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RESUMO

SOUZA, JUCINEI FERNANDES. Universidade Federal da Grande Dourados, Junho de
2015. Azospirillum brasilense e adubacédo nitrogenada na Brachiaria decumbens.
Orientadora: Prof?. Dr2. Alessandra Mayumi Tokura Alovisi.

A atividade pecuaria a pasto continua sendo a técnica mais utilizada, viavel e
econbmica no Brasil, no entanto, a forma extrativista de exploracdo pecuaria vem
aumentando as areas degradadas de pastagem ou em processo de degradacdo. O
esgotamento da fertilidade do solo, em falta de adubacéo, tem sido apontado como uma
das principais causas da degradacdo de pastagens cultivadas. A fixacdo bioldgica de
nitrogénio, nesse contexto, pode ser utilizada como alternativa para aumentar a
produtividade da forrageira, além de reduzir os gastos com fertilizantes nitrogenados.
Diante do exposto, a realizacdo dessa pesquisa teve como objetivo determinar a altura de
plantas, nimero de perfilhos, massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz
(MSR), teor de clorofila, eficiéncia de nitrogénio, relacdo MSPA/MSR da Brachiaria
decumbens, teor de nutrientes na parte aérea da forrageira e os atributos quimicos do solo
em funcdo da adubacdo nitrogenada associada ou ndo com Azospirillum brasilense. O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal da Grande
Dourados, no municipio de Dourados — MS, utilizando solo classificado como Neossolo
Quartzarénico. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
arranjado num fatorial 2x5, com quatro repeticdes. Os tratamentos adotados foram
constituidos pela combinacdo de dois fatores: inoculacdo com Azospirillum brasilense
(presenca ou auséncia) e doses de nitrogénio (0, 50, 100, 150 e 200 kg ha*). A inoculagio
das sementes de Brachiaria decumbens com Azospirillum brasilense contribuiu de forma
positiva no desenvolvimento e producédo da forrageira, com aumento na altura de plantas,
namero de perfilhos, producdo de matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz
quando associado com nitrogénio até a dose de 100 kg ha. O Azospirillum brasilense
com a adubacdo nitrogenada ocasionou interacdo em relacdo aos teores de nutrientes na
planta e nos atributos quimicos do solo. A inoculagdo com Azospirillum brasiliense, em

geral, contribuem de forma positiva para a nutricdo da Brachiaria decumbens.

Palavra-chave: bactérias diazotroficas, nitrogénio, forrageira.



ABSTRACT vii

SOUZA, JUCINEI FERNANDES. Universidade Federal da Grande Dourados, Junho de
2015. Azospirillum brasilense e adubacédo nitrogenada na Brachiaria decumbens.

Orientadora: Profé. Dr?. Alessandra Mayumi Tokura Alovisi.

Livestock grazing activity remains the most widely used technique, feasible and
cheap in Brazil, however, the extractive form of livestock is increasing the degraded
pasture areas or in the degradation process. Depletion of soil fertility as a result of
fertilization, has been touted as one of the main causes of degradation of cultivated
pastures. Biological nitrogen fixation in this context can be used as an alternative to
increase forage productivity and reduce spending on nitrogen fertilizers. Given the above,
the realization of this research was to determine the height of plants, number of tillers,
dry matter (MSPA), root dry weight (MSR), chlorophyll content, nitrogen efficiency ratio
MSPA / MSR Brachiaria decumbens, nutrient content in the shoot of forage and soil
chemical properties due to the nitrogen fertilization associated or not with Azospirillum
brasilense. The experiment was conducted in a greenhouse at the Federal University of
Grande Dourados, in the municipality of Dourados - MS, using a completely randomized
Quartzarenic. The experimental design was completely randomized in a factorial 2x5,
with four replications. The treatments were constituted by the combination of two factors:
inoculation with Azospirillum brasilense (presence or absence) and nitrogen (0, 50, 100,
150 and 200 kg hal). Inoculation of Brachiaria decumbens seeds with Azospirillum
brasilense contribute positively in the development and production of forage, with an
increase in plant height, number of tillers, dry matter production of the part and root dry
matter when combined with nitrogen to the dose 100 kg ha® of nitrogen. The
Azospirillum brasilense with nitrogen fertilization caused interaction in relation to
nutrient content in plant and soil chemical properties. Inoculation with Azospirillum

brasiliense generally contribute positively to the nutrition of Brachiaria decumbens.

Keyword : diazotrophs , nitrogen, forage.
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1. INTRODUCAO

No Brasil existem aproximadamente 180 milhGes de hectares cultivados com
pastagens principalmente gramineas do género Brachiaria (BODDEY et al., 2006; DIAS,
2011). No entanto, aproximadamente 70 milhdes de hectares dessas pastagens estdo em
processo de degradagdo ou ja degradadas (DIAS, 2011).

A conquista do Cerrado foi um marco na rea agricola dos tropicos no século XX
e a introducéo do género Brachiaria foi fundamental na expansao da pecuaria no Centro-
Oeste, que representa 34% dos 212 milhdes de bovinos do rebanho nacional (BELING,
2013) e 38% da producéo de carne 2013.

Mesmo as espécies do género Brachiaria sendo tolerantes as condicGes
edafoclimaticas do Cerrado, o manejo inadequado e a falta de adubacdo corretiva no
estabelecimento e da adubacdo de manutencdo para a reposicdo dos nutrientes no solo
contribuem para a degradacao das areas de pastagens cultivadas, que passam a apresentar
menor tolerdncia ao estresse hidrico, tornando mais evidente os efeitos dos extremos
climéaticos sobre seu desenvolvimento. Ao contrario, pastagens bem manejadas
proporcionam maior cobertura vegetal do solo favorecendo a retencdo de dgua no sistema
e minimizando os efeitos dos extremos climaticos no seu préprio desenvolvimento
(SILVA et al., 2011).

Solos de baixa fertilidade ou ndo corrigidos geram baixos rendimentos das
pastagens, sendo o nitrogénio um dos nutrientes mais limitantes ao crescimento e
manutencdo das plantas forrageiras (BATISTA, 2002), uma vez que é extraido em grande
quantidade do solo pelas plantas forrageiras e faz parte de inimeras moléculas
fundamentais como proteinas, aminoécidos, acidos nucleicos, adenosina trifosfato,
enzimas, aminas e amidas, clorofila, entre outros (MALAVOLTA, 2006).

A principal forma de absor¢do de nitrogénio pelas plantas é através do fluxo de
massa, nas formas nitricas e/ou amoniacal, sendo a forma nitrica predominante em
condigdes naturais. No entanto absorcdo do nitrogénio proporciona aumento na
quantidade e tamanho de células ou a expansdo das células, no entanto, s ocorrera
qguando houver disponibilidade de &gua numa resposta compensatoria da planta
(CAMARGO e NOVO, 2009).

Grande quantidade de nitrogénio € perdida por lixiviacdo, desnitrificacdo, erosao
ou, principalmente, por volatilizacdo, resultando em reducdo na concentragdo deste
elemento no solo e, consequentemente, reduzindo a producdo de pastagem e a capacidade

de suporte, resultante da menor oferta de forragem (BENETT et al., 2008).
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Em funcéo das perdas de nitrogénio, a eficiéncia média da forrageira é de 50% do
total do nitrogénio aplicado, assim, a utilizagéo de fertilizantes nitrogenados acaba sendo
considerada, apesar de pratica comum para manter a produtividade, técnica de custo
financeiro e ecoldgico elevado (MELLO et al., 2008). Por isso, € crescente a necessidade
de maior uso do potencial da fixacao bioldgica de nitrogénio atmosférico (FBN) através
da associagdo de microrganismos com gramineas tropicais, como alternativa sustentavel
para a adubacéo nitrogenada.

Os microrganismos diazotroficos endofiticos podem desempenhar importante
papel na recuperacdo e sustentabilidade de ecossistemas uma vez que sdo capazes de
incorporar ao solo o nitrogénio atmosférico (N2), por meio da fixacdo biologica em
quantidades que podem variar de 25 a 50 kg N ha*ano™, e ainda, produzirem e liberarem
substancias reguladoras do crescimento vegetal, como auxinas, giberelinas e citocininas,
que proporcionam aumento do sistema radicular e, assim, contribuindo para a melhoria
da nutricdo mineral e a utilizacdo da &gua pelas plantas (BAZZICALUPO e OKON,
2007).

