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CAPITULO 14

BIOPROMOTORES E LUZ NO CRESCIMENTO DE
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RESUMO: O uso de microrganismos benéficos
em pastagens € uma técnica potencialmente
vantajosa para 0 manejo sustentavel, reduzindo
a adubacdo quimica na manutencdo das
pastagens ainda produtivas e na recuperacao de
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Brachiaria brizantha

areas degradadas, em sistemas convencionais
e integrados. O objetivo desse trabalho é
determinar o melhor método de inoculagao
de B. pyrrocinia e P. fluorescens e verificar
seus efeitos no crescimento em B. brizantha
cv. BRS Piatd sob diferentes
luminosas. Os ensaios foram conduzidos em

intensidades

casa de vegetacdo e em viveiro sob pleno sol
e sombra na Universidade Federal Rural da
Amazoénia (UFRA) (01°27°25”S, 48°26'36"W),
em Belém, Para, Brasil. Foram avaliados
parametros de morfogénese e fisiolégico.
O uso de Pseudomonas fluorescens (BRM-
32111) e Burkhoderia pyrrocinia (BRM-32113),
incrementou as taxas fotossintéticas, indice
Spad, altura, area foliar e produg¢ao de biomassa
em B. brizantha. O método de inoculagéo e a
intensidade de luz foram fundamentais para
determinar o potencial do microrganismo como
promotor do crescimento em B. brizantha. A
coinoculagcao de P. fluorescens e B. pyrrocinia,
pela rega do solo 14 dias ap0s a germinagao,
elevou o crescimento e a produg¢ao de biomassa
de B. brizantha sob diferentes condigbes
luminosas, potencial
biofertilizante para obtencdo de pastagens

evidenciando seu

mais produtivas em sistemas convencionais e
integrados.

PALAVRAS-CHAVE: Inoculacdo, Forrageira,
PGPR
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BIOPROMOTERS AND LIGHT ON Brachiaria brizantha GROWTH

ABSTRACT: The inoculation of beneficial microorganisms in forage grasses is a
potentially advantageous technique for sustainable pasture management by decreasing
the need for chemical fertilization to maintain pasture productivity and reclaim degraded
pastures, under both conventional and integrated systems (i.e., subjected to shade).
The aim of this study was to determine the most effective method of microorganism
inoculation on Brachiaria (Syn. Urochloa) brizantha cv. BRS Piatda grown under
contrasting light conditions. The experiment was conducted in a greenhouse, under
full sun and shade at the Federal Rural University of Amazonia (UFRA) (01°27°25 “S,
48°26’36” W) in Belém, Para, Brazil. Pseudomonas fluorescens (BRM-32111) and
Burkhoderia pyrrocinia (BRM-32113), when co-inoculated by soil drenching increased
the photosynthetic rate, Spad index and increased biomass production of B. brizantha
cv. BRS Piata. Co-inoculation promoted growth of B. brizantha under contrasting light
conditions. Our results imply that the method of inoculation and the light environment
are important in determining the potential of microorganism for promoting plant growth.
This study attests that co-inoculation of P. fluorescens and B. pyrrocinia are effective
biofertilizers to increase B. brizantha productivity and forage quality under full sun and
shaded environments.

KEYWORDS: Inoculation. Forage grass. PGPR

11 INTRODUCAO

As pastagens brasileiras tem grande potencial produtivo, mas apenas 30% desse
potencial esta sendo explorado, essa baixa produtividade resulta principalmente do
aumento de pastagens degradadas (DIAS-FILHO, LOPES, 2019). Para atender a
crescente demanda mundial por produtos de origem animal, com menor impacto
ambiental, é necessario aumentar a produtividade das pastagens ainda ativas e
recuperar as que estdo degradadas (PAGANO et al., 2017; DIAS-FILHO; LOPES,
2019).

