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Resumo Geral

O capim Marandu Urochloa (Syn Brachiaria) brizantha é uma forrageira de elevada
importancia e possui grandes extensdes de areas no Brasil. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos de bioestimulantes no uso eficiente dos nutrientes, aprimorar o aparato
fotossintético e proporcionar maior crescimento de plantas. O experimento foi realizado
em casa de vegetacdo. Foram realizados trés experimentos de forma independente
avaliando as reducdes de nitrogénio (Experimento 1), fosforo (Experimento 2) e potassio
(Experimento 3), inoculados ou ndo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 5 x 3 com cinco repeticdes. Os fatores avaliados foram:
taxa de fertilizantes mineral: 0, 25, 50, 75 e 100% da dose recomendada e inoculagdo com
microrganismos promotores de crescimento: ndo inoculado, inoculado com Bacillus
subtilis (UFRA-92) e coinoculado com Trichoderma asperellum composto pelos isolados
(UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) e Bacillus subtilis (MIX). A inoculacdo
foi feita via rega e aos 35 dias apds a emergéncia e foram mensurados parametros
biométricos: Altura da planta, comprimento de raiz, massa seca de folha e raiz e foram
calculados: a taxa de aparecimento foliar, taxa de alongamento foliar, area foliar. As
folhas foram coletadas e analisadas quanto a composicdo de nitrogénio, fosforo e
potéssio. O uso eficiente dos nutrientes foi calculado a partir da eficiéncia agrondémica,
eficiéncia fisioldgica, eficiéncia de recuperacdo e eficiéncia de resposta dos nutrientes.
Os melhores tratamentos e doses de nitrogénio, fésforo e potéassio encontrados no
primeiro ensaio, foi realizado novo experimento, em casa de vegetacdo, utilizando esses
resultados. Os tratamentos foram: plantas néo inoculadas e adubadas com dose reduzida
de NPK (C), plantas ndo inoculadas e adubadas com dose maxima de NPK (C+) e plantas
coinoculadas com Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-
52) e Bacillus subtilis e adubadas com dose reduzida de NPK (MIX). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com dez repeticdes. Foram avaliadas as
trocas gasosas a partir da assimilagdo de CO, eficiéncia instantdnea de carboxilagéo,
condutancia estomatica e taxa de transpiracdo. A fluorescéncia da clorofila a foi
determinada a partir da atividade potencial dos centros de reacdo do fotossistema Il
(PSII), coeficientes de extincdo fotoquimica, taxa de transferéncia de elétrons, eficiéncia
fotoquimica efetiva do PSII e coeficientes de extin¢do ndo fotoquimica. Foi medido o
conteudo total de clorofila com o auxilio do clorofilometro e quantificado o contetudo de
clorofila a, b e total, assim como também foi feito a quantificacdo de carboidratos
sollveis: Glicose, Sacarose, Frutose e Amido. Foi avaliado os parametros de crescimento
a partir da altura de planta, comprimento de raiz, massa seca da folha e raiz e calculado a
area foliar e taxa de alongamento foliar. Foi quantificado o contetdo de nutrientes das
folhas: nitrogénio, fosforo e potéssio. Os resultados demonstraram que a coinoculacéo e
doses incrementou a area foliar, altura de planta, taxa de alongamento e aparecimento
foliar para nitrogénio e potassio, enquanto para fosforo a interacdo foi significativa para
massa seca de raiz. O efeito isolado da inoculagdo nas doses de nitrogénio proporcionou
incremento na massa seca de raiz e folha, no comprimento de raiz e na taxa de
alongamento foliar. Nas doses de fosforo, o efeito isolado da inoculagdo gerou incremento
na massa seca de raiz, folha, altura, comprimento de raiz e taxa de alongamento foliar.
Nas doses de potéssio a coinoculacdo gerou incremento na massa seca de raiz,
comprimento de raiz, na altura de planta, na area foliar e de na taxa de alongamento foliar.
A inoculacdo e coinoculagdo apresentou incrementos significativos em todos os indices
de uso eficiente do nutriente. O contetdo nutricional em funcdo da coinoculacéo gerou
incremento no contetdo de nitrogénio, de fosforo e de potassio. Os resultados mostraram
que a coinoculagdo proporcionou incrementos na assimilagdo de CO., eficiéncia
instantanea de carboxilacéo, na condutancia estomatica e na transpiracéo. O conteudo de



clorofilas, tiveram incremento na clorofila a, clorofila b e na soma das clorofilas. O
conteudo de carboidratos solUveis apresentou incremento de glicose, sacarose, frutose e
amido. O contetdo nutricional de plantas coinoculadas tiveram incremento em
nitrogénio, fosforo e em potassio. E possivel afirmar que a aplicacio dos biopromotores
de forma coinoculada foram responsaveis por aumentar o uso eficiente dos nutrientes,
aprimorar o0 aparato fotossintético, aumentar o crescimento das plantas, proporcionado
maior eficiéncia na aquisi¢cdo de &gua e nutrientes e na transformagdo de energia em
ganhos produtivos. E possivel afirmar que B. subtilis e T. asperellum podem ser usados
como inoculantes em capim Marandu, pois aumenta o crescimento da planta, uso eficiente
dos nutrientes e aprimora o aparato fotossintético.