Assim objetivou-se avaliar o efeito da inoculacdo de bactérias do género
Azospirillum brasilense e da adubacéo nitrogenada sobre as componentes de producao da
Brachiaria decumbens e dos atributos quimicos na planta e no solo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Brachiaria decumbens

O estabelecimento de pastagem do género Brachiaria ocorre devido a sua maior
tolerancia as condicbes de solos acidos e de baixa fertilidade, aliada ao seu valor
forrageiro, sendo as espécies de maior importancia a B. decumbens, B. brizantha, B.
ruziziensis e B. humidicola (SOBRINHO et al., 2005).

A forma extrativista de exploracao pecuaria vem aumentando as areas degradadas
de pastagem ou em processo de degradacdo (SOUZA e PEDREIRA, 2004). Na
degradacdo das pastagens, a produtividade e a composicdo botanica podem ser
substancialmente alteradas ao longo do tempo, devido ao declinio da fertilidade do solo
e a0 manejo inadequado das plantas forrageiras.

Os capins do género Brachiaria, que possui aproximadamente 90 espécies,
comumente chamados de braquiaria, tém distribuicdo marcadamente tropical, tendo como
centro de origem primario a Africa Equatorial (GHISI, 1991). No Brasil, a forrageira é
conhecida desde a década de 1950 (ALCANTARA, 1986). As Brachiarias entraram no
Brasil juntamente com os escravos, pois serviam de colch@o nos navios negreiros.

As gramineas do género Brachiaria sdo largamente utilizadas em pastagens na
América Tropical. As braquiarias sdo as pastagens mais plantados no pais, sendo
utilizados nas fases de cria, recria e engorda dos animais. Adaptam-se as mais variadas
condices de solo e clima, ocupando espaco cada vez maior em todo o territorio brasileiro,
por proporcionar producbes satisfatorias de forragem em solos com baixa e média
fertilidade (SOARES, 1994). Desde que sejam bem manejados, apresentam alta producéo
de matéria seca e eficiéncia na cobertura do solo (GHISI, 1991).

A B. decumbens ¢ originaria da Regi&o dos Grandes Lagos em Uganda (Africa).
Essa graminea foi introduzida no Brasil em 1960, onde se adaptou muito bem,
principalmente nas areas dos cerrados. A espécie é vigorosa e perene. E resistente & seca,
adaptando-se bem em regides tropicais imidas. E pouco tolerante ao frio e cresce bem
em diversos tipos de solo, porém, requer boa drenagem e condicGes de média fertilidade,
vegetando bem em terrenos arenosos e argilosos. Os melhores resultados sdo obtidos
qguando se usam 2 a 5 kg de sementes puras e viaveis (1 kg de sementes tem cerca de
220.000 a 225.000 sementes hal) (VILELA, 2008).
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A B. decumbens é caracterizada como graminea perene, estolonifera, de habito de
crescimento de semi-ereto a prostrado. Pode alcancar de 30 a 100 cm de altura. Suas
raizes sao fortes e duras, com presenca de pequenos rizomas. Os colmos sdo de formato
cilindrico a ovalados, podendo ser eretos ou decumbentes de coloracdo verde escura,
glabros ou pilosos, com a presenca de seis a 18 entrends medindo em media 20
centimetros. Os nés sdo verdes, glabros ou pouco pilosos. As folhas medem entre 20 a 40
centimetros de comprimento e de 10 a 20 milimetros de largura, fortemente pilosas. Suas
bordas sdo asperas e duras. Estas sdo de coloracao verde escura, principalmente durante
0 seu primeiro ano de implantacdo, devido ao seu alto conteudo de clorofila. A
inflorescéncia é em forma de panicula racemosa, de 25 a 47 centimetros de altura. E
formada de dois a cinco racimos de 4 a 10 centimetros de comprimento. As sementes sao
de tamanho médio, arredondadas e férteis, o que facilita a sua disseminacdo. E uma

espécie tetraploide com 36 cromossomos (OLIVERA et al, 2006).

2.2 Adubacéo nitrogenada nas Pastagens

A adubacdo de pastagens é pratica agricola que consiste na aplicacdo de adubos
ao solo para recuperar ou conservar a sua fertilidade. Com a adubagdo, é possivel suprir
a deficiéncia de nutrientes do solo e, assim, proporcionar adequado desenvolvimento das
plantas forrageiras. A adubacdo é fundamental para manter a sustentabilidade e, ou,

incrementar a produtividade da pastagem (SANTOS et al., 2010).

O nitrogénio é um dos elementos necessarios em maior quantidade para o
desempenho adequado das plantas, fazendo parte de nucleotideos de fosfato e
aminoacidos, que comple a estrutura dos acidos nucléicos e das proteinas,
respectivamente. E considerado um dos nutrientes mais exigido pelas plantas
(DOBBELAERE e OKON, 2007).

O uso de fertilizante nitrogenado é uma pratica comum e responsavel por elevar
0s custos da producdo agricola, além de poder gerar danos ao ambiente, uma vez que
parte do total aplicado e geralmente perdido. A eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes
nitrogenados € em média 50%, devido as perdas por lixiviacdo do NOz", volatilizacdo de

amonia, desnitrificacdo, erosdo e imobilizacdo microbiana (REIS et al., 2011).

O nitrogénio proporciona aumento imediato e visivel na producéo de forragem,

ISso ocorre porque a quantidade disponibilizada pelo solo, a partir da MO, nédo tem sido
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suficiente para suprir adequadamente a necessidade das plantas forrageiras
(KLUTHCOUSKI e AIDAR, 2003).

A deficiéncia de N é apontada como a principal causa de reducdo na produtividade
e degradacdo das &reas cultivadas com gramineas forrageiras (VASCONCELOQOS, 2006),
porém, parte do N introduzido no sistema de producdo agricola é perdida, reduzindo a
sua eficacia e diminuindo os lucros oriundos dos empreendimentos na pecuaria,
fundamentados na alimentacdo do gado com plantas forrageiras (PRIMAVESI et al.,
2004).

Corsi (1994) relata que o nitrogénio promove diversas alteracdes fisiologicas em
gramineas forrageiras, como no numero, tamanho, peso e taxa de aparecimento de
perfilhos e folhas, e alongamento do colmo, que s&o fatores importantes na producéo de
massa seca e valor nutritivo da planta forrageira, resultando na elevacdo de indices
zootécnicos. Segundo Pedreira et al. (2001), quando o teor de nitrogénio na planta é baixo,
o perfilhamento é inibido, mas, com o suprimento de N ha um acréscimo no numero de

perfilhos por planta.

A magnitude de resposta da planta ao N varia com a espécie forrageira, a dose, a
fonte, 0 modo de aplicacdo do fertilizante, a forma de utilizacdo de pastagem (corte ou
pastejo), o tipo e a textura do solo e com as condi¢des de clima (temperatura e umidade),
antes, durante e depois da aplicagdo do adubo. Nesse caso, verifica-se que diversos
componentes (planta, animal, solo e atmosfera), bem como, a interacdo entre eles,
determinardo a quantidade de forragem produzida. Assim, a variacdo em qualquer um
desses componentes, num determinado momento, estabelece, potencialmente respostas
diferenciadas na producéo de forragem (MARTHA et al., 2002).

Os sintomas de deficiéncia de N sdo caracterizados pelo amarelecimento das
folhas mais velhas, reduzindo a taxa fotossintética, proporcionando o crescimento
reduzido das plantas. O N fornecido adequadamente em condicbes favoraveis para o
crescimento das plantas, proporciona aumento na producdo de matéria seca e do teor de

proteina, a partir da producdo de carboidratos (HAVLIN et al., 2005).

A falta de conhecimento sobre o manejo do N (dose, fonte e forma de
parcelamento do N aplicado), em geral, faz com que o N fertilizante seja utilizado de
maneira menos eficiente do que € possivel, o0 que estabelece perdas significativas desse
nutriente no ambiente (MARTHA JUNIOR et al., 2004).
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Alexandrino et al. (2005) estudando o crescimento e caracteristicas quimicas e
morfogénicas da Brachiaria brizantha cv. Marandu submetido a cortes e a doses de N,
verificaram grande diferenga de perfilhamento ao longo do tempo de rebrotacdo em
relacdo ao suprimento de N, observando que as plantas ndo adubadas com N quase ndo
perfilharam ao longo do tempo. Para um bom manejo da adubacéo, principalmente no
sistema intensivo, torna-se importante conhecer a necessidade em nutrientes das

forrageiras e, consequentemente, a sua capacidade de extragdo de nutrientes do solo.