No Brasil, cerca de 80% das areas de pastagens sao formadas por gramineas do
género Brachiaria (Syn. Urochloa), uma forrageira perene, com elevado crescimento,
tolerancia ao pastejo e alta disponibilidade de forragem (REIS et al., 2013; DIAS-
FILHO, 2019). Dentre as cultivares de B. brizantha disponiveis no mercado, destaca-
se a BRS Piata, por apresentar menor alongamento da haste e sazonalidade na
producéo, maior acumulo de forragem durante o periodo seco e desempenho animal,
e ser mais tolerante a cigarrinha-das-pastagens em relagdo as outras cultivares
dessa espécie (REIS et al., 2013; DIAS-FILHO; ANDRADE, 2019).

Uma solugcdo para aumentar a producdo nos pastos com menor impacto
ambiental e sem maior expanséo das areas, seria substituir os insumos quimicos
por biopromotores de crescimento do vegetal (PAGANO et al., 2017; GOUDA et
al, 2018; SINGH et al, 2019). Os biopromotores sdo microrganismos benéficos que
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promovem o crescimento vegetal interferindo na produgéo de fitorménios, atuando
como biofertilizantes e indutores de resisténcia das plantas a estresses bibticos e
abiéticos. No entanto, o alto potencial alelopéatico de Brachiaria (SOUZA FILHO et
al., 2005; KATO-NOGUCHI et al., 2014) e as diferentes intensidades de luz nas
pastagens em sistemas convencionais e integrados, podem interferir na interacao
mutualistica entre plantas e microrganismos benéficos (VIMAL et al., 2017; LOPES
et al, 2018).

Burkolderia sp. e Pseudomonas sp. sédo conhecidas por aumentarem a sintese
de auxina, absorc¢ao de nutrientes, teor de clorofila, taxa fotossintética e producéo de
biomassa (AHEMAD; KIBRET, 2014). Nossa hip6tese € que Burkhoderia pyrrocinia
e Pseudomonas fluorescens sao capazes de promover o crescimento em Brachiaria
brizantha cv. BRS Piatad (Hochst. ex A. Rich.) Stapf., aumentando a produtividade
das pastagens, em sistemas convencionais e integrados, de uma forma sustentavel
e promissora. Portanto, o objetivo desse trabalho é determinar o melhor método de
inoculacdo de B. pyrrocinia e P. fluorescens e verificar seus efeitos no crescimento
em B. brizantha cv. BRS Piata sob diferentes intensidades luminosas.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Selecao de microrganismo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Protecdo de Plantas
(LPP) e em casa de vegetacao na Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA)
(01°27°25”S, 48°26’36”"W) em Belém, Para, Brasil. Foram coletadas 11 amostras
de B. brizantha em areas de pastagens estabelecidas ha mais de dois anos, em
municipios dos Estados do Para e Mato Grosso, Brasil. As rizobactérias foram
isoladas pelo método de diluicdo seriada, semeadas em placas de Petri contendo
meio de cultura 523 e caracterizadas morfologicamente, além disso houve verificacao
de fluorescéncia (ROMEIRO et al., 2007).

Os testes de selecao foram in vivo (Filippi et al., 2011), dentre 103 bactérias
isoladas da rizosfera foram selecionadas 73 com maior numero de coldnias,
similares morfologicamente na placa, as quais foram inoculadas por microbiolizac&o.
Também se testaram os isolados de Trichoderma asperellum (T-06, T-09, T-12 e
T-56), Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113) e Pseudomonas fluorescens (BRM-
32111) fornecidos pelo Laboratério de Protecdo de Plantas (LPP — UFRA). Para a
inoculacdo na semente e rega, e somente por rega 14 dias apdés semeadura (Lopes
est al., 2018), foram testados 10 isolados. As plantas foram coletadas 21 dias ap6s
a germinacao para avaliar a producéo de biomassa.

A suspenséao bacteriana foi preparada com agua estéril e ajustada a 540 nm
= 0.2 (108 UFC/mL). Os isolados de T. asperellum (T-06, T-09, T-12, e T-52) foram
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cultivados individualmente em sacos de plastico, contendo 50 g de gréos de arroz
esterilizados, sendo incubados durante 6 dias a 25°C. A partir de cada saco de plastico,
uma amostra de 10 g de arroz colonizado com T. asperellum foi homogeneizada.
Em seguida, preparou-se uma suspensao de conidios, ajustada para 10® UFC/mL,
utilizando uma camara de Neubauer (Régo et al., 2014).