Palavras-chave: Biofertilizantes, Forragem, NUE, PGPM



Abstract

Marandu grass Urochloa (Syn Brachiaria) brizantha is a forage of high importance and
has large areas in Brazil. The objective of this work was to make available the effects of
biostimulants in the efficient use of nutrients, improve the photosynthetic apparatus and
provide greater plant growth. The experiment was carried out in a greenhouse. Three
experiments were carried out independently, evaluating the reductions of alcohol
(Experiment 1), phosphorus (Experiment 2) and potassium (Experiment 3), inoculated or
not. The experimental design was completely randomized in a 5 x 3 factorial scheme with
five replications. The evaluated factors were: Mineral fertilizer rate: 0, 25, 50, 75 and
100% of the recommended dose and inoculation with growth promoting microorganisms:
non-inoculated, inoculated with Bacillus subtilis (UFRA-92) and coinoculated with
Trichoderma asperellum composed of the isolates (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 and
UFRA-52) and Bacillus subtilis (MIX). Inoculation was done via irrigation and 35 days
after emergence and biometric parameters were measured: plant height, root length, leaf
and root dry mass and were calculated: leaf appearance rate, leaf elongation rate, leaf area
. The leaves were collected and remained for the composition of bacteria, phosphorus and
potassium. Nutrient use efficiency was calculated from agronomic efficiency, regulatory
efficiency, recovery efficiency and nutrient response efficiency. The best treatments and
doses of nitrogen, phosphorus and potassium found in the first test, a new experiment was
carried out, in a meditation house, using these results. The treatments were: non-
inoculated plants fertilized with a reduced dose of NPK (C), non-inoculated plants
fertilized with a maximum dose of NPK (C+) and plants co-inoculated with Trichoderma
asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 and UFRA-52) and Bacillus subtilis and
fertilized with reduced dose of NPK (MIX). The experimental design was completely
randomized (DIC) with ten replications. Gas exchanges from CO2 assimilation,
instantaneous carboxylation efficiency, stomatal conductance and transpiration rate were
evaluated. Chlorophyll fluorescence was determined from the potential activity of
photosystem Il (PSII) reaction centers, photochemical extinction coefficients, electron
transfer rate, effective photochemical efficiency of PSII, and non-photochemical
extinction coefficients. The total chlorophyll content was measured with the aid of a
chlorophyll meter and the chlorophyll a, b and total content was quantified, as well as the
quantification of soluble carbohydrates: Glucose, Sucrose, Fructose and Starch. Growth
parameters were evaluated from plant height, root length, leaf and root dry mass and
calculated leaf area and leaf elongation rate. The nutrient content of the leaves was
quantified: nitrogen, phosphorus and potassium. The results showed that coinoculation
and doses increased leaf area, plant height, elongation rate and leaf appearance for
nitrogen and potassium, while for phosphorus the interaction was significant for root dry
mass. The isolated effect of inoculation on nitrogen doses provided an increase in root
and leaf dry mass, root length and leaf elongation rate. In phosphorus doses, the isolated
effect of inoculation generated an increase in root and leaf dry mass, height, root length
and leaf elongation rate. At potassium doses, coinoculation increased root dry mass, root
length, plant height, leaf area and leaf elongation rate. Inoculation and coinoculation
showed significant increases in all indices of efficient use of the nutrient. The nutritional
content as a function of coinoculation generated an increase in the content of nitrogen,
phosphorus and potassium. The results showed that coinoculation provided increases in
CO2 assimilation, instantaneous carboxylation efficiency, stomatal conductance and
transpiration. The chlorophyll content had an increase in chlorophyll a, chlorophyll b and
in the sum of chlorophylls. The content of soluble carbohydrates showed an increase in
glucose, sucrose, fructose and starch. The nutritional content of co-inoculated plants had
an increase in nitrogen, phosphorus and potassium. It is possible to state that the



application of biopromoters in a coinoculated form was responsible for increasing the
efficient use of nutrients, improving the photosynthetic apparatus, increasing plant
growth, providing greater efficiency in the acquisition of water and nutrients and in the
transformation of energy into productive gains. It is possible to state that B. subtilis and
T. asperellum can be used as inoculants in Marandu grass, as it increases plant growth,
efficient use of nutrients and improves the photosynthetic apparatus.

Keywords: Biofertilizers, Forage, NUE, PGPM
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CONTEXTUALIZACAO

O Brasil é o maior produtor mundial de carne bovina, encerrando o ano de 2020
com a producao de 10, 8 milhdes de toneladas e previsao de 11 milhdes de toneladas para
2021 (USDA, 2021). A pecuaria brasileira € uma atividade econémica e pratica, pois cria
a maior parte do seu rebanho a pasto (Jank et al., 2014), tornando o sistema de producéo
menos oneroso, quando comparado a sistema de manejo intensivo, e mais eficaz em
ocupar grandes extensdes de area. A pecuaria, a pasto, € historicamente utilizada para

ocupar fronteiras agricolas no pais (Dias-Filho, 2013).

