de formar estruturas de resisténcia, como cistos, quando em condi¢oes
estressantes (BASHAN; HOLGUIN, 1997), e a possibilidade de fixar N2 na auséncia de
fonte exdgena de carbono (OKON; ITZIGSOHN, 1992). Estudos tém mostrado ainda
que estas espécies sdo capazes de acumular poli-b-hidroxibutirato, um material de
reserva que lhes permite resistir a condicbes de estresses ambientais (DOBEREINER,
1991; BALDANI, 1996).

A determinacdo do numero de bactérias diazotréficas associativas no solo onde
foi cultivado capim Xaraés inoculados com estirpes de bactérias diazotroficas
associativas, em relagdo ao meio de cultura LGI, apresentou significancia com efeito

isolado apenas para os tratamentos (Tabela 22).

Tabela 22. NUmero mais provavel de bactérias diazotréficas associativas (numero de
células g solo!) em meio de cultura NFb, em solo cultivado capim Xaraés submetido a
inoculacdo com bactérias diazotréficas associativas no primeiro, segundo e terceiro
cortes, cultivado em Latossolo vermelho do Cerrado.

Cortes

Tratamentos 1o 0 30 Média
Adubacéo Nitrogenada 3,49 2,53 2,81 2,94 ab
MTAz8 4,23 2,81 3,13 3,39 ab
MTH 2 3,08 1,73 5,46 3,42 ab
MTAz8 + MTH2 4,23 4,08 3,21 3,84 a
Testemunha (sem N) 0,00 0,00 3,53 1,18 b
Testemunha Absoluta 0,98 1,73 2,60 1,77 ab

Média 2,67 2,151 3,468 2,76
CV (%) 28,85

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente, pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Observa-se que a estirpe MTAz8 + MTH2 apresentou maior nimero de bactérias

diazotroficas associativas no solo, ndo diferindo da adubacdo nitrogenada e das
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estirpes MTAz8, MTH2 e testemunha absoluta. A testemunha (sem N) apresentou
menor valor (Tabela 22).

Em solos com pequena ou ausente comunidade nativa de diazotroficos, as
respostas a inoculacdo sdo mais consistentes e a recomendacédo de inoculacdo pode
fazer parte do manejo da cultura (OKON, 1985).

Sundaram e klucas (1998) relataram a ocorréncia de Azospirillum spp. em
sementes de gramineas e Nehl et al. (1996) considera, apds citar varios trabalhos, que
a qualidade dos exsudatos radiculares é a responsavel pela preferéncia das bactérias
pela cultivar e/ou espécie vegetal a ser colonizada.

Sabe-se que a quantidade e qualidade dos exsudatos e compostos relacionados,
liberados no solo pelas raizes das plantas, pode variar em funcdo de varios fatores
além da espécie da planta, como regido da raiz, tipo de solo, condicdo nutricional, idade
e estresses, dentre outros (YANG; CROWLEY, 2000).

Como a diversidade de bactérias associativas fixadoras de N pode, geralmente,
estar condicionada a vegetacéao, € possivel que diferentes gendtipos de Brachiaria spp.
possam exercer efeito seletivo sobre as populacfes desses micro-organismos, 0 que
poderia resultar em diferentes respostas quanto a contribuicdo da FBN obtida pelas
plantas (REIS JUNIOR, et al., 2006).

Os resultados do trabalho de Reis Junior et al. (2006), mostram a presenca de
estirpes de bactérias diazotréficas geneticamente diferentes, associadas a diferentes
espécies de Brachiaria, podem ser indicados como um dos possiveis fatores de
influéncia nas taxas de FBN associadas a essas plantas, assim como na sua
adaptabilidade a solos de baixa fertilidade.

Ruess e McNaughton (1987) encontraram em um estudo com pastagens do
Serengueti que a biomassa microbiana do solo aumentou com o aumento da
intensidade de pastejo, até decrescer com intensidades de pastejo mais altas. Esse
decréscimo pode estar relacionado com a reducdo de alocacdo de carbono para as
raizes nessas condicoes.