Para verificar a repetibilidade dos resultados benéficos, foi realizado um
segundo ensaio comparando plantas controles (sem rizobacterias) com inoculadas
(Pseudomonas fluorescens (BRM-32111), Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113)) e
coinoculadas (BRM-32111 + BRM-32113), com dez repeticbes cada, cada repeticao
correspondente a uma planta. O experimento foi conduzido sob temperatura média
de 28 °C, umidade relativa de 80% e precipitacdo de 300 mm.

2.2 Efeito da luz e PGPR em B. brizantha

No experimento para testar os efeitos da luz e das rizobactérias, as plantas
foram cultivadas em viveiro, sob pleno sol e sombra obtida com tela de polipropileno
(0% € 47% de sombra, ou 2100 pmolm= s~'e 1113 pmolm=2 s~' de luz, medido na
altura do dossel, sem a interferéncia de nuvens, as 11 horas, horario local). A média
da temperatura do ar foi de 32°C e 28°C, e a umidade relativa de 73% e 77%, sob
sol e sombra, respectivamente (Data Logger HOBO). O solo foi mantido préximo a
capacidade de campo por meio da irrigacao diaria. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com rizobactérias e intensidades de luz (respectivamente,
controle, BRM-32111, BRM-32113 e BRM-32111 + BRM-32113 x pleno sol e sombra).

2.3 Variaveis analisadas

Para todos os ensaios, foram semeadas dez sementes por vaso de polietileno
(15 x 25 x 0,5 cm) em solo com a seguinte caracterizagdo: pH (agua) 4,2; 18,80 g
dm-3 de M.O.; 2 mg dm-3 de P; 4 mg dm-3 de K; 18 mg dm-3 de Na; 0,05% N; 0,2
mmolc dm-3 de Ca; 0,3 mmolc dm-3 de Ca+Mg; 1,4 mmolc dm-3 de Ca Al. Ao sétimo
dia ap6s semeadura (AS), desbastou-se restando uma planta por vaso.

Aos 35 dias apés a germinacéo, foram avaliados: Altura, numero de perfilhos,
folha expandida, comprimento do colmo, taxa de crescimento relativo, teor de clorofila
(SPAD-502. Konica Minolta Sensing, INC. Japao) e biomassa. A taxa de crescimento
relativo (RGR) foi obtida por meio da coleta das plantas com 14 dias e com 35 dias,
calculada pela razao entre variacdo da massa total e o tempo em dias. O material
vegetal coletado foi seco em estufa com temperatura de 60 °C até atingir massa
constante. Para a determinacao da area foliar foram coletados discos foliares com
area de 0,42 cm? a 2,28 cm?. Para avaliar a producao total de biomassa, somou-se a
massa seca da parte aérea e raiz de cada planta. As analises de crescimento foram
realizadas de acordo com Hunt (1990) e Barbero et al. (2013). A taxa fotossintética
(A), foi aferida em folhas completamente desenvolvidas e expandidas, por unidade
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de area foliar, através de um analisador de gas infravermelho (IRGA) portatil LICOR
(LI-6400XT; LICOR, Lincoln, NE), sob concentracdo de CO, de 400 pmol.m™ e
radiacado constante de 1000 umol.m=2.s"'. A taxa fotossintética total foi calculada com
base na taxa fotossintética estimada e na area foliar total.

2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Nos ensaios de selecdo, a matriz das trés variaveis de resposta (biomassa
aérea, radicular e total) foi avaliada por meio da analise de agrupamento, com o
objetivo de classificar os isolados em grupos homogéneos. Empregou-se 0 método
de “complete linkage clustering” para a analise de agrupamento. A distancia usada
entre os isolados foi a euclidiana. Visando diminuir a subjetividade na determinacéo
do numero de grupos sugeridos pelo dendrograma da analise de agrupamento, a
distancia euclidiana para a decisdo do numero de grupos foi determinada graficamente
(Aldenderfer e Blashfield, 1984; Dias-Filho et al., 1995). Com o objetivo de uniformizar
a escala das variaveis de resposta, os dados foram padronizados para uma média
igual a zero e desvio padréo igual a um. Em todos o0s ensaios o0 delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, os dados foram submetidos a analise de
variancia e as variaveis com valores significativos de F foram comparadas pelo teste
de Duncan (P <0,05). O software usado foi o STATISTICA 7 (StatSoft, Inc., Tulsa,
EUA).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