De acordo com estudos recentes, a area cultivada com pastagem é em torno de
120 milhdes de hectares, dos quais 86 milhdes é utilizado o género Urochloa (Syn.
Brachiaria) (Hungria et al., 2021). No entanto, por volta de 70% dessas areas estdo com
algum nivel de degradacdo, prejudicando a qualidade da pastagem (Costa et al., 2020). A
baixa adaptabilidade da cultivar, erosdo, lixiviacdo, ndo reposicdo dos nutrientes
extraidos pela cultura e consequentemente perda de fertilidade do solo, sdo problemas

relacionado a atividade pecuaria (Tavanti et al., 2020).

Os problemas relatados, em muitos casos, tentam ser sanados com 0O USO
indiscriminado de fertilizantes minerais (Vieira et al., 2021). No entanto, 0 uso intensivo
pode ocasionar problemas nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo
(Pandey; Diwan. 2021), assim como contaminacdo do lencol freatico (Srivastav. 2020;
Zhang et al., 2020). A utilizacdo de fertilizantes inorganicos, em excesso, aumenta a
decomposicdo da matéria organica do solo, eleva a emissdo de gases, reduz a quantidade
de microrganismos e aumentam o contetdo de soluto (sal), que comprometem o potencial
osmético da solucdo do solo e consequentemente alteram a absor¢do de agua pela planta
(Bhatt; Labanya; Joshi. 2019).

A partir desse cenario, € necessario a utilizacdo de tecnologias sustentaveis
visando a conservacdo do meio ambiente, assim como evitar o desmatamento de novas
areas para plantio de pastagens, reduzir os custos de adubag&o, 0s quais s&o responsaveis
pelo alto custo de producdo (Dias-Filho, 2011). Nesta nova perspectiva de producgéo, a
qual visa 0 aumento da produtividade nas areas ja utilizadas, o uso de inoculantes
microbianos com caracteristicas promotoras de crescimento tornam-se uma alternativa

viavel para alcancar esse objetivo (Timmusk et al., 2017; Lopes et al., 2020).
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O uso de microrganismos promotores de crescimento inoculados a planta
promove aumento da producdo de hormonios, que sdo responsaveis pela promocdo de
crescimento, tais como auxina e giberelina (Xu et al., 2020; Hakim et al., 2021). As
modificagdes ocorridas em virtude dessa associacdo resultam em melhorias na absorgéo
de 4gua, sais minerais e tolerancia a estresses abioticos (Aradjo et al., 2020; Aboelmagd.
2021), além da inducdo de resisténcia a patdgenos (Atakan; Ozkaya. 2021). A utilizacao
de microrganismos promotores de crescimento nas culturas de interesse pode ser
benéfica, principalmente sob condi¢des em que o solo se encontra com a fertilidade baixa,
pois a partir da sintese de horménios vegetais o crescimento radicular aumenta, o que
permite maior exploracdo por agua e nutrientes, assim como mecanismos diretos ligados

a maior disponibilizacdo de nitrogénio, fésforo e potassio (Hungria et al., 2016).

Os biopromotores sao responsaveis pela melhoria na absorcédo do fertilizante
mineral, contribuindo para o aumento do crescimento radicular e aéreo (Elhaissoufi et al.,
2020). Nesse sentido, pode ser um mecanismo alternativo visando a reducédo de aplicacdo
de adubos minerais no solo (Vijayakumar; Ramaiyan; Balasubramanian. 2021). Estudos
anteriores ja demonstraram os beneficios encontrados a partir dessa associacdo ndo sé na
melhoria da absorcdo de nutrientes, mas também como supressores de doengas como
Rhizoctonia solani em arroz (Franca et al., 2015) e melhorias em caracteristicas
morfoldgicas em arroz (Régo et al., 2014).

A inoculacdo de pastagens tem mostrado beneficios, no que tange a reducgéo de
adubo mineral, incrementos na biomassa da planta. A inoculagdo de capim marandu com
Azospirillum braziliense proporcionou incrementos significativos em altura de planta e
biomassa radicular (Leite et al., 2018), assim como em capim mombasa associados a
doses de N (Leite et al., 2019). A coinoculacéo de cultivar BRS piatd com Pseudomonas
fluorescens e Burkholderia pyrrocinia proporcionaram incrementos significativos na
altura de planta, namero de folhas e na taxa de alongamento e aparecimento foliar (Lopes
etal., 2018).

Os beneficios da inoculagdo com Trichoderma também sdo vistos no
incremento de clorofila, ligado a maior absorcéo de N, em plantas de arroz que receberam
25% a menos da dose recomendada (Khan, 2018). A inoculagdo com o Trichoderma sp.
em Agrostis stolonifera, pertencente a familia Poaceae, proporcionou incrementos

significativos no contetddo de clorofila, nimero de folhas e contetdo de N (Lee et al.,
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2015), mostrando os beneficios da inoculagdo com microrganismos promotores de

crescimento.

Outros estudos utilizando fungos coinoculados com bactérias tambem se
mostrou uma ferramenta eficiente na producéo sustentavel (Baum et al., 2015). Tendo
em vista que a acdo conjunta de dois microrganismos potencializa os efeitos no
crescimento da planta. A atividade mdtua, em funcdo do sinergismo, entre fungos e
bactérias contribui para o crescimento da planta, absorcdo de nutrientes e protecdo da
planta a condicGes adversas (Ortas et al., 2017).

