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Resumo

0 efeito da inoculagdo de bactérias Pseudomonas fluorescens sobre o crescimento de gramineas pode ser
avaliado mediante andlises de caracteristicas morfofisioldgicas das pastagens. Portanto, o objetivo foi
verificar caracteristicas morfofisiologicas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk, inoculadas com Pseudomonas
fluorescens, através das medidas morfométricas das plantas. O delineamento experimental adotado foi
inteiramente casualizado, composto por trés tratamentos (testemunha, inoculagdo na semente e inoculacdo
via dgua deirrigacdo) com 10 repeticdes cada. No tratamento de inoculacdo na semente, as sementes ficaram
imersas em 100 ml de solucdo bacteriana na quantidade de 1,67 x 107 UFC/mL durante cinco minutos.
Em seguida foram plantadas diretamente em 10 vasos. No tratamento inocula¢do via dgua de irrigacao,
as sementes foram plantadas diretamente nos vasos e receberam irrigacdo durante 10 dias consecutivos
com 100 mL de solu¢do bacteriana na quantidade de 1,67 x 106 UFC/mL/vaso. Ap6s o aparecimento da
terceira folha comegaram as medidas intervalo de aparecimento foliar, alongamento de colmo e niimero de
folhas por perfilho, para posterior calculo de suas respectivas taxas. Os resultados obtidos ndo mostraram
valores significativos para as taxas de intervalo de aparecimento foliar (IApF). Porém, foram encontrados
resultados significativos para a taxa de alongamento de colmo e para o ntimero de folhas por perfilho.
Conclui-se que a inoculagdo com Pseudomonas fluorescens promoveu maior alongamento de colmo e maior
numero de folhas no perfilho, o que é desejavel do ponto de vista nutricional, pois aumentou a relacdo folha/
colmo das plantas.
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Rev. Acad. Ciénc. Anim. 2016;14:217-224

@M

doi:10.7213%/academica.14.2016.24

Licenciado sob uma Licenga Creative Commons



Brennecke K, Bertipaglia LMA, Antoniazzi A, Souza EF.

Abstract

The effect of inoculation of bacteria Pseudomonas fluorescens on the growth of grasses can be measured
by analysis of morphophysiological characteristics of pastures. Therefore, the objective was to verify the
morphophysiological characteristics of Brachiaria decumbens cv. Basilisk, inoculated with Pseudomonas
fluorescens, measuring plant morphometrics. The experimental design was completely randomized, with three
treatments (control, inoculating the seed and inoculation through irrigation water) with 10 repetitions each.
In inoculating the seed treatment, seeds were immersed in 100 ml of bacterial solution in the amount of 1,67
x 107 CFU/mL for five minutes. Then planted directly in 10 pots. In the treatment by inoculation irrigation
water, seeds were planted directly in pots was irrigated and for 10 consecutive days with 100 ml of bacterial
solution in the amount of 1,67 x 106 CFU/ml/pot. After the appearance of the third leaf is initiated measures
of leaf appearance interval, stem elongation and leaf number per tiller for subsequent calculation of their
respective rates. The results show no significant values for leaf appearance interval rates (IAPF). However,
significant results were found for stem elongation rate and the number of leaves per tiller. It was concluded
that inoculation with Pseudomonas fluorescens promoted greater elongation of stems and more leaves on the

tiller, which is desirable from a nutritional point of view, because it increased the leaf / stem ratio of plants.

Keywords: Brachiaria-grass. Morphogenesis. RPCPs. Rhizobacteria.

Introducao

Devido ao clima e dimensdes territoriais
favoraveis, o sistema de producdo animal de
bovinos no Brasil é predominantemente a pasto,
sendo a melhor op¢do de custo e utilizada como
principal fonte de alimento para os rebanhos (Mello
e Pedreira, 2004).

A utilizacdo da forragem e sua otimizagao,
visando a producdo e o desempenho animal, é o
foco no manejo de pastagem, e dependem da sua
produtividade e perenidade.

A producdo e a perenidade da pastagem
decorrem da caracteristica da emissdo continua de
folhas e perfilhos, que garantem a reconstituicao da
area foliar do relvado sob pastejo (Barbosa et al,,
1998).