B. brizantha cv. Piata apresentou maior desenvolvimento quando inoculada com
Pseudomonas fluorescens (BRM-32111) e Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113).
Essa interacdo so foi benéfica quando BRM-32111 e BRM-32113 foram inoculados
por rega no solo 14 dias apds a germinag¢ao (Tabela 1). Quando a inoculacao foi
na semente ndo promoveu o crescimento das plantas (Tabela 1), provavelmente
por causa do alto potencial alelopéatico de Brachiaria (Souza filho et al., 2005; Kato-
Noguchi et al., 2014). Indicando que B. brizantha sintetiza substéncias na germinacao
que inibem o mecanismo de acao dos isolados em promover o crescimento vegetal.

No caso da dupla inoculacéao, semente e no solo, quando houve a rega, a planta
ja estava sensibilizada a presenca do isolado, se imunizando, e ao ser re-inoculada
sinalizou a ativagao do priming de defesa sistémico, o que inibiu a maxima expressao
desses isolados no crescimeto da planta (Tabela 1) (Pieterse et al., 2014; Lopes et
al 2018). Substancias alelopéaticas podem intervir na microflora, sendo capazes de
reduzir a colonizacao de Bacillus spp. na rizosfera de B. brizantha (Araujo e Pedroso,
2013) e microrganismos benéficos na cultura do coco (Gopal et al., 2006).
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Biomassa (g)

Inoculacéao Isolados Grupos ) .
Aérea Raiz Total
Controle + 62 isolados 1 6655a 50.85a 116.40a
diferentes
Semente B-52, B-7, B-39, B-5, B-67,
B-68, B-69, B-70, B-71, B-72, 2 4480b 26.35b 71.15b
B-73
T-6, MIX-T 1 65.50a 31.02a 96.52a
Semente e rega .?SQT?ZMI.?zﬁ BRM-3213, 2 59.75b 26.11b 85.85b
Controle, B2, B56 3 46.75 ¢ 24.00c 70.75c
BRM-3211 1 201.00a 87.50a 288.50a
Rega BRM-3213 2 117.25b 56.25b 173.50b
B-2, T-6, T-52, MIX-T 3 64.19¢c 35.62c 99.81c
Controle, B-29, B-56, T-9, T-12 4 5350d 24.85d 78.35d

Tabela 1 Selecao de microrganismos promotores de crescimento em B. brizantha.

"B-19, B-24, B-29, B-30, B-47, B-50, B-51, B-53, B-2, B-21, B-22, B-23, B-27, B-28, B-54, B-55,
B-56, B-17, B-41, B-57, B-58, B-59, B-60, B61- B-62, B-63, B-66, BRM-3213, BRM-3211, T-6,
T-9, T-12, T-52, MIX-T, B-4, B-31, B-32, B-33, B-34, B-38, B-44, B-45, B-49, B-64, B-65, B-8,
B-9, B-10, B-20, B-26, B-11, B-12, B-13, B-18, B-34, B-35, B-36, B-37, (B-2+B-52), B-40, B-6,

B-14, B-16.

@ Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna séo significativamente diferentes (P <0,05, teste de
Duncan).

De acordo com Kato-Noguchi et al. (2014), o efeito alelopatico de B. brizantha é
devido a trés substancias identificadas como (6R,9R)-3-oxo-a-ionol, (6R,9S)-3-oxo-
a-ionol e 4-ketopinoresinol. Ademais, o sistema radicular de Brachiaria produz um
terpeno denominado de brachialactone, que inibe a nitrificagcao biolégica (Subbarao
et al.,, 2009). A quantidade exsudada de compostos alelopaticos também podem
variar de acordo com estagio vegetativo, como no caso dos compostos fenoélicos
exsudados pela raiz da aveia selvagem (Avena fatua L.) (lannucci et al., 2013).
No entanto, quando em baixas concentracdes, os compostos alelopaticos ndo tém
efeitos inibitorios (Souza filho et al., 2005).