Primavesi et al. (2005) verificaram que o capim B. brizantha cv. Marandu quando
recebe doses elevadas de nitrogénio extrai grandes quantidades de nutrientes do solo,
principalmente de potéassio. O manejo adequado do N na agricultura é fundamental para
que ndo haja prejuizos na relacdo custo/beneficio, no ambiente (acidificacdo do solo,
liberacdo de gases do efeito estufa, eutrofizacdo de lagoas e acudes), na nutricdo de
plantas e de animais e a salde humana atraves da contaminagdo de mananciais hidricos
por nitratos (COSTA, 2001).

2.3 Fixacao bioldgica de nitrogénio

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

A FBN atmosférico é realizada por microrganismos procariéticos conhecidos
como diazotroficos. Os diazotréficos podem ser de vida livre, estar associados a espécies
vegetais ou, ainda, estabelecer simbiose com leguminosas. Portanto os diazotroficos
compreendem ampla gama de microrganismos procariotos, incluindo as arquebactérias,
cianobactérias, bactérias Gram positivas e Gram negativas que apresentam grande
diversidade morfoldgica, fisioldgica, genética e filogenética. Essa diversidade garante
ndo sé a resiliéncia dos processos que mediam em determinado ecossistema, como
também a ocorréncia deste, nos mais diferentes habitats terrestres (MOREIRA et al.,
2010).

A FBN é um dos mais importantes processos conhecidos na natureza e, nas
associacfes com gramineas, e realizado por alguns géneros de microrganismos tais como:

Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Burkholderia (BALDANI et al.,
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1999). As bactérias citadas tem demonstrado seu potencial agricola seja via FBN, seja
através da producgdo de hormdnios vegetais, promovendo incremento no crescimento de
plantas de diferentes espécies com énfase no uso das gramineas forrageiras (SILVA e
REIS, 2009).

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

O N fornecido pelo processo de fixacéo bioldgica € menos propenso a lixiviagdo
e volatilizacéo ja que ele e utilizado in situ, sendo assim, o processo biologico é uma
alternativa com menor custo, limpa e sustentavel para o fornecimento de N na agricultura
comercial (HUERGO, 2006).

2.4 Inoculagdo com bactéria Azospirillum brasilense

Vaérios estudos tém sido realizados buscando identificar microrganismos que
tenham simbiose com gramineas, como acontece na cultura da soja com a bactéria
Bradyrhizobium japonicum. Pesquisadores do estado do Parand testaram e selecionaram
estirpes de Azospirillum que melhor sobreviviam no solo, se adaptavam as tecnologias
empregadas em milho e promoviam maior crescimento de planta. Estes estudos foram
promissores para a autorizagao pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) das estirpes de A. brasilense Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 na a producédo de
inoculantes comerciais para a cultura do milho. Trabalhos realizados por essas entidades
demonstraram que ha incremento médio de 24% a 30% no rendimento de gréos de milho
quando inoculados com A. brasilense (HUNGRIA, 2011).

Bactérias do género Azospirillum podem atuar no crescimento vegetal por meio
da reducdo do nitrato até amdnia, podendo essa energia ser disponibilizada a outros
processos vitais do metabolismo, no entanto, este processo de fixacdo bioldgica também
necessita de energia na forma de adenosina-tri-fosfato (ATP) para acontecer (FERREIRA
et al. 1997).

O género Azospirillum apresenta grande distribuicdo ecoldgica, podendo ser
encontrado em raizes de plantas de clima tropical e temperado, neste grupo sdo
encontradas espécies como Azospirillum brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, A.
irakense, A. halopraeferans, A. largimobile e A. dobereinera (PATRIQUIN et al., 1983;
REIS et al., 2002).
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Dentre as bactérias fixadoras de nitrogénio presentes na rizosfera das gramineas,
0 género Azospirillum, em especial a espécie Azospirillum brasilense, constitui uma gama
de estudos devido a sua ampla distribuigc&o nos solos tropicais e subtropicais, tais estudos
vem demonstrando que o uso desta bactéria tem estimulado o crescimento vegetal,
aumentando a produtividade e concentracdes de nitrogénio em diversas plantas de
interesse agropecuario (REIS et al., 2000; HARTMANN e BALDINI, 2006).

Dentre as contribui¢des do uso da Azospirillum brasilense destacam-se 0 aumento
na taxa de acumulo de matéria seca, aumento na biomassa e altura, aceleracdo na taxa de
germinacdo e beneficios no sistema radicular, proporcionando consequente aumento na
produtividade final (HUNGRIA, 2010; DALLA SANTA et al., 2004; VOGEL et al.,
2013).

Apesar de nas Ultimas décadas os estudos se voltarem ao uso desta espécie de
bactéria, estes ocorrem principalmente sobre plantas de interesse agricola, poucos foram
realizados em podaceas forrageiras. A principal contribuicdo do uso desta bactéria é
relacionada a alta capacidade da mesma em fixar N2 em forma assimilavel pela planta, de
preferéncia em amonia. (FRANCHE et al., 2009).

Segundo Reis Junior et al. (2008) o uso de bactérias promotoras de crescimento
além beneficiar no mecanismo de fixacao bioldgica de nitrogénio, auxiliam na producédo
de horménios que estimulam o crescimento vegetal, dentre eles auxina, citocinica e
giberilina. A Azospirillum brasilense especificamente apresenta uma elevada producéo
de auxinas, sendo este hormonio responsavel por modificacdes morfoldgicas nas raizes
como, comprimento, ramificacfes e aumento de pélos radiculares (DOBBELAERE et al.,
1999; MIYAUCHI, et al., 2008.

A Azospirillum brasilense via FBN em pastagens forneceu um incremento de
aproximadamente 40 kg N ha™ ano, em estudos realizados nas espécies Pennisetum
americanum e Panicum maximum (LABANDERA, 1994). Franche et al. (2009)
observaram que a FBN contribui de 7 a 10 kg ha™* més™ durante a época de veréo, o que
varia conforme o genotipo, sendo que 39% do N necessario poderia ser obtido via fixa¢ao

biologica.

A FBN é um processo que depende de varios fatores. Para que a bactéria
estabeleca uma interagdo positiva com a planta é indispensavel a utilizacdo de estipes de

Azospirillum brasilense selecionadas (HUNGRIA, 2011) capazes de competir com 0s
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microrganismos ja presentes no solo. Outro fator a ser levado em consideracao é a escolha
do genotipo a ser inoculado, pois a relacdo benéfica de simbiose entre o hibrido e a
bactéria é determinada pela qualidade dos exsudatos liberados pelas raizes da planta
(NEHL et al., 1996).

Esse fenbmeno é conhecido por quimiotaxia, onde cada gendtipo libera uma
quantidade de exsudato diferente, com composic¢ao quimica distinta, que pode ou nao ser
atrativo e servir de fonte de carbono (malato, piruvato, succinato e frutose) para as
bactérias inoculadas (QUADROS, 2009). Quanto a sobrevivéncia deste microrganismo,
sabe-se que a A. brasilense tem baixa capacidade de sobreviver por periodos prolongados

de tempo na maioria dos solos.

As condigbes fisico-quimicas do solo e a auséncia da planta hospedeira podem
afetar diretamente a populacdo da bactéria (BASHAN et al., 1995). A inocula¢do com
Azospirillum é realizada de maneira similar a inoculacdo de sementes de soja com
Bradhyirizobium. O produto, contendo estirpes de Azospirillum, pode ser aplicado na
forma sélida (como turfa) ou na forma liquida. Também, € necessério ser cauteloso as
condigdes de temperatura, ndo deixando exposto ao sol e sem aplicagdo conjunta com
agroguimicos, ja que trata-se de microrganismos vivos (HUNGRIA et al., 2010; JORNAL
COOPERCAMPOS, 2009).

O método de aplicagcdo do inoculante mais comum € via sementes. Devido a
necessidade do tratamento de sementes e da comodidade quando este é feito
industrialmente, a inoculacdo via sulco de semeadura vém sendo estudada como uma
forma de evitar toxidez dos produtos utilizados no tratamento de sementes sobre a
bactéria, ja que alguns produtos quimicos podem desestruturar o flagelo usado pela A.
brasilense na associacdo com a planta (CROES et al., 1993). Conforme Basi et al. (2011)
a aplicacdo de A. brasilense (estirpes Abv5 e Abv6) proporcionou incremento na
produtividade do milho, sendo que a inoculacgéo via sulco de semeadura ndo diferiu da
realizada nas sementes, mostrando-se método de aplicacéo eficiente.