Nas regiGes tropicais, as gramineas de origem africana dos géneros
(Megathyrsus spp, Urochloa spp, e Pennisetum spp) séo as mais usadas em pastagens.
Em busca de manejo mais eficiente e que atenda as necessidades de producdo e
conservacdo dos pastos ja existentes, 0 uso de agentes promotores de crescimento de

plantas, serdo utilizados isolados e coinoculados no capim Marandu.
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Capitulo 1 Aceito e formatado para publicacdo: Applied and Environmental Soil Science

Coinoculacdo de Trichoderma asperellum com Bacillus subtilis na promocéo de
crescimento e absorgéo de nutrientes em Capim Marandu

RESUMO

Foi investigado os efeitos de diferentes doses de fertilizantes minerais combinados com
a coinoculacdo de Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum para promover o
crescimento vegetal e utilizar nutrientes de forma eficiente em uma planta Urochloa (Syn.
Brachiaria) Brizantha cv. Marandu. Foram realizados experimentos individuais com
doses dos nutrientes nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K). O experimento foi
conduzido em unidade de producdo de mudas com delineamento inteiramente
casualizado, esquema fatorial 3 x 5 (Controle sem inoculacdo; inoculagdo com Bacillus
subtilis; e coinoculagdo (MIX) com T. asperellum + B. subtilis x omissdes de nutrientes
(0%, 25%, 50%, 75% e 100%), com cinco repeticGes. Foram avaliados parametros
biométricos, teor de nutrientes e eficiéncia no uso de nutrientes. Os resultados mostraram
que os inoculantes promoveram o crescimento do capim Marandu. O uso de inoculantes
promoveu o crescimento e aumentou a absorcdo de N, P e K pelo capim Marandu. A
coinoculacdo alterou a area foliar, 0 comprimento da parte aérea, a taxa de alongamento
e a aparéncia da folha para N e K, massa seca da raiz para P. Além disso, a coinoculacao
combinou com a dose de 75% de N, 50% de P e 50% de K, aumentou o teor nutricional
das folhas em 256% de N, 280% de P e 29% de K e proporcionou maior eficiéncia
agrondmica, incrementos de 462% de N, 544% de P e 177% de K, em comparacdo com
o tratamento controle. f 25% de N, 50% de P e 50% de K combinados com a co-
inoculagdo favorecem a eficiéncia de utilizagdo de nutrientes em mais de 100% e

promovem o crescimento do capim-marandu. Este estudo é uma importante contribuicao
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para novas pesquisas, contribui para uma agricultura com menor impacto ambiental e o

uso sustentavel de recursos ndo renovaveis.

Palavras-Chave: Biofertilizantes, forragem, coinonculantes
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ABSTRACT

Authors have investigated the effects of different doses of mineral fertilizers combined
with co-inoculation of Bacillus subtilis and Trichoderma asperellum to promote plant
growth and use efficient nutrients in a plant Urochloa (Syn. Brachiaria) Brizantha cv.
Marandu. Individual experiments with doses of the nutrients nitrogen (N), phosphorus
(P), and potassium (K) were carried out. The experiment was carried out in a seedling
production unit with a completely randomized design, 3 x 5 factorial scheme (Control
without inoculation; inoculation with Bacillus subtilis; and co-inoculation (MI1X) with T.
asperellum + B. subtilis x nutrient omissions (0%, 25 %, 50%, 75%, and 100%), with five
replications. Biometric parameters, nutrient content, and nutrient use efficiency were
evaluated. The results showed that the inoculants promoted growth in Marandu grass. The
use of inoculants promoted growth and increased N, P, and K uptake by Marandu grass.
Co-inoculation changed leaf area, shoot length, elongation rate, and leaf appearance for
N and K, root dry mass to P. In addition, the co-inoculation combined with a dose of 75%
of N, 50% of P, and 50% of K, increased the nutritional content of the leaves by 256% of
N, 280% of P, and 29% of K, and provided greater agronomic efficiency, increments of
462% of N, 544% of P and 177% of K, compared to the control treatment. The use of
25% of N, 50% of P, and 50% of K combined with co-inoculation favors the efficiency
of nutrient use by more than 100% and promotes the growth of marandu grass. This study
IS an important contribution to new research, contributes to agriculture with less

environmental impact, and the sustainable use of non-renewable resources.

Keywords: Biofertilizers, forage, co-inoculants, nue
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1. INTRODUCAO

Atender a demanda global por alimentos requer uma gestdo agricola eficiente. As
projecdes demandam maior uso da terra e maior necessidade de fertilizantes minerais,
que se estima que utilizem 52 milhdes de toneladas em 2050 [1]. Atualmente, o Brasil
ocupa o quarto lugar no mundo em consumo de fertilizantes, o que implica em alto custo
e possivelmente maiores impactos ambientais [2]. Atividades como a agricultura tém sua
parcela de contribuicdo nesse cenario. Embora historicamente o uso de fertilizantes tenha
sido pouco frequente no preparo de pastagens, atualmente ha maior utilizacdo [3]. Na
Amazonia brasileira existem pelo menos 56,6 milhGes de hectares de pastagens e 0s
principais problemas sdo o empobrecimento e a degradacdo do solo [4].