Assim, provavelmente a producdo de substancias com alelopatia negativa
as rizobactérias, selecionadas nesse estudo, reduz ao longo do tempo. Isso por
que, nas plantas inoculadas por rega no solo, 14 dias apds a germinacgao, houve o
reconhecimento quimico entre as rizobactérias e as raizes; iniciando o processo de
adesao e colonizacao das bactérias nos pelos radiculares, o que resultou no maior
crescimento de B. brizantha (Lopes et al., 2018 a).

Além do método de inoculagao, a intensidade da luz também interferiu na
interacao mutualistica entre as rizobactérias e B. brizantha (Tabela 2). O crescimento
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das plantas inoculadas com B. pyrrocinia foi diretamente proporcional ao aumento da
luz, provavelmente por sua simbiose ter o custo mais elevado, sendo mais exigente
em fotoassimilados, os quais sao mais produzidos nas plantas ao sol, devido ao
metabolismo C4 de B. brizantha (Lopes et al 2018 b). Resultado contrastante
ocorreu nas plantas inoculadas com P. fluorescens, onde provavelmente a maior
radiacao alterou a composicédo dos exsudados da raiz que interferiram no quorum-
sensing inibindo a interacdo mutualista sob pleno sol, por isso promoveu maior
desenvolvimento em altura, Spad, area foliar e biomassa nas plantas sob sombra
(Lopes et al 2018b).

Tratamentos A(cm) NP FE (cm) C (cm) MST (g)
Controle 39c 2cC 24.83 c 2.16 ¢ 2.16 ¢

Sol BRM - 32111 40.3c 2¢c 27.88 ¢ 221c 221c
BRM - 32113 478 b 2b 33.6b 2.82b 2.82b
MIX 51.2a 3a 36.5a 3.20 a 3.20 a
Controle 33.4d 0 2191c¢ 0.25d 0.25d
BRM — 32111 447 b 0 27.77b 1.09b 1.09b

Sombra
BRM — 32113 39.8¢c 0 28.2b 0.53 ¢ 0.53 ¢
MIX 52.6a 0 34.07 a 1.45a 1.45a

Tabela 2 Caracteristicas morfologicas e producéo de biomassa de Brachiaria brizantha
inoculada com rizobactérias promotoras de crescimento sob diferentes intensidades de luz.
Altura (A), Namero de perfilhos (NP), folha expandida (EF), comprimento do colmo (CC) e
Biomassa total (MST).

Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna séo significativamente diferentes (P <0,05, teste de
Duncan). BRM-32111 = Pseudomonas fluorescens; BRM-32113 = Burkholderia pyrrocinia; MIX= BRM-32111 +
BRM-32113.

Estudos relatam que as rizobactérias Pseudomonas sp. e Burkolderia sp.
promovem o crescimento em plantas por aumentar a sintese de auxina, fésforo,
nitrogénio e clorofila (Ahemad e Kibret, 2014). No presente estudo, quando
coinoculadas, por rega no solo 14 dias ap6s a germinagao, Pseudomonas fluorescens
(BRM-32111) e Burkholderia pyrrocinia (BRM-32113) agiram sinergicamente para
promover 0 maior crescimento de B. brizantha resultando em plantas mais vigorosas
independente da intensidade de luz (Tabela 2, 3 e Figura 1).

Tratamentos A (cm) NP F(cm) C(cm) TCR

Controle 34.6 0c 228c 041e 248a
BRM-32111 42.3 2b 43.67a 097b 1.88b
BRM-32113 48.7 2b 4632a 0.89c 1.73b
MIX 58.4 4 a 4565a 124a 233a

Tabela 3 Caracteristicas morfologicas de Brachiaria brizantha inoculada com rizobactérias.
Altura (A), numero de perfilhos (NP), folha expandida (F), comprimento do colmo (C) e taxa de
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crescimento relativo (TCR).

Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna sao significativamente diferentes (P <0,05, teste de
Duncan). BRM-3211 = Pseudomonas fluorescens; BRM-3213 = Burkholderia pyrrocinia; MIX= BRM-3211 + BRM-
3213.