Tem se verificado variacdes nos resultados, atribuidas a fatores ecoldgicos e
ambientais, como condi¢cdes quimicas e fisicas do solo, gendtipo das bactérias e

plantas hospedeiras, habilidade de estabelecimento e competicio com a microflora
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nativa. Uma melhor compreensdo da interacdo micro-organismo/planta poderia
melhorar a eficacia de inoculantes que utilizam esses micro-organismos e permitir sua

aplicacao em larga escala no campo (DOBBELAERE et al., 2003).
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5. CONCLUSOES

As caracteristicas nutricionais no capim Xaraés decairam a medida que foram
realizados cortes ao longo dos sessenta e noventa dias de cultivo.

Dentre as bactérias estudadas as estirpes Y2 e MTH2 apresentaram potencial de
FBN em associa¢cdo com o capim xaraés em primeiro cultivo em Latossolo Vermelho do

Cerrado.
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ANEXOS

Meio de Cultura DYGS (Ddbereiner et al, 1995):

2 g Glicose

2 g Acido malico

1,5 Peptona bacteriologica
2 g Extrato de levedura
0,5 g K2HPO4

0,5 g MgS04.7H20

1,5 g Acido glutamico

Ajustar o pH para 6,5 ou 6,8 com KOH e completar o volume para 1000 mL com agua

destilada. Colocar as substancias na ordem indicada.

Meio de Cultura NFb (Dobereiner et al, 1995):

Este meio semi seletivo € para efetuar o isolamento Azospirillum spp.

5 g de Acido Malico

0,5 g KaHPO4

0,2 g MgS04.7H20

0,1 g NaCl

0,02 g CaCl2.2H20

2 ml de Solugao de Micronutrientes para Meio de Cultura

2 ml de Azul de Bromotimol (solugéo 0,5% em 0,2N de KOH)
4 ml de FeEDTA (solucéo 1,64%)

1ml de Solugéo de Vitamina para Meio de Cultura
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4,5 g KOH

Ajustar o pH para 6,5 ou 6,8 com NaOH e completar o volume para 1000 mL com agua
destilada. Colocar as substancias na ordem indicada.

Para o meio Semi-Sélido, adicionam-se 1,75 a 1,8 g de Agar/L e para o meio Sélido
adicionam-se 15 g de Agar/L.

Meio de Cultura LGI (Ddbereiner et al., 1995):

Este meio semi seletivo é para isolamento de Azospirillum amazonense.

5 g sacarose ou agucar cristal

0,2 gK2HPO4

0,6 g KH2PO4

0,2 g MgS04.2H20

0,02 g CaCl2.2H20

0,002 g Na2Mo04.2H20

5 ml de Azul de Bromotimol (solucéo 0,5% em 0,2N de KOH)
4 ml de FeEDTA (solucéo 1,64%)

1ml de Solugéo de Vitamina para Meio de Cultura

Ajustar o pH para 6,0 a 6,2 com H2SO4 e completar o volume para 1000 mL com agua
destilada.

Para o meio Semi-Sélido, adicionam-se 1,75 a 1,8 g de Agar/L e para o meio Solido
adicionam-se 15 g de Agar/L.

Solucéo de micronutrientes (Dobereiner, 1995):
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0,04 g CuS0Oa4.5H20;
1,20 g ZnS04.7H20;
1,40 g H3BOs;

1,00 g Na2M00O4.2H20
1,175 g MnSO4.H20.

Completar o volume para 1000 mL com agua destilada.

Solucéao de vitaminas (Dobereiner, 1995)

10 mg biotina
20 mg piridoxol-HCI

A solucado era dissolvida em banho-maria e completada o volume para 100 mL com

agua destilada, em seguida era filtrada e mantida a solucdo em geladeira.

Solucéo salina (Dobereiner, 1995)

Para diluicdo do indculo foi utilizada solucdo salina com a seguinte composigéo, por

litro:

3,4 g KH2PO4;

0,2 g MgS04.7H20;

0,1 g NaCl;

0,02 g CaCI2.2H20;

2,0 mL da solucao de micronutrientes;
4,0 mL Fe EDTA (solucéo 1,64%);
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4,5 g KOH

Ajustar o pH para 7,0 com KOH e completar o volume para 1000 mL com &gua

destilada.