Os beneficios da inoculagéo de Azospirillum brasilense podem ser verificados em
outras culturas. Um exemplo disso, é o trabalho de Sala et al. (2008), que trabalharam
com inoculacao de sementes de trigo (Triticum aestivum hard L. e Triticum durum L.) e
forneceram 0, 60 e 120 kg ha* de ureia (70% na semeadura e 30 % 30 dias apds a

semeadura), eles observaram que houve interacdo da resposta das bactérias endofiticas
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com a adubacéo nitrogenada. Como resultado da pesquisa, obteve-se a maior quantidade
acumulada de N com a inoculacéo da estirpe IAC-AT-8 de A. brasiliense e com a adigéo
de 60 kg ha de N, quando comparado a testemunha. Também observaram que quando a
dose de N passou de 60 para 120 kg ha*, houve decréscimo linear no indice de eficiéncia
de utilizacdo do nutriente. Isto demonstrou que o incremento na producdo de MS da parte

aérea diminuiu conforme foi aumentada a dose de N.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo do solo e tratamentos

O solo utilizado, classificado como Neossolo Quartzarénico (SANTOS, 2013),
textura arenosa, foi coletado no municipio de Campo Grande, Estado de Mato Grosso do
Sul. O solo foi coletado na camada de 0-20 cm, em &rea sob vegetacdo de cerrado. Com
0 auxilio de uma enxada, as primeiras camadas foram removidas e limpas para que nao
houvesse a mistura da parte superior com o solo utilizado para o experimento. O material

foi coletado e armazenado em sacos de plasticos para assim evitar a mistura de impurezas.

Ap0s destorroadas, a amostra do solo foi tamisado em peneira de 5 mm de
abertura de malha e secas ao ar. Subamostra foi passada em peneira de 2 mm de abertura
de malha, constituindo a terra fina seca ao ar para a caracterizacdo quimica (Tabela 1) e

fisica.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, arranjado
num fatorial 2x5, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos pela
combinacdo de dois fatores: inoculacdo com Azospirillum brasilense (presenca ou
auséncia) e doses de nitrogénio (0, 50, 100, 150 e 200 kg ha™*) em cobertura. Cada parcela

foi constituida por um vaso de 5 dm, totalizando 40 parcelas experimentais.

Tabela 1. Andlise quimica do solo coletado para o experimento.

pH P MO K Ca Mg CatMg Al H  H+Al S T Y

CaCl, Agua mg/dm® mg/dm? cmol/dm3 %
4,47 510 3,84 1,78 001 01 04 0,50 0,20 0,53 0,73 051 1,24 41,13

3.2 Caracterizacao fisica e quimica do solo

A andlise fisica envolveu a determinacdo da composi¢do granulométrica da
TFSA, pelo método da pipeta (DAY, 1965), com quatro replicatas. O resultado

encontrado foi de 870, 30 e 100 g kg, respectivamente de argila, silte e areia.

Os atributos quimicos determinados foram: pH, complexo sortivo, C organico e

micronutrientes, com quatro replicatas por determinacao, de acordo com Claessen (1997).
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3.3 Conducéo do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal da
Grande Dourados, localizado nas coordenadas (22°11'43.7"S e 54°56'08.5"W, altitude de
452 m), no municipio de Dourados — MS, no periodo de setembro de 2014 a junho de
2015. O clima da regido é classificado de acordo com a classificacdo de Koppen (1948),

do tipo Cwa — mesotérmico umido.

As amostras de solo contidas nos vasos foram submetidas a duas incubagdes
sequenciais por um periodo de 30 dias cada uma, sob condi¢fes de umidade equivalente
a 60% do volume total de poros (VTP) ocupados por agua (FREIRE et al., 1980),

controlada por pesagem diaria.

A primeira incubacédo do solo foi apds a aplicacdo do corretivo para a correcdo
da acidez do solo para elevar a saturacao por bases do solo para 50%, utilizando o calcério
dolomitico, na dosagem de 3,5 t ha! (86% de PRNT, 31% de CaO e 21% MgO). Apos
30 dias, o solo de cada vaso foi seco e peneirado e recebeu a aplicacdo da adubacéo de
implantacdo, sendo feita com aplicacdo de fésforo, potassio, enxofre e micronutrientes,
correspondente aos seguintes teores de nutrientes na forma de sais p.a. em mg dm de
solo: 150 de K; 150 de P; 62 de S; 0,81 de B; 1, 3 de Cu; 5,0 de Zn; 3, 6 de Mn; 1,6 de Fe
e 0,15 de Mo, cujas fontes foram KSOa, (NH4)2HPO4, NH4NO3z, KH2PO4, H3POs4,
H3BO3, MnS04.2H,0, CuS04.5H20, (NH4)sM07024.4H,0, FeSO4.7H20, ZnS0O4.7H20.

Ap0s as incubacdes procedeu-se a semeadura. Foram semeadas 15 sementes
diretamente nos vasos. As sementes foram inoculadas com Azospirillum brasiliense na
dosagem de 30 g de inoculante turfoso para cada kg de sementes e deixado por 15 minutos
até a aderéncia do material. Utilizou-se para o experimento um inoculante comercial
®Qualy fix gramineas. A dose utilizada foi a de 30 g kg™ de sementes recomendada pelo
produto, em gramineas. Dez dias ap0s a semeadura, foram efetuados desbastes deixando-
se trés plantas de Brachiaria decumbens por vaso. Os vasos foram mantidos com umidade
em 60% VTP (FREIRE et al., 1980).

As adubacdes em cobertura com nitrogénio foram parceladas em quatro vezes,
sendo que, a primeira aplicacdo foi feito no momento da semeadura, as demais foram

feitas aos 10, 20 e 30 dias apds a semeadura (DAS), conforme os tratamentos.
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Foram realizados dois cortes da parte aérea das plantas, com intervalo de 30 dias.
O primeiro corte foi realizado 30 dias ap6s a semeadura, a 5 cm do colo da planta, para
uniformizacédo da pastagem. O segundo corte foi realizado aos 60 dias apds a semeadura,

esse sendo para avaliacdo da forrageira.

Os parametros avaliados foram & altura das plantas, nimero de folhas, nimero
de perfilho, massa seca de raizes e da parte aérea das plantas, teor de clorofila e eficiéncia
de uso do nitrogénio. A altura das plantas foi medida com régua graduada, do solo até a
curvatura do dossel da planta. A determinacdo do teor de clorofila foi realizada de forma
indireta pela leitura SPAD - 502 (Soil Plant Analysis Development), com o emprego de
um clorofilémetro. Apds o corte da parte aérea, as raizes foram peneiradas em malha de
2 mm e lavadas. Todo o matéria coletado, parte aérea e raiz, foi seco em estufa de
circulacdo de ar, a 65°C por 72 horas, até atingir massa seca constante (MALAVOLTA,
1997), e pesado posteriormente, para determinar massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca de raiz (MSR). Determinou também a relacdo MSPA/MSR.

A estimativa da eficiéncia de uso do N foi obtida dividindo-se a massa seca da
parte aérea por vaso pela quantidade de nitrogénio aplicada por vaso, valores expressos
em g de massa seca por g de N adicionado (CASTAGNARA, 2005).

Ap0s a coleta da parte aérea, separou o sistema radicular mediante lavagem de
todo o solo restante do vaso, ap6s a amostragem, sob agua corrente e com auxilio de
peneiras com malha de 2 mm. Apoés coleta e lavagem, todo o material coletado foi seco
em estufa de circulacdo de ar, a 65°C por 72 horas. Apds a secagem e pesagem as amostras
foram moidas em moinho tipo Willey, com peneiras de didametro de 1 mm, para
determinacéo dos teores de N, P, K, Ca e Mg, descritos por Malavolta et al. (1997).

3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e a comparacao de
médias ao teste Tukey a 5%, utilizando-se o programa estatistico ASSISTAT (SILVA e
AZEVEDO, 2006). Para as doses de N, empregou-se a analise de regressdo, quando

constatado a significancia das doses.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados da analise de variancia (Tabela 2), foram
observados efeitos significativos (P<0,05 e P<0,01) para inoculacdo e doses nos
caracteres avaliados: altura de planta, numero de perfilho, massa seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca de raiz (MSR) e eficiéncia de nitrogénio. Observa-se que a
inoculacdo de sementes da forrageira proporcionou as maiores alturas de planta, niUmero
de perfilhos, massa seca da parte aérea, massa seca de raiz e maior eficiéncia no uso de

nitrogénio (Tabela 2)

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia conjunta com fontes de variacdo e médias de
altura de plantas, numero de perfilho, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de
raiz (MSR) e eficiéncia de nitrogénio (Efic. N). Dourados — MS, 2015.