Nesse cendrio, fica evidente a necessidade de desenvolver tecnologias alternativas
para que haja aproveitamento eficiente dos nutrientes e menos danos ao meio ambiente.
Assim, 0 uso de microrganismos promotores de crescimento pode contribuir como uma
ferramenta potente. Estudos com o uso de microrganismos em diferentes culturas
mostram que eles possuem diferentes modos de acdo que favorecem o crescimento das
plantas, principalmente devido ao melhor aproveitamento dos nutrientes. Os
microrganismos podem ser capazes de mineralizar nitrogénio e solubilizar fésforo e
potassio [5]. Além disso, podem alterar a sintese de horménios vegetais, como auxina e
giberelina [6].

A bioinoculag¢éo na graminea é uma técnica utilizada e tem mostrado aumento no
crescimento dos géneros (Azospirillum brasiliense, Cynodon e Megathyrsus). A
inoculacdo de A. brasilense associada a adubagdo nitrogenada em Cynodon dactylon
promoveu efeitos positivos sobre a massa seca da folha [7]. O uso do biopromotor em
Megathyrsus (Syn. Panicum) promoveu aumentos significativos no acimulo de biomassa

da parte aérea e radicular e maiores concentragdes de macro e micronutrientes [8]. O
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efeito de Trichoderma no desenvolvimento das gramineas precisa ser elucidado, para
verificar se promove incrementos, como demonstrado em outras culturas da familia
Poaceae [9]; [10]; [11]. A inoculagdo de Trichoderma. na geminacdo e taxa de
crescimento em Lolium multiflorum, apresentou aumentos significativos em comparagao
com o tratamento n&o inoculado [12]. A inoculagédo de Bacillus em Lolium multiflorum
promoveu um aumento significativo na biomassa da folha [13]. Resultados anteriores
também relatam que Bacillus sp. e Trichoderma sp. sdo agentes promotores de
crescimento, que contribuem para o melhor desenvolvimento de diversas culturas da
familia Poaceae, como arroz, milho e trigo [14]; [15]; [16]; [17].

Os géneros aplicados neste estudo, com caracteristicas que favorecem o
crescimento em outras culturas, precisam ser estudados como inoculantes na graminea,
visando aumentar o crescimento e reduzir a adubacdo mineral. Assim, objetivou-se
estudar os efeitos de diferentes doses de fertilizantes minerais combinados com a co-
inoculacdo de Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum na promocao do crescimento e
na eficiéncia do uso de nutrientes em uma Urochloa (Syn. Brachiaria) Brizantha cv.

Marandu.

2. METODOLOGIA

2.1 Caracterizacdo da area experimental

O experimento foi conduzido na Unidade de Producdo de Mudas da Universidade
Federal Rural da Amazdénia (UFRA) (01 © 27'19” S, 48 © 26’20 " W) com temperatura
média de 32 °C e 75% de umidade, em Belém, Para. O clima regional de acordo com a

classificacdo de Koppen é Afi [18].

2.1 Isolados microbianos
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Os isolados microbianos estdo armazenados e preservados na colecdo de
microrganismos pertencente ao Laboratorio de Protecdo Vegetal (PPL) da Universidade
Federal Rural da Amazonia. Bacillus subtilis UFRA-92 (Genbank MN175193) de
acaizeiros foram isolados e testados para promocdo do crescimento vegetal [19]. Além
disso, quatro isolados de Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e
UFRA-52), que foram isolados de solos rizosféricos de areas reflorestadas e nativas da

Amazonia e testados para promocao do crescimento vegetal [20].
2.2 Preparo e inoculagao dos isolados

O B. subtilis foi cultivado em meio solido 523 por 24 h a 28 °C. Em seguida,
suspensdes bacterianas foram preparadas com agua esterilizada. A concentracdo foi
ajustada em espectrofotdmetro para 550 nm, correspondendo a 108 unidades formadoras
de colénia (UFC) [21]; [22]. Os isolados de T. asperellum foram cultivados em meio de
cultura BDA a £28 °C, fotoperiodo de 12 h por sete dias. Em seguida, as suspensdes
foram preparadas com agua esterilizada e a concentragdo ajustada para 6 x 108 conidios
mL~! [20]. A irrigacéo foi realizada 14 dias apds a emergéncia das plantulas e cada vaso
de polietileno recebeu 5 mL de suspensdo microbiana [23]. Quando coinoculados, foram

utilizados 2,5 mL de B. subtilis e 2,5 mL de T. asperellum.