Segundo Pinto et al. (1994), a relagdo folha/
colmo é um importante fator no manejo e no
valor nutritivo da pastagem. Wilson e t‘Mannetje
(1978) comentam que a alta relacdo folha/colmo
representa forragens com alto teor de proteina,
digestibilidade e consumo, além de conferir melhor
adaptacdo e tolerancia ao pastejo e ao corte.

Em condi¢coes de pastejo, o consumo animal é
influenciado pela disponibilidade da forragem e

também pela sua estrutura de pastagem (Rodrigues
et al., 2008). Nesse sentido, o numero de folhas
por perfilho sugere um maior indice de area
foliar, incremento na taxa de aparecimento foliar
e modificagdo na estrutura da pastagem, e com o
alongamento do colmo é esperado uma queda no
valor nutritivo da pastagem.

Portanto, a analise de indices de crescimento
possibilita identificar as caracteristicas da planta
associadas a adaptacdo e potencial de producio
em condi¢des favoraveis (Rodrigues et al., 2008),
evidenciando a necessidade de investigacdo
de modelos de indices de crescimento e
morfofisiolégicos para definicoes de estratégias de
manejo de pastagens.

Acredita-se que uma importante estratégia
consiste na inocula¢cdo das sementes de Brachiaria
com bactérias promotoras de crescimento vegetal,
que ja possuem comprovado efeito benéfico em
gramineas. Dentre tais bactérias, a Pseudomonas
fluorescens, que se destaca como potente
colonizadora da rizosfera, é uma alternativa
para reduzir custos e diminuir riscos ambientais
causados por fertilizantes (Zucarelli et al.,, 2011).

Segundo Coelho (2007), a utilizacdo destes
microrganismos passou a ser uma alternativa para
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diminuicdo da utilizacdo de agrotéxicos e produtos
quimicos que, se utilizados de forma errénea, podem
atingir o lencol fredtico e contaminar os recursos
hidricos. Além disso, o uso de tais inoculantes pode
aumentar a producdo agricola, tornar o produto
mais competitivo e diferenciado e ainda diminuir os
custos para o produtor, pela menor necessidade de
insumos.

Bolan et al. (1997) afirmam que a inoculagdo
com Rizobactérias Promotoras de Crescimento
(RPCPs) no solo é uma op¢do para a promog¢ao de
crescimento da planta e da solubilizacao de fosfatos
inorganicos, por excretarem acidos organicos e
colonizacgao rizosférica, o que pode também reduzir
custos com fontes de fésforo no solo.

Chanway (1997) relata que as RPCPs tém sido
consideradas essenciais em relagdo ao suprimento
de nutrientes disponibilizados as plantas, como
nitrogénio, fésforo e ferro, auxiliando no melhor
desenvolvimento no ciclo vegetal.

Observam-se os beneficios das RPCPs em funcio
do crescimento e desenvolvimento de estudos com
sorgo (Chiarini et al.,, 1998), milho (Aratjo et al,
2002; Hungria etal,, 2010), trigo (Luz, 2001), batata
(Gasoni etal., 2001), citrus (Amorin e Melo, 2002) e
soja (Hungriaetal.,,2005). Nesses casos, a promog¢ao
de crescimento esta atrelada a varios fatores, como
analise do crescimento da planta, diminuicdo na
incidéncia de patégenos ou severidade de doencas,
e ao aumento na producdo de graos.

O efeito benéfico da inoculagdo de bactérias
Pseudomonas fluorescens pode afetar diretamente a
qualidade das pastagens, cuja produtividade pode
ser avaliada decorrente da continua emissao de
folhas e perfilhos, que € um processo importante da
restauracdo da area foliar sob condi¢bes de pastejo
ou corte (Bircham e Hodgson, 1983).

Segundo Querioz etal. (2006) e Pedrinho (2009),
os Pseudomonas fluorescens sao rizobactérias que se
destacam como potentes colonizadoras darizosfera,
podendo ser inoculadas no solo, aumentando o
crescimento vegetal, porque produzem ou alteram a
concentracdo de hormonios vegetais influenciando
0s processos fisiolégicos.