Quadrados médios (parametros produtivos)
F.V Altura | N°Perfilho | MSPA MSR MSPA/MSR SPAD Efic.N
Inoculagdo | 126,02** | 205,66** | 25,63* | 108,07** 0,0196 ns 76,17* | 65,00**
Doses 670,27** | 1439,81** | 867,66** | 1528,86** 0,3154** 524,21** | 39,40**
Inocxdoses | 10,77** | 33,39** 12,55* 9,79** 0,0058 ns 20,76 ns | 4,98**

Residuo 1,92 5,30 3,54 2,18 0,0072 11,19 0,50
CV% 5,36 6,67 6,42 4,78 8,43 8,03 3,38
Médias
Cominoc | 60,75a 36,79 a 30,11a 32,58 a 0,98 a 43,05a | 22,55a
Seminoc | 57,20b 32,25b 28,51b 29,29 b 1,03a 40,29a | 19,70b

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV = coeficiente de variacdo; * = diferenca significativa (P < 0,05); ** = diferenca significativa (P < 0,01);
ns = ndo significativo (P > 0,05).

4.1 Altura de plantas

Houve ajuste linear entre as alturas e as doses de N. A dose de 200 kg ha*
proporcionou as maiores alturas de plantas (Figura 1). Nas doses maximas de N, foram
verificadas alturas de 70 cm, com e sem inoculagdo, mostrando aumento em relagéo a néo
aplicacdo de N de 46 e 76%, respectivamente. Isto devido a maior disponibilidade de N

no solo e sua consequente absorcao pelas plantas, com reflexos no crescimento da planta.



23

[0}
o

com Yy =50,9+0,0995**x; R2 = 0,91
sem y = 45+0,122**x; R2 = 0,90

~
o

(o2}
o

Altura de plantas (cm)
B a1
o o

w
o

N
o

0 50 100 150 200
Doses de nitrogénio Kg ha!

Figura 1. Altura de plantas de Brachiaria decumbens em funcao das doses de nitrogénio
com inoculacao e sem inoculagdo com Azospirillum brasilense, Dourados-MS, 2015. **
- significativo a 1% de probabilidade.

Esse resultado é decorrente das fun¢bes desempenhadas pelo nitrogénio, como
componente estrutural de macromoléculas e enzimas, envolvidas no processo de
desenvolvimento vegetativo das plantas (MALAVOLTA, 2006). Resultados semelhantes
foram encontrados por Guimarées et al. (2011), que trabalhando com B. brizantha cv.
Marandu inoculadas com Azospirillum sp. observaram para a variavel altura de plantas,
maiores valores para as plantas inoculadas com a estirpe AZ02, quando comparado com
as plantas que ndo receberam nitrogénio nem a inoculacéo.

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

De acordo com Silva et al. (2004), as alturas mais elevadas facilitam o pastejo e,
consequentemente, o desempenho animal, e que, para uma mesma densidade de plantas,
quanto maior a altura do pasto maior a producdo de massa seca do mesmo. Entretanto,
deve-se ressaltar que essa altura do pasto deve estar associada a idade da planta e a

qualidade da forragem disponivel para os animais (SILVA et al., 2010).
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A inoculagéo propiciou um maior incremento na altura em relacéo a testemunha
inoculada e ndo inoculada, pois, o crescimento foi de 47 e 42 cm, respectivamente.
Observa-se que a maior eficiéncia da bactéria A. brasilense é onde as doses de nitrogénio
sdo menores, justificando os resultados encontrado no presente trabalho, onde em altas

doses de nitrogénio, a inoculacao é praticamente nula.

4.2 Namero de perfilho

Houve ajuste linear entre os numeros de perfilhos e as doses de N. A dose de 200
kg ha* proporcionou os maiores ntimeros de perfilhos (Figura 2). Nas doses maximas de
N, foram verificados nimero de perfilhos de 52,55 e 52, com e sem inoculagdo,
mostrando aumento em relacdo a ndo aplicacdo de N de 104 e 242%, respectivamente,

justificando a importancia da adubacéo nitrogenada para a B. decumbens.

Levando-se em considera¢do que o numero maximo de perfilhos (52 perfilhos)
encontrados corresponderam aos tratamentos com a dose de 200 kg ha?, independente da
inoculagdo, mostra que o nitrogénio tem capacidade para estimular os pontos de
crescimento da forrageira permitindo maior perfilhamento, uma vez que, gramineas
forrageiras sob condicdo vegetativa apresentam alta taxa de aparecimento foliar,
resultando em alta densidade de perfilhamento, pois em cada inser¢do de folha, existe
uma gema que, em funcéo das condicdes disponiveis, pode se transformar em um perfilho
(ALEXANDRINO et al., 1999).

70
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50

40

30

Numero de perfilho

20

10

0 50 100 150 200

Doses de nitrogénio, kg ha-1



25

Figura 2. Numero de perfilho da Brachiaria decumbens em funcao das doses de N e
inoculagdo com Azospirillum brasiliense, Dourados-MS, 2015. ** - significativo a 1% de
probabilidade.

Segundo Nabinger (1996), a baixa disponibilidade de N aumentam o nimero de
gemas dormentes, o que influencia negativamente o perfilhamento, enquanto, o
suprimento adequado do N permite producdo méaxima de perfilho. Entretanto, observa-se
que essa graminea sem aplicacdo de nitrogénio e com inoculacdo de bactérias
diazotroficas produziu mais perfilhos do que o controle (sem aplicacdo de N e sem
inoculacdo) (Figura 2). Esses resultados apontam que a inoculagdo é uma alternativa
sustentavel para aumento do perfilhamento e producdo de forragem, em condi¢fes de

baixa disponibilidade de nitrogénio.

Alexandrino et al. (2005) estudando as caracteristicas morfogénicas e estruturais
do capim-Marandu submetido a doses de N, observaram grande diferenca de
perfilhamento ao longo do tempo de rebrota em relacdo ao suprimento de nitrogénio,

indicando que as plantas ndo adubadas com N quase nédo perfilharam ao longo do tempo.

4.3 Massa seca da parte aérea

Houve ajuste linear entre as massas secas da parte aérea da forrageira e as doses
de N. A dose de 200 kg ha* proporcionou as maiores massas secas (Figura 3). Nas doses
maximas de N, foram verificadas massas secas de 45 e 44 g, com e sem inoculagéo,
mostrando aumento em relagcdo a ndo aplicacdo de N de 148 e 193%, respectivamente.
Esse fato demonstra que a absorcdo de N da solucéo do solo, reflete no crescimento das

gramineas, e consequentemente na producdo de massa seca da parte aérea.
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Figura 3. Massa seca da parte aérea da Brachiaria decumbens em funcao das doses
de N e inoculagdo com Azospirillum brasiliense, Dourados-MS, 2015. ** -
significativo a 1% de probabilidade.

Nos tratamentos onde foi aplicado as menores doses de nitrogénio houve uma
menor producdo de massa seca (Figura 3). Esse incremento na producdo de massa seca
ocorre devido o N fazer parte de muitos compostos da planta, incluindo todas as proteinas
(formadas de aminoé&cidos) e &cidos nucléicos (TAIZ e ZEIGER, 2004). Apo6s a avaliagdo
do estado nutricional das plantas, utilizando a diagnose visual, verificou-se deficiéncia de
N nos tratamentos que ndo receberam adubacéo nitrogenada, independente da inoculacéo,
enguanto, as plantas que receberam nitrogénio eram sempre mais vigorosas e verdes.
Através de diagnose visual observou-se que essas plantas ndo adubadas com nitrogénio
apresentaram clorose generalizada. Essas observacdes reforcam a importancia da
adubacdo nitrogenada na Brachiaria decumbens.

Fagundes et al. (2006) afirmam que o suprimento de nitrogénio no solo,
normalmente, ndo atende a demanda das gramineas, por isso, quando é realizada a
adubacdo nitrogenada, sdo observadas alteracOes relevantes na massa seca do capim-
braquiaria. Os autores observaram que houve aumento na producdo de massa seca a
medida que a adubagcéo nitrogenada foi aumentada até a dose de 300 kg ha™™. Silva et al.
(2005) também verificaram aumento na producdo ao avaliarem o capim marandu com
seis doses de nitrogénio (0, 50, 100, 200, 400 e 800 kg ha™). Kawatoko et al. (2012)
verificaram aumento significativo na producéo de matéria seca com o aumento das doses
de N, que em relacdo a auséncia de N, as doses 50 e 100 kg de N produziram um

acréscimo, respectivamente de 60 e 92% de matéria seca. Corroboram também com 0s
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resultados obtidos no estudo realizado por Martuscello et al. (2009), na qual os autores
afirmam que o aumento na producéo de forragem com a aplicacdo de nitrogénio € fato
esperado em ensaios dessa natureza, devido ao conhecido efeito do N no acimulo de
matéria seca, pois 0 suprimento de N é um dos fatores de manejo que controla os

diferentes processos de crescimento das plantas.