Os biopromotores de crescimento também favoreceram o indice SPAD (Figura
1; Tabela 3), o qual se correlaciona positivamente ao teor de clorofila, e com nitrogénio
e fosforo (Costa et al., 2008; Martucello et al. 2009;Stefan et al., 2013). Por sua vez,
0 aumento da clorofila, contribuiu para a maior eficiéncia fotossintética, assimilacéo
de carbono, perfilhamento e area foliar verificado nas plantas inoculadas (Figura 1).
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Figura 1 Area foliar (A), indice Spad (B), taxas fotossintéticas (C) e producédo de biomassa (D)
de Brachiaria brizantha inoculada com rizobactérias promotoras de crescimento. Diferentes
letras indicam diferencas significativas entre plantas com promotores de crescimento (P <
0.05, teste de Ducan). BRM-32111 = Pseudomonas fluorescens; BRM-32113 = Burkholderia
pyrrocinia; MIX= BRM-32111 + BRM-32113.

A acao benéfica da coinoculacdo de P. fluorescens e B. pyrrocinia no
desenvolvimento das folhas e no perfilhamento aumentou a area foliar e biomassa
aérea (Figura 1), aumentando a capacidade fotossintética e produtiva do dossel,
sendo de grande importancia econémica, pois otimizaria o estabelecimento inicial da
pastagem, além de aumentar a producéo das forragens, que sao fonte de alimento
primario para bovinos, principalmente os criados a pasto. De acordo com Casierra-
Posada et al. (2013), a area foliar e a biomassa aérea também sao favorecidas pela
inoculacao de micorrizas em Solanum quitoense, maximizando a captura da luz e
aumentando a producao de fotoasimilados para atender a demanda de carboidratos
da simbiose (Casierra-Posada et al. 2013).

O ganho em biomassa radicular e o maior perfilhamento sugerem que
a coinoculacao favoreceu a sintese de auxina (Figura 1; Tabela 2). O melhor
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desenvolvimento radicular de B. brizantha, em resultado da interacao com as
rizobacterias, também aumentaria a sobrevivéncia dessa espécie em ambientes
com deficiéncia de agua. Além de assegurar a persisténcia das plantas ao longo do
tempo e a longevidade das pastagens, sobretudo quando pastejadas (Dias Filho,
2000; Martuscello et al. 2009). As plantas coinoculadas obtiveram maior biomassa,
provavelmente por causa do maior fluxo de nutrientes minerais devido a presenca
dos microrganismos benéficos Maior biomassa radicular, aérea e perfilhamento
também foram relatados em Sorghum bicolour (L.) Moench (ldris et al., 2009) e em
Panicum virgatum inoculado com Burkholderia phytofirmans (Kim et al., 2012).

A coinoculacdo das rizobactérias aumentou a plasticidade fenotipica como
estratégia de mitigar o efeito do sombreamento em B. brizantha, por aumentar a
altura, o alongamento dos colmos e folhas (i.e., estiolamento) incrementando a
biomassa das plantas (Tabela 2). Esse efeito positivo seria satisfatorio em sistemas
de integracdo com espécies florestais, onde ha menor disponibilidade de luz aos
pastos. O uso de P. fluorescens e B. pyrrocinia coinoculadas é uma biotecnologia
inovadora para acelerar o crescimento, aumentar o vigor e a producao de pastagens
formadas com B. brizantha. Resultado almejado em sistemas de pastejo mais
intensivos, pois reduziria o intervalo de descanso no pastejo rotacionado.

41 CONCLUSOES

O método de inoculagdo e a intensidade de luz foram fundamentais para
determinar o potencial biopromotores do crescimento de Brachiaria brizantha cv.
BRS Piata. A coinoculagao de P. fluorescens e B. pyrrocinia, pela rega do solo 14 dias
apOs a germinacao, elevou o crescimento e a producao de biomassa de B. brizantha
sob diferentes condi¢des luminosas, evidenciando seu potencial biofertilizante para
obtencao de pastagens mais produtivas em sistemas convencionais e integrados.
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