Zucarelli et al. (2011) relatam que bactérias
Pseudomonas fluorescens tém sido utilizadas com
sucesso como promotoras de crescimento em
plantas de milho. Na cultura do arroz produzem

altas concentragdes de citocinina, hormdnio vegetal
que auxilia no crescimento das plantas.

Em um experimento com gramineas e
rizobactérias, Pan et al. (1999) observaram
respostas aos exsudatos das raizes de milho na
producdo do fitohormonio acido indolacético (AIA),
promovendo, assim, o crescimento dessa graminea,
e consideraram que tal beneficio poderia ser
aplicado em outras gramineas, como as pastagens.

Os efeitos benéficos das RPCPs (Rizobactérias
Promotoras de Crescimento em Plantas) podem
ser observados principalmente pelo aumento da
area foliar, altura da planta, didmetro do caule,
numero de folhas e matéria seca, reducao do tempo
de aclimatacdo, maior sobrevivéncia das mudas,
controle de doencas e aumento da produtividade
(Mariano etal.,, 2004).

O objetivo foi verificar algumas caracteristicas
morfofisiolégicas como o intervalo de aparecimento
foliar, taxa de alongamento de colmo e niimero de
folhas por perfilho de Brachiaria decumbens cv.
Basilisk, inoculadas com Pseudomonas fluorescens,
via agua de irrigacdo e na semente, através das
medidas morfométricas das plantas.

Material e métodos

O experimento foi implantado em estufa da
Universidade Camilo Castelo Branco, em Descalvado
(SP). O delineamento experimental adotado
foi inteiramente casualizado, composto por 3
tratamentos (testemunha, inoculagdo na semente e
inoculacdo nadguadeirrigagdo) e 10 repeti¢des cada,
totalizando 30 vasos de polietileno de 8L, dispostos
em bancadas a 1,5 m do solo.

As bactérias Pseudomonas fluorescens linhagem
CCMA-110 foram fornecidas pelo banco de
germoplasma da Embrapa Meio Ambiente, que
ficaram armazenadas em placas de petri em
geladeira até o momento do uso. O meio de cultura
utilizado foi o NA, que possui a seguinte composic¢ao:
0,5% peptona, 0,3% extrato de levedura, 1,5%
de Agar e 0,5% de NaCl e pH neutro (Moretini
et al, 2004). Os componentes foram pesados
utilizando uma balang¢a analitica. Foi produzido 1L
de meio de cultura, que foi autoclavado durante
20 minutos a 121°C e vertido em placas de petri.
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As bactérias foram repicadas na forma de estrias
e, ap6s a repicagem, as placas foram vedadas com
filme plastico de PVC e levadas para a estufa a uma
temperatura de 350C durante 24h. Posteriormente,
o recolhimento da suspensao diluida com bactérias
foi efetuado de acordo com Sottero (2003).

Este procedimento foi realizado com 3 placas, e
o valor final da quantidade de bactérias foi obtido
através da média. Os valores médios obtidos nas
placas foram: placa 1 = 186 UFC, placa 2 = 187 UFC,
placa 3 =128 UFC.

Para os tratamentos na testemunha, apoés
desinfeccao 100 sementes foram submersas em
100 mL de agua destilada.

Para o tratamento inoculacdo na semente, apds a
desinfec¢ao, 100 sementes foram lavadas com agua
destilada, e em seguida as sementes ficaram imersas
em 100 mL de suspensdo bacteriana na quantidade
de 1,67 x 107 UFC/mL durante 5 minutos.

E para o tratamento inoculagdo via agua de
irrigacdo, apds desinfeccdo, 100 sementes foram
lavadas com &gua destilada. Posteriormente, as
sementes foram enviadas ao plantio, e a irrigacdo
foi feita durante 10 dias consecutivos com 100 mL
de suspensao bacteriana na quantidade de 1,67 x
106 UFC/mL/vaso (utilizando uma placa de petri
a cada dia). Ao término dos 10 dias, a quantidade
total de bactérias inoculadas foi de 1,67 x 107
UFC/mL/vaso (Sottero, 2003) e apo6s 10 dias, a
irrigacdo foi feita com 1200 mL de dgua destilada
por vaso, igualmente aos outros tratamentos, nunca
ultrapassando os 70% da capacidade de campo,
calculado como 1200 mL de dgua por vaso.