4.4 Massa seca de raiz

Houve ajuste linear entre as massas secas de raiz e as doses de N. A dose de 200
kg ha proporcionou as maiores massas secas (Figura 4). Nas doses maximas de N, foram
verificadas massas secas de 44,45 e 46,45 g, com e sem inoculagdo, mostrando aumento
em relacdo a ndo aplicacdo de N de 182 e 304%, respectivamente. Até a dose de 100 kg
ha!, os tratamentos que foram inoculados apresentaram as maiores médias de massa seca,
a partir dessa dose os tratamentos sem inoculagdo passam a apresentar as maiores medias
de massa seca de raiz, sugerindo que a inoculacao exerceu influéncia sobre o crescimento
radicular da forrageira até a dose de 100 kg ha™.

Esse resultado se deve as altas concentracdes de amonia (NHs), e baixas
concentragOes de oxigénio e carbono que inibem o complexo nitrogenase do Azospirillum
(KAVADIA et al. 2008). Portanto, a inoculacdo a base de bactérias do
género Azospirillum deve competir satisfatoriamente com as bactérias diazotroficas
nativas e com microflora do solo (DIDONET et al., 2000). A capacidade competitiva das
bactérias diazotroficas com outras € alta somente quando as condi¢Bes do solo sdo de
baixa disponibilidade de N no ambiente (SILVA et al., 2007), conforme observado no
presente trabalho, o efeito vinculado a producdo da massa seca da parte aérea (Figura 3)
e de raiz (Figura 4), somente foi observado nos tratamentos que receberam N até a dose
de 100 kg ha™.
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Figura 4. Massa seca da raiz da Brachiaria decumbens em funcdo das doses de N e
inoculagdo com Azospirillum brasiliense, Dourados-MS, 2015. ** - significativo a 1%
de probabilidade.

De acordo com Hungria (2011) a inoculagdo de Azospirillum brasilense
proporciona 0 aumento do sistema radicular e ainda, segundo Bazzicalupo e Okon (2000)
este efeito € atribuido a producéo e liberacdo de substancias reguladoras do crescimento
vegetal, como auxinas, giberelinas e citocininas, o que vai além do simples aumento de
radicelas, mas também proporciona maior didmetro das raizes laterais e adventicias, que
aumentam o tamanho e a superficie radicular podendo contribuir para melhor absorcéo
de nutrientes e agua do solo (MOREIRA et al., 2010).

Essas afirmacdes estdo de acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, visto
que, os tratamentos que receberam os isolados de Azospirilum mostraram maior
incremento de massa seca radicular, sendo superior ao controle. Durante a separacdo das
raizes, apos o corte da parte aérea, chamou atencédo o fato de que todas as plantas que nao
receberam a inoculacdo, apresentaram sistema radicular com menor volume, enquanto o
sistema radicular das plantas inoculadas era muito extenso e ocupava todo o volume do
solo nos vasos. Corroboram também os realizados por Okon e Vanderleyden (1997), no
qual os autores afirmam que esses microrganismos contribuem, ndo s6 com a FBN, mas
principalmente, proporcionando alteracfes morfologicas e fisioldgicas nas raizes de
plantas inoculadas. Bactérias promotoras de crescimento vegetal séo benéficas as plantas
e possuem a capacidade de colonizar as raizes e outros tecidos internos do vegetal, sem
causar sintomas de doengas (REIS, 2007).

Esses resultados diferem dos encontrados por Guimardes et al. (2011) que

trabalhando com Brachiaria decumbens inoculada com Azospirillum spp. nédo
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observaram diferenca estatistica entre os tratamentos de inoculacdo e o adubado para a
massa seca de raiz.

Os valores encontrados no presente trabalho sdo inferiores aos encontrados por
Santos (2001), que verificou que a maxima producdo de massa seca de raizes no capim
marandu ocorreu na dose de nitrogénio de 303 mg L™ e por Santos e Monteiro (1999)
também relataram que a dose para maximizar a producdo de massa seca de raizes da
Brachiaria decumbens foi de 453 mg L™X. Portando, para maximizar a producdo de massa
de raizes, provavelmente, haveria necessidade de adicionar doses maiores de N, visto que,

a regressdo linear foi a que se ajustou aos dados de massa seca das raizes.

4.5 Relacdo massa seca da parte aérea e raiz
Houve ajuste quadratico entre as relacdes massa seca da parte aérea e raiz e as
doses de N. As menores relacbes MSPA/MSR foram estimadas em 0,78 e 0,90, nas doses
de 145 e 138,33 kg ha de N, respectivamente, com e sem inoculagdo. A associagdo de
plantas com Azospirillum brasilense é mais relacionados a promogao do desenvolvimento
vegetal, principalmente do sistema radicular, do que a FBN, embora haja inimeros relatos

gue apontam para a viabilidade desse processo (OLIVEIRA et al., 2007).
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Figura 5. Relagdo da massa seca da parte aérea e massa seca de raiz da Brachiaria
decumbens em funcdo das doses de N e inoculagdo com Azospirillum brasiliense,
Dourados-MS, 2015. * - significativo a 5% de probabilidade; ** - significativo a 1%
de probabilidade.
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Quanto menor for o valor dessa relagdo maior serd o peso da massa radicular, o
que confere uma maior &rea superficial radicial, e consequentemente, a capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes. Segundo Didonet et al. (2000), o incremento do sistema
radicial em plantas inoculadas também pode propiciar maior longevidade aos tecidos
verdes, em consequéncia ocorre um periodo de atividade fotossintética, o que resulta em

quantidades maiores assimila¢do de N, em relacéo as plantas ndo inoculadas.

4.6 Indice SPAD

Houve ajuste linear entre as massas secas de raiz e as doses de N. A dose de 200
kg ha proporcionou as maiores leitura do indice SPAD (Figura 6). As médias ajustadas
na maior dose foram de 51,6 e 53,2, com e sem inoculagdo, mostrando aumento de 55 e
110%, respectivamente. Da mesma forma, Abreu e Monteiro (1999) observaram valor
SPAD méaximo (32 e 45) no Capim-marandu nas doses de nitrogénio de 205 e 314,5 mg
kg™

60 Com Inog = 35,06+0,0817**x; R2=0,94 £3 0
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Figura 6. indice SPAD da Brachiaria decumbens em fungio das doses de nitrogénio
e inoculagdo com Azospirillum brasiliense, Dourados-MS, 2015. ** - significativo a
1% de probabilidade.
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Bashan et al. (2006) relataram aumento em varios pigmentos fotossintéticos, tais
como clorofila a, b e pigmentos foto protetivos auxiliares, em fungdo da presenca de
Azospirillum spp., justificando seu efeito positivo no indice SPAD. Este pigmento esta
diretamente associada ao potencial de atividade fotossintética, assim como o estado
nutricional das plantas esta associado, geralmente, a quantidade e qualidade da clorofila
(ZORATELI et al., 2002).

Resultados semelhantes foram encontrados por Jordéo et al. (2010) em estudos
realizados com inoculacdo em milho e capim, que observaram os valores do indice SPAD
foram maiores nos tratamentos inoculados quando comparado ao ndo inoculado,
principalmente nos tratamentos que receberam as menores doses de N comprovando a

eficiéncia desse microrganismo em fixar nitrogénio.

Uma das hipoteses levantadas por diversos pesquisadores para a menor eficiéncia
da inoculagdo, quando adicionado N, via adubacao nitrogenada, seria um decréscimo na
proporcéo de diazotroficos no solo em decorréncia de uma supressdo competitiva dos
microrganismos heterotréficos na presenca de formas combinadas de N. Além da
influéncia de fertilizante nitrogenado na associagdo com 0S microrganismos causar
inibicdo do processo, visto que o N disponivel na forma mineral, inibe 0 complexo
nitrogenase, e as plantas passam a utilizar o N disponivel no solo
(MUTHUKUMARASAMY et al., 1999; BERGAMASCHI 2006; SILVA et al., 2007).
Devido a presenca da nitrato redutase, a fixacdo de N é prejudicada em altas
concentragdes de nitrato no solo ou na planta, assim, em areas que receberam doses altas
de nitrogénio ndo se recomenda a inoculacdo, visto que, inibe a fixacdo do N3
(DOBEREINER, 1990).