2.3 Design experimental

Experimentos simultaneos e independentes foram conduzidos para avaliar o efeito
da adubacdo quando as doses de nitrogénio (Exp. 1), fosforo (Exp. 2) e potassio (Exp. 3)
foram reduzidas e associadas a inoculacdo de microrganismos. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 3 x 5 (Controle
sem inoculagéo; inoculagdo com Bacillus subtilis UFRA-92; e coinoculagdo (MIX) com

T. asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA -12 e UFRA-52) + B. subtilis x omissdes de
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nutrientes (0%, 25 %, 50%, 75% e 100%) e com cinco repeticoes.
2.4 Substrato e semeadura

O solo utilizado foi coletado no Instituto de Ciéncias Agrarias (UFRA) na camada
de 0 a 20 cm e classificado como um Latossolo amarelo distréfico com textura franco-
arenosa [24]. Os dados da analise quimica do solo (tabela no material suplementar S1),
foram realizados de acordo com [25]. Dez sementes de Urochloa (Syn. Brachiaria)
Brizantha cv. Marandu em vasos de polietileno (20 cm x 30 cm x 0,05 cm), ap6s 14 dias

da semeadura foi feito o desbaste, deixando uma planta/vaso por 14 dias.
2.5 Fertilizagdo mineral

A adubagédo mineral foi realizada sete dias antes da semeadura. As doses utilizadas
para adubacgéo foram 0, 25, 50, 75 e 100%, conforme as doses para a cultura [26], as
fontes foram Ureia 20% (N), Superfosfato Simples-P.Os (P) e Cloreto de Potéssio-K20O
(K). No experimento 1, foram testadas doses de N e a recomendacdo foi de 50 kg ha-1,
equivalente a 0,208 g/vaso. Independentemente da dose de N, foi realizada a adubacéo
recomendada de P (80 kg ha) e K (40 kg ha*). No experimento 2, foram testadas doses
de P com recomendagcéo de 80 kg ha't, equivalente a 0,834g/vaso. Independentemente da
dose de P, foram realizadas adubagdes de N (50 kg ha) e K (40 kg ha*). No experimento
3, foram testadas doses de K e a recomendacéo foi de 40 kg ha, equivalente a 0,125
g/vaso. Independentemente da dose de K, foram realizadas adubacdes de N (50 kg ha™)

e P (80 kg had).
2.6 Analise morfogenética e biométrica

Aos 35 dias apds a emergéncia, 0s parametros biométricos foram avaliados e
calculados de acordo com [27]: taxa de aparecimento de folhas (TApF- folhas. Perfilho

! dial) foi encontrada pela diferenca entre o nimero de folhas iniciais e finais e varios
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dias do intervalo de avaliacéo, a taxa de alongamento foliar (TAIF- cm. perfilho™. dia™)
foi encontrada pela diferenca entre a taxa do comprimento inicial e final da folha
expandida e o nimero de avaliagBes. Altura da planta, folha e massa seca da raiz também
foram medidos, e area foliar foi calculada usando a equagéo (Y = 0,7480 x (comprimento
x largura) [28]. Para avaliacdo da biomassa, cinco plantas por tratamento foram coletadas
e separados em parte aérea e raizes. O material vegetal foi seco em estufa (60°C) até

massa constante.
2.7 Analise Nutricional

As folhas foram coletadas e colocadas para secar em estufa com circulacéo
forcada de ar, em temperatura média de 60°C até peso constante. Em seguida, foi
realizada a moagem em moinhos de facas Willey, garantindo a homogeneizacdo da
amostra. Posteriormente, procedeu-se a decomposicdo do tecido vegetal, para
determinacdo dos teores de nutrientes (N, P e K) com solubilizacdo perclorica nitrica,

pelo método umido [25].
2.8 Uso Eficiente de Nutrientes (UEN)

A eficiéncia de aproveitamento nutricional foi calculada a partir da eficiéncia
agrondmica (AE), eficiéncia fisiologica (EF) e eficiéncia de recuperacdo aparente (ERA),
eficiéncia de resposta a nutrientes (ERN) de acordo com [29], utilizando as seguintes
formulas:

EA(kg kg):

Biomassa de vasos inoculados (kg) — Biomassa de vasos nio inoculados (kg)

Conteudo de nutriente aplicado(kg)
EF(kg kg):

PBVA(kg) — PBVNA(kg)
NAVA — NAVNA (kg)
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Onde PBVI= Producéo de biomassa de vasos inoculados, PBVNI= Producdo de biomassa
de vasos nao inoculados, NAVI= Nutriente absorvido de vasos inoculados, NAVNI=

Nutriente absorvido de vasos ndo inoculados.
ERA(%):

NAVA(kg) — NAVNA(kg)
Conteudo de nutriente aplicado (kg)

X100

ERN (kg kg):

Produgio (kg)
Conteudo disponivel do nutriente (kg)

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foram submetidos a analise de varidncia e, quando
os valores de F foram significativos, foi realizado o teste SNK com 5% de probabilidade
para efeito isolado de microorganismos. Quando houve efeito isolado das doses e
interacdo entre os fatores, foi realizada andlise de regressdo (tabela no material

suplementar S2). Os dados da analise nutricional foram submetidos ao teste t (p < 0,05).

3. RESULTADOS

3.1 Parametros de crescimento
As variaveis biométricas associadas a doses e microrganismos apresentaram

interacdo significativa (p<0,05). Para N, os fatores doses e microrganismos foram
significativos para as variaveis altura, area foliar e taxa de aparecimento de aparecimento
foliar.