Para a etapa do plantio, o solo foi caracterizado
como sendo de texturaargilosa, coletado debarranco
(em perfil), nas dependéncias da universidade.

Foram enviadas amostras de solo para realizacao
da andlise quimica, a fim de se fazer as devidas
correcoes de fertilidade e de acidez. Os resultados
foram: pH = 4,5; M.O = 13 g.dm®* P=16 mg. dm?
H+Al = 38 mmol. dm?; K = 0,3 mmol. dm?; Ca = 16
mmol. dm?3; Mg = 6 mmol. dm?; SB = 22,3 mmol. dm?;
CTC = 60,3 mmol. dm3; V= 37%.

A esterilizacdo do solo foi realizada através do
processo de solarizagao (Cruz e Silva, 2006), por um
periodo de 40 dias (Ghini, 1997).

Posteriormente, foram enchidos 30 wvasos
de polietileno de 8L para composicio dos 3

tratamentos, com 10 repeticdes cada. Nao houve
necessidade de calagem. A adubacao foi realizada
de acordo com os resultados obtidos na andlise de
solo e as recomendagdes técnicas do Boletim 100.

Foram plantadas 10 sementes por vaso, e apos
a germinacdo as plantas foram raleadas, deixando
cinco plantas homogéneas por vaso. Um perfilho foi
marcado com arame branco para identificacdo da
planta a ser medida. Somente apds o aparecimento
da terceira folha comegaram as medidas
alongamento de colmo, intervalo de aparecimento
foliar e numero de folhas por perfilho. Essas
medidas foram feitas com o auxilio de uma trena
de bolso de 1m e as medi¢des foram realizadas em
intervalos de 48 horas, durante 45 dias.

Para os célculos das medidas de intervalo de
aparecimento foliar, taxa de alongamento de colmo
foram utilizadas as seguintes férmulas de acordo
com Peternelli (2003): Intervalo de aparecimento
foliar (IApF - dias.folha'.perfilho'), Taxa de
alongamento de colmo (TAIC - cm.dia™.perfilho™).

Também foi avaliado o ndmero de folhas por
perfilho (folhas.perfilho!) e o alongamento do
colmo, do qual tomou-se por base a altura da ligula
da ultima folha expandida em relagdo ao nivel do
solo.

A andlise estatistica foi realizada seguindo-se
a metodologia do sistema estatistico sigma Stat,
versdo 2.03, com nivel de significincia a 5% pelo
teste de Tukey.

Resultados e discussao

Os resultados médios do intervalo de
aparecimento foliar, taxa de alongamento de
colmo e numero médio de folhas por perfilho, por
tratamento, obtidas ao longo do experimento, estao
apresentados na Tabela 1.

Para o intervalo de aparecimento foliar ndo foram
encontradas diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos.

Dados sobre a inoculacdo de Pseudomonas
fluorescens em Brachiarias, como referéncia ao
crescimento e producdo, sdo escassos na literatura,
e os dados encontrados na literatura em funcio
do IApF sao diversos por se tratar de uma variavel
que € influenciada por inimeros fatores internos,
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relacionados a propria fisiologia da planta, e por
fatores externos, do ambiente.

Tabela 1 - Resultados médios dos valores de indice de
aparecimento foliar (IApF) (dias.folha™.perfilho!) por tratamento,
obtidos ao longo do experimento

Tratamentos Intervalo de Taxa de Folhas por
Aparecimento | alongamento perfilho
Foliar (dias) | do colmo (cm) (n)
Testemunha 3,77*049a 1,48+0,36b 9,78%0,76 b
Irrigagdo 404+0,30a 1,63+0,30ab | 10,52+0,42a
Semente 3,65+0,38a 1,85+0,31a 10,13+0,55a

Nota: Médias sequidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey,a 5% de probabilidade.