4.7 Eficiéncia da utilizacao de nitrogénio
Houve ajuste quadratico entre as eficiéncia no uso de N e as doses de N. A dose
de nitrogénio mais eficiente a ser aplicado no solo situou-se em torno de 105 kg ha*, com
uma eficiéncia de 23,91, quando n&o houve a inoculagédo das sementes da forrageira com
Azospirillum, entretanto, quando as sementes foram inoculadas, a eficiéncia estimada foi
de 21,06 na dose de 79 kg ha* de N (Figura 7), resultando em actimulos de massa seca

com menor investimento em adubagéo nitrogenada.
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Figura 7. Eficiéncia do uso de nitrogénio na Brachiaria decumbens em fungdo das
doses de N e inoculagdo com Azospirillum brasiliense, Dourados-MS, 2015. * -
significativo a 5% de probabilidade; ** - significativo a 1% de probabilidade.
A resposta a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio pelas forrageiras é variavel,
Fagundes et al. (2005) trabalharam com Brachiaria decumbens em doses crescentes de
nitrogénio observaram que com o aumento das doses houve reducéo linear na eficiéncia

de utilizacdo do nitrogénio.

Os beneficios da inoculacéo de Azospirillum brasilense podem ser verificados em
outras culturas. Um exemplo disso, é o trabalho de Sala et al. (2008), que trabalharam
com inoculacdo de sementes de trigo (Triticum aestivum hard L. e Triticum durum L.) e
forneceram 0, 60 e 120 kg ha* de uréia (70% na semeadura e 30 % 30 dias apds a
semeadura), eles observaram que houve interacdo da resposta das bactérias endofiticas
com a adubacéo nitrogenada. Como resultado da pesquisa, obteve-se a maior quantidade
acumulada de N com a inoculacdo da estirpe IAC-AT-8 de A. brasiliense e com a adi¢édo
de 60 kg ha* de N, quando comparado a testemunha. Também observaram que quando a
dose de N passou de 60 para 120 kg ha, houve um decréscimo linear no indice de
eficiéncia de utilizacdo do nutriente. Isto demonstrou que o incremento na producéo de
MS da parte aérea diminuiu conforme foi aumentada a dose de N.

O género Azospirillum brasilense se destaca por apresentar maior variedade de
estudos, uma vez que esta bactéria apresenta resultados satisfatorios quando associados a
plantas da familia poaceae, estudos mostram que o0 uso desta bactéria associada a
pequenas doses de nitrogénio tem demonstrado alta eficacia tanto em relagéo a aspectos

morfoldgicos quanto em produtividade (VOGEL et al., 2013). Kuss (2006) relata que o
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uso desta bactéria auxilia em um aumento na producdo de 12% a 14% quando comparado

a auséncia desta bactéria.

4.8 Teores de nutrientes na planta

De acordo com os resultados da analise de variancia (Tabela 3), foram observados
efeitos significativos (P<0,05) para inoculagdo e doses somente para o teor de K.
Observa-se que a inoculacdo de sementes da forrageira proporcionou 0s maiores teores
de N na parte aérea da planta, mas, menores teores de Ca (Tabela 3). Os resultados deste
experimento indicam alta extracao de nitrogénio, mesmo no tratamento controle, devido
a alta exigéncia em nitrogénio da forrageira e a capacidade de fornecimento do solo,
entretanto, nos tratamentos que receberam o Azospirillum observaram-se os maiores
teores de N, devido ao microrganismo proporcionar maior longevidade aos tecidos verdes
do sistema radicular, em consequéncia ocorre maior periodo de atividade fotossintética,
0 que resulta em quantidades maiores de fotoassimilados para a prdpria assimilacdo de
N, em relagdo as plantas ndo inoculadas (DIDONET et al, 2000).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia conjunta com fontes de variacdo e médias dos
teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K), magnésio (Mg) e célcio (Ca) na parte

aérea da forrageira. Dourados — MS, 2015.

Quadrados médios (parte aérea)
F.V N P K Mg Ca
Inoculagéo 41,41%* 0,42 ns 1,89 ns 0,16 ns 0,40*
Doses 725,27** 77,97 ** 694,03** 11,81** 19,17**
Inocxdoses 2,41 ns 0,17 ns 0,27 * 0,01 ns 0,03 ns
Residuo 1,57 0,48 4,80 0,05 0,06
CV% 7,45 9,79 8,0 7,29 7,48
Médias
Com inoc 17,89 a 7,19a 27,64a 3,33a 3,62b
Sem inoc 15,85b 6,98 a 27,20 a 320a 6,42 a

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV = coeficiente de variacdo; * = diferenca significativa (P < 0,05); ** = diferenca significativa (P < 0,01);
ns = ndo significativo (P > 0,05).
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A adicdo de nitrogénio influenciou positivamente os teores de todos os nutrientes

avaliados na parte aérea da Brachiaria decumbens, ajustando-se ao modelo linear (Figura
7A,7B,7C, 7D e 7TE).
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Figura 1. Teor de nitrogénio (A), fosforo (B), potassio (C), magnésio (D) e calcio (E)
na planta de Brachiaria decumbens em funcdo das doses de N e inoculagdo com
Azospirillum brasilense, Dourados-MS, 2015. ** - significativo a 1% de probabilidade.

O nitrogénio esta entre o fator mais importante para determinar a produtividade

por area e sua absorc¢do influencia diretamente no teor de proteina bruta da forrageira.

Segundo Werner et al. (2001), a faixa de teor de N adequado para o capim-braquiéria é

de 12-20 g kg, o que comparando com os resultados encontrados neste experimento,
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observa-se que somente atingiu os valores de referéncia na dose de 100 kg ha™ de N
(Figura 7A). Segundo Cabral et al. (2013) estudando eficiéncia de produgéo e teor de
nitrogénio em dois tipos de pastagens, as doses de nitrogénio que propiciaram maior teor
de nitrogénio na parte aérea dos capins Brachiaria brizanta cv. Marandue B. decumbens
foram de 289 e 380 kg ha'?, respectivamente, justificando o ajuste linear encontrado neste
trabalho, onde a maior dose (200 kg ha) propiciou teor de 31,2 g de N na matéria seca.
O que corrobora com Campos (2004), Silva et al. (2005) e Oliveira et al. (2005), que
também verificaram aumento no teor de N na parte aérea a medida que ocorreu elevagédo

no fornecimento do elemento para as forrageiras.

Para o elemento fosforo quanto ao fator doses, observou-se que foi significativo
na planta. A medida que se aumenta a dose de nitrogénio, observa-se o0 aumento linear na
concentracdo de fosforo, portanto, nota-se a relacdo entre os dois nutrientes. Para a
concentracéo de fosforo o ajuste foi linear onde, na dose de 200 kg ha® a média foi de
11,42 g kg (Figura 7 B). Resultado semelhante observado por Costa et al. (2010), que
encontraram também resposta linear do teor de P no tecido foliar em funcéo das doses de

nitrogénio aplicadas.

De acordo com Costa et al. (2010), a extracdo de fosforo em cultivares de
Brachiaria brizantha tem resposta linear em funcdo das doses de nitrogénio aplicadas, e
a dose de 150 mg.dm extraiu 48% do fosforo no tecido foliar. Segundo Werner et al.
(1996), a faixa de teor de P adequado para o capim-braquiaria é de 0,8-3,0 g kg, mesmo
sem a adicdo de N (controle) os teores de P na planta foram superiores aos valores de

referéncia. O que demonstra que o P nédo foi o fator limitante para a forrageira.

Os teores de potassio na biomassa aérea de Brachiaria decumbens foram
influenciados pelas doses de N (Figura 7 C), mostrando assim, a relacdo do potassio com
0 nitrogénio, pois a medida que se aumentou a dose de N, ocorreu um aumento linear na
concentracéo de potassio na parte aérea da forrageira, com valores de 17,5 e 41,4 g.kg™
de K na MS respectivamente, nas doses 0 e 200 kg de N ha™.

Essa elevacdo nos teores de K, se deve a alta correlacdo entre N e K, onde ha
existéncia de sinergismo entre o N aplicado e o K foliar. Primavesi et al. (2006)
detectaram aumento nos teores de K foliar, variando de 28 a 35 g kg*, com as doses de
N na B. brizanta cv. Marandu. Tal fato também foi verificado em estudos realizados por
Costa et al. (2008) e Costa et al. (2009), em Marandu e por Primavesi et al. (2005), em



36

capim Coast-cross, que obtiveram correlagéo positiva entre as doses de N aplicadas e as

concentracgdes de K foliar.