A altura de planta apresentou ajuste ao modelo de regressao quadratico com ponto
de méxima eficiéncia em 79%, 54% e 88% de N com uso do Mix, UFRA-92 e controle,

respectivamente (Figura 1a). A area foliar em funcéo das doses de N aumentou de forma
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linear para o controle e UFRA-92, enquanto 0 Mix apresentou ajuste quadratico, com

ponto de méxima em 46% (Figura 1b). A taxa de aparecimento foliar aumentou de forma

linear em funcéo das doses para os trés tratamentos (Figura 1c).
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Figura 1: Altura (a), taxa de aparecimento foliar (b) e area foliar (c) com Bacillus subtilis (UFRA-
92) e Trichoderma. asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) + Bacillus subtilis
(MIX) em funcéo de doses de nitrogénio em capim Marandu.

Houve interacao significativa p<0,05 para as doses de fosforo para massa seca da

raiz. A mesma apresentou ajuste ao modelo quadratico para o MIX e UFRA-92 com ponto

de maxima eficiéncia em 43% e 64%, respectivamente, enquanto o controle teve

crescimento linear (Figura 2).
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2: Massa seca da raiz com Bacillus subtilis (UFRA-92) e Trichoderma. asperellum (UFRA-06,
UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) + Bacillus subtilis (M1X) em funcdo de doses de fosforo em
capim Marandu

O Mix e UFRA-92 na altura, apresentaram ajuste ao modelo quadratico, com
ponto de maxima eficiéncia em 61% e 65%, respectivamente, enquanto o controle
apresentou aumento linear para as doses de potassio (Figura 3a). A éarea foliar apresentou
ajuste ao modelo quadratico no controle e UFRA-92, com ponto de maxima eficiéncia
em 43% e 50%, respectivamente, enquanto o Mix apresentou ajuste ao modelo linear
(Figura 3b). A taxa de alongamento foliar teve comportamento quadratico para o controle
com ponto de méaxima eficiéncia em 82%, enquanto o Mix e UFRA-92 tiveram ajuste ao

modelo linear para as doses (Figura 3c).
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Figura 3: Altura (a), area foliar (b) e taxa de alongamento foliar (c) com Bacillus subtilis (UFRA-
92) e Trichoderma. asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) + Bacillus subtilis
(MIX) em funcéo de doses de potassio em capim Marandu.

A acdo isolada do nutriente teve efeito significativo a p<0,05 sobre as variaveis
biométricas. Para nitrogénio, o fator atua de forma dependente para massa seca da parte
aérea (Figura 4) massa seca de raiz (Figura 4), comprimento de raiz (Figura 4) e taxa de
alongamento foliar (Figura 4), o comportamento médio das variaveis teve crescimento

linear em funcdo das doses de nitrogénio.



0,9
0,8
o~
%0,7
~0,6

~§ 0,5

§0,4
=] 073
£0,2
[F]
o
=01
o

20,0
E >

0,9
~ 0,8

g 07

N 06
-
= 05
=
= 04
w 0,3
©

w

z 0,2

»

0,0

y = 0,0033x +0,3698 R2= 0,8333

25

50

75

v =0,0032x +0,4266 R2=0,9433

100

25

50
Doses de N (%0)

75

100

TAIF (cm. perfilho!. dia!)

Comprimento de raiz (cm)

[7¥]
th

[
[=]

[ o]
th

[ o]
=]

—
th

—
[=

th

=]

16
14
12
1,0
0,8
06
04
02
0,0

31

¢
......... '.........,...

R O O

®
y=0,051x +31,308 R2=0,8514

0 B % 73 100
d

@ .o 2
P
L
y=0,0052x +0,9222 R? = 0,0498
0 B % 75 100
Doses de N (%)

Figura 4: Massa seca da folha (a), massa seca da raiz (b), comprimento de raiz (c) e taxa de
alongamento foliar (d) em funcéo de doses reduzidas de nitrogénio em capim Marandu.

Para o fosforo, independente dos microrganismos, todas as variaveis tiveram

crescimento quadratico, com ponto de maxima eficiéncia em 65% para altura (Figura 5a),

em 53% para massa seca da folha (Figura 5b), em 67% para comprimento de raiz (Figura

5¢) e 65% para area foliar (Figura 5d), enquanto a taxa de alongamento foliar (Figura 5

e) e aparecimento foliar (Figura 5 f) tiveram comportamento linear.
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Figura 5: Altura (a) massa seca da folha (b), comprimento de raiz (c), area foliar (d), taxa de
alongamento foliar (e) e taxa de aparecimento foliar em funcdo das doses reduzidas de fésforo
em capim Marandu.

Para as doses de potassio, a acdo isolada das doses, promoveu comportamento
quadratico com ponto de méxima eficiéncia em 65% na altura (Figura 6a), em 66% na
massa seca de raiz (Figura 6b), em 62% no comprimento de raiz (Figura 6c) e apresentou

aumento linear para taxa de aparecimento foliar (Figura 6d).
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O efeito da inoculagéo independente das doses dos nutrientes foi significativo a
p<0,05% para as variaveis biométricas, em relacdo ao controle (Tabela 3). Considerando
a dose de 75% N, 0s microrganismos promoveram incremento no crescimento de U.
brizantha, em até 104% na massa seca da raiz, em 194% na massa da folha, em 22% no

comprimento de raiz e 11% na taxa de alongamento foliar, em relagdo ao controle.

Tabela 3: Pardmetros biométricos do controle ndo inoculado (100% de N, P,Os, K>0), com
Bacillus subtilis (UFRA-92) e Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e
UFRA-52) + Bacillus subtilis (MIX), associados a 75% de N, 50% de P,0se 50% de KO em
capim Marandu.