Paciullo et al. (2007), avaliando o crescimento de
Brachiaria decumbens nas quatro estacoes do ano,
em sistemas silvipastoris, encontraram valores de
intervalos médios de aparecimento foliar de 8 dias.
folha’.perfilho* no verio.

Gongalves (2002), trabalhando com regimes de
lotagdo em pastos, observou que a estacdo do ano
exerce influéncia sobre o intervalo de aparecimento
foliarr Em novembro encontrou os menores
intervalos de aparecimento foliar (7,4 dias.folha™.
perfilho') e em fevereiro, o valor maximo (13 dias.
folhal.perfilho).

Sbrissia e Silva (2001) comentam que o
alongamento do colmo interfere no comprimento
final da folha e, sobretudo, na relacao folha/colmo
do pasto, portanto essa caracteristica deve ser
analisada para o entendimento dos processos de
fluxos de tecidos em gramineas tropicais.

Segundo Curcelli (2009), o alongamento de colmo
é reconhecidamente importante em gramineas
tropicais. Em plantas tropicais e subtropicais, o
alongamento do colmo assume maior importancia
relativa como caracteristica morfogénica,
determinando varidveis estruturais do dossel
como a relagdo folha/colmo. Os resultados médios
encontrados de alongamento de colmo no presente
experimento podem ser observados na Tabela 1.

Os maiores valores de alongamento do colmo
foram encontrados no tratamento de inoculacdo

de Pseudomonas fluorescens na semente, porém,
sem diferencas significativas se comparado com o
tratamento de inocula¢do via irrigagdo. Em relacdo a
testemunha, o tratamento de inoculagio viairrigagao
obteve um acréscimo de 10,1%. O tratamento de
inoculagdo via semente diferiu estatisticamente, com
um acréscimo de 25% comparado com a testemunha.

Campos et al. (2007), analisando caracteristicas
morfogénicas e estruturais da Brachiaria decumbens
em sistema silvipastoril e cultivo exclusivo,
encontraram valores de alongamento de colmo
variando de acordo com a condigdo solar recebida x
estacdo do ano. Maiores valores foram encontrados
na condicdo de sombreamento intenso, enquanto
que a sol pleno houve diferencga entre as estacoes
do ano, cujo valor foi maior no verao (1,4 cm).

De acordo com Santos (2007), o numero de
folhas por perfilho (folhas.perfilho-1) é uma
variavel importante em termos quantitativos da
planta, pois interfere diretamente na relagido folha/
colmo. As folhas das forragens sdo a principal fonte
de alimento para os ruminantes criados a pasto. Os
valores médios do numero de folhas por perfilho
estdo apresentados na Tabela 1.

Observa-se que o maior numero de folhas por
perfilho foi produzido pelos tratamentos onde a
inoculacdo da Pseudomonas fluorescens ocorreu
via dgua de irrigacdo e na semente, apresentando
diferencas significativas quando comparados com
o tratamento testemunha, discordando dos relatos
de Misaghi (1990) e de Zucarelli et al. (2011) ao
afirmarem que rizobactérias em gramineas nao
promovem crescimento vegetal.

Santos et al. (2011), avaliando a influéncia
das variacdes naturais da planta no mesmo pasto
sobre as caracteristicas morfogénicas e estruturais
da Brachiaria decumbens, manejada sob lotagdo
continua com bovinos, observaram que o ndmero
de folhas ndo é modificado pela altura da planta.

Segundo Lemaire e Chapman (1996), o nimero
de folhas vivas por perfilho, apesar de determinado
geneticamente, pode variar com as condi¢cdes de
meio e de manejo da pastagem; é uma caracteristica
genotipica estdvel na auséncia de deficiéncias
hidricas e nutricionais. Portanto, a ocorréncia do
nimero constante de folhas por perfilho pode
resultar de condicdes de meio insuficientes para
modificar esta variavel.
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Conclusao

Concluiu-se que a bactéria Pseudomonas
fluorescens promoveu o incremento das taxas de
alongamento de colmo e do nimero de folhas por
perfilho, caracteristicas desejaveis do ponto de vista
nutricional, porquanto aumentou a relacao folha/
colmo da planta.
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