A planta bem nutrida com nitrogénio tende a absorver com maior eficiéncia outros
elementos como P e K (THELIER e HUCHE et al., 1999) desde que esses elementos
estejam disponiveis em quantidades satisfatorias. A composicéo do tecido vegetal de uma
planta apresenta equilibrio entre os elementos N, P e K (THELIER e HUCHE et al.,
1999), este equilibrio e sua manutencao caracteriza 0 comportamento de crescimento da
planta (THELIER e HUCHE et al., 1999). Em condicdes normais de nutricio mineral no
solo a absorcdo de minerais pela planta ajusta-se com a velocidade de crescimento dos
novos tecidos do vegetal de forma dinamica a absor¢do para uma determinada oferta de
P e K no solo, elementos que estdo em funcdo da quantidade de nitrogénio disponivel a
planta (THELIER e HUCHE et al., 1999). O potéssio é considerado o segundo elemento
mais necessario a planta, estando ap6s o nitrogénio (Malavolta, 1980).

Segundo Werner et al. (1996), a faixa de teor de K adequado para o capim-
braquiaria é de 12-25 g kg*, mesmo sem a adi¢do de N (controle) a concentragéo de K na
planta foram superiores aos valores de referéncia. O que demonstrou que o K também

ndo foi o fator limitante para o desenvolvimento da forrageira.

Somente o fator doses de N foi significativo quando analisado o magnésio, pois,
ao aumentar as doses de nitrogénio, observou-se aumento no teor de magnésio na planta
(Figura 7 D). O incremento nas concentracfes de Mg pode ser explicado devido ao fato
do maior crescimento radicular, e a necessidade de maiores teores de Mg para a producéo
de compostos, como na producdo de clorofila, devido a adubacéo nitrogenada. A clorofila
é responsavel por 10% do teor total do Mg nas folhas (VITTI et al., 2006), por sua vez a
adubacdo nitrogenada resulta em maior producao de clorofila, e, portanto, requer maiores
quantidades de Mg. Costa et al. (2008) evidenciaram que os teores de clorofila
aumentaram com as doses de N. Além da clorofila, 0 Mg acumulado pode ser utilizado
para a ativacdo enzimatica, salientando, que o Mg afeta a sintese de proteinas (VITTI et
al., 2006).

A medida que se aumentou as doses de nitrogénio, o teor de calcio tambem foi
aumentando, sendo que, quando se aumenta os teores de nitrogénio no solo a planta tende
a ter maior absorcdo de célcio, haja visto, que essa planta vai ter crescimento mais

elevado. Esse aumento foi de 5,8 g kg de Ca na maior dose adicionada (200 kgha* de N)
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(Figura 1 E). Este incremento nos teores de Ca, pode ser explicado, pelo maior acimulo
de N foliar, visto que, o acimulo de N demanda maiores quantidades de Ca para a
producdo de parede celular (apoplasmas), novos compostos, tecidos e organelas
(Primavesi et al., 2005). Doses de nitrogénio foram altamente determinantes na
concentracdo de calcio nas folhas do capim braquiaria, em que Primavesi et al. (2005)
observaram que doses crescentes de N propiciaram aumentos nos teores de calcio e Mg
nas plantas, além de outros minerais, portanto, esses resultados corroboram com o0s

encontrados nesse estudo.

De modo geral, houve aumento no teor de todos os elementos analisados na planta
quando as sementes da forrageira foram inoculadas. Um dos efeitos da inoculagdo de
Azospirillum é o aumento da absorcdo de nutrientes. Segundo Didonet (1993) que
trabalhou com trigo, as raizes das plantas inoculadas apresentaram taxa mais elevada de
excrecdo de protons, resultando na queda de pH da rizosfera, favorecendo a troca de
prétons por cations. Uma outra explicacdo é a modificacdo da morfologia do sistema
radicial, proporcionado pela inoculagéo, provavelmente devido a producéo de substancias
promotora do crescimento (auxinas), que aumentam o tamanho e a superficie radicular
(CAVALLET et al., 2000), de modo que possibilite maior volume de exploragéo do solo,

e por consequéncia, mais influxo de nutrientes.
4.9 Atributos quimicos do solo

Houve interacdo para inoculacdo e doses de N (P<0,05 e P<0,01), somente para
os teores de P, SB e CTC (Tabela 4). A inoculacdo contribuiu para Observa-se que a

inoculacdo de sementes da forrageira proporcionou os maiores teores de K no solo



38

Tabela 4. Resumo da analise de variancia conjunta com fontes de variacdo e médias dos
teores de calcio (Ca), fosforo (P), potéssio (K), magnésio (Mg), soma de bases (SB) e
capacidade de troca de cations (CTC) no solo. Dourados — MS, 2015.

Quadrados médios (solo)
F.V Ca P K Mg SB CTC
Inoculagdo 1,22 ns 0,10 ns 0,34 * 0,10 ns 0,80 ns 1,60 ns
Doses 101,53** | 1428,47** 9,76** 2,31*%* 53,40 ** | 188,27**
Inocxdoses 0,41 ns 0,85* 0,10 ns 0,03 ns 4,37 ** | 18,72**
Residuo 1,25 13,88 0,05 0,28 0,77 2,46
CV% 9,61 12,44 7,95 26,61 7,06 6,52
Médias
Com inoc 1150a 30,00 a 3,07 a 195a 12,34 a 2390a
Sem inoc 11,85a 29,30 a 2,89b 2,05a 12,62a | 24,30a

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV = coeficiente de variacao; * = diferenca significativa (P < 0,05); ** = diferenca significativa (P < 0,01);
ns = ndo significativo (P > 0,05).

A aplicacdo de N promoveu diminuicdo, com ajuste linear, nos teores dos
nutrientes no solo, independente da inoculagdo (Figuras 8A, 8B, 8C e 8D). Por
consequéncia destas alteracdes, observou-se também diminuicéo nos valores de soma de
bases (SB) (Figura 8E) e capacidade de troca catidonica (CTC) (Figura 8F), expressdes
estas que sdo dependentes das bases trocaveis para seus calculos. Ndo houve aumento no
pH, apresentando média de 6,3 e nem na saturacdo por bases, apresentando média de 53
%. A diminuicdo dos nutrientes no solo com aplicacdo de N, se deve ao maior
crescimento da forrageira, que respondeu com aumento de producdo de massa até a dose
de 200 kg ha'*de N, o que proporcionou maior absorgéo de nutrientes e consequentemente
diminuigcdo dos teores desses nutrientes no solo. Como o cultivo da forrageira foi
realizado em vasos e a propria caracteristicas das raizes dessa planta ser fasciculada,
facilitou a exploracdo do solo, contribuindo para melhor absorcéo de nutrientes e agua do

solo.

A adubacéo nitrogenada influenciou diretamente o teor de cada nutriente no solo,
pois, houve maior necessidade dos mesmos para as fungdes vitais na planta, a medida que
a planta foi se desenvolvendo. Os nutrientes analisados no solo tiveram seu teores

decrescente, ja que estavam prontamente disponivel para a planta, pois, o solo estava
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sempre na capacidade de campo, além do solo ser arenosos, com menor tamponamento,

facilitando assim a absorgdo pelas raizes.

As maiores producdes de massa seca mediante a aplicacdo de N, resultaram em

maiores extracGes de cétions trocaveis tais como calcio, magnésio e potéssio, com

consequente reducdo na CTC (Figura 8E) e SB (Figura 8F).
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Figura 6. Teores de Calcio (A), Magnésio (B), Potassio (C) Fosforo (D) e valores da
CTC (E) e Soma de bases (F) no solo em funcao das doses de N e inoculagdo com
Azospirillum brasiliense, Dourados-MS, 2015. ** - significativo a 1% de
probabilidade.
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5. CONCLUSOES

A inoculacdo das sementes de Brachiaria decumbens com Azospirillum brasilense
contribuiu de forma positiva no desenvolvimento e producdo da forrageira, com
aumento na altura de plantas, nimero de perfilhos, producéo de matéria seca da parte
aerea e matéria seca de raiz quando associado com nitrogénio até a dose de 100 kg
ha't.

A inoculacdo com Azospirillum brasiliense, em geral, contribuem de forma

positiva para a nutricdo da Brachiaria decumbens.

A adicéo de N proporcionou incremento nos teores de N, P, K, Ca, Mg na parte

aérea da Brachiaria decumbens, e redugdo dos teores de P, K, Ca, Mg, CTC e SB no solo.
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