Tratamento MSraiz MS Foliar C. raiz Altura A F. TAIF  TApF
---gkg---- e cm------ --Cm?--

Controle (N)  0,50c 0.37c 34.6b - - 1.2b -
UFRA-92 0,67b 0.53b 33.8b - - 1l.4a -
MIX 1,02a 1.09a 42.3a - - 1.3a -
Controle (P) - 0.73b 33.70b  40.53b 15.02b  0.7b 0.35b
UFRA-92 - 1.87a 40.33a 61.10a 16.99b 0.8a 0.38a
MIX - 1.68a 36.33b  59.40a 20.45a  0.7b 0.35b
Controle (K)  0,66¢ 1,76b 35.30c - - - 0.35b
UFRA-92 1,38b 2,58a 42.83b - - - 0.37b
MIX 1,83a 2,48a 47.20a - - - 0.42a

(*) Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK (p<0.05).
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A inoculagdo com os microrganismos combinado a 50% de P, resultou em
incremento no crescimento de capim Marandu. A aplicacdo do UFRA-92 promoveu
aumento em 156% na massa seca da parte aérea, em 51% comprimento da parte aérea,
em 20% no comprimento de raiz, em 9,3% para taxa de alongamento foliar em relacdo ao
controle (100% P) (Tabela 3). Somente para a variavel area foliar (31%) o mix
proporcionou maior aumento em relagcdo a UFRA-92 (Tabela 3).

Para a dose de 50% K, o Mix proporcionou ganho superiores a aplicacdo isolada
do UFRA-92, com aumento em 117% em massa seca da raiz, em 34% em comprimento
de raiz, em 20% na taxa de aparecimento foliar, em relacdo ao controle. A excecdo foi
para a varidvel massa seca de parte aérea (47%) de incremento em plantas que receberam

somente UFRA-92 (Tabela 3).

3.2 Composicao quimica

A partir dos resultados encontrados, foi selecionado as melhores doses em funcao
da biomassa radicular e aérea, para realizar a analise nutricional. Desta forma, as coletas
das folhas foram efetuadas nas doses: 75% de N, 50% de P e 50% de K de plantas

inoculadas, comparadas ao controle 100%.

O contetdo nutricional das folhas apresentou incremento em funcdo dos
microrganismos. O Mix associado a reducdo em 75% de N, 50% de P20s e 50% de K20
teve incremento de 256%, 280% e 29%, comparados ao controle (100%),
respectivamente. A inoculagdo com UFRA-92 proporcionou incrementos de 35% em N,

de 75% em P e 11% em K, quando comparados ao controle (100%) (Figura 7).
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Figura 7: Contetdo nutricional foliar do controle ndo inoculado (100%), com Bacillus subtilis
(UFRA-92) e Trichoderma. asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) + Bacillus
subtilis (MIX) associados a 75% de N, 50% de P,Os e 50% de K,O em capim Marandu. Analisado
pelo teste t (p<0.05).

3.4 Uso eficiente dos nutrientes (UEN)
A partir das melhores doses avaliadas na anélise nutricional, 75% de N, 50% de P

e 50% de K, foi realizado os calculos de uso eficiente, comparando ao controle (100%).
Os resultados apresentaram valores significativos de P <0,05 para todos os indicadores
de uso eficiente. A inoculagdo com Mix e UFRA-92 apresentou maior eficiéncia
agrondmica, gerando incrementos de 462% e 144% para N, de 544% e 103% para P, de

177% e 122% para K, respectivamente, quando comparados ao controle (100%) (Tabela

4).
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Tabela 4: indices de eficiéncia agronémica (EA), eficiéncia fisiologica (EF), eficiéncia de
recuperacdo aparente (ERA) e eficiéncia de resposta do nutriente (ERN) do controle ndo
inoculado (100% de N, P,Os, K>0), com Bacillus subtilis (UFRA-92) e Trichoderma asperellum
(UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) + Bacillus subtilis (MIX), associados a 75% de N,
50% de P05 e 50% de K>O em capim Marandu.

Tratamento EA EF ERA ERN
kg kg* kg kg* % kg kg*
Controle (N) 1,26¢ 29,87c 4,75¢ 6,05¢
UFRA-92 3,08b 59,89b 11,59 13,79b
MIX 7,08a 63,90a 36,71a 28,37a
Controle (P) 2,68¢ 0,75¢ 1,34c 11,86¢
UFRA-92 5,45b 0,85b 3,87b 35,62b
MIX 17,26a 3,57a 8,98a 48,85a
Controle (K) 23,77c 48,20b 43,19c¢ 58,05¢c
UFRA-92 52,90b 51,75b 102,22b 121,45b
MIX 66,00a 55,04a 136,93a 134,55a

(*) Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK (p<0.05).

A inoculacdo de MIX e UFRA-92, sobre a eficiéncia fisioldgica, proporcionou
incrementos de 113% e 100% para N, de 376% e 13% para P, de 14% e 7% para K,
respectivamente, em relacdo ao controle 100%. A eficiéncia de recuperacdo aparente
apresentou incrementos de 672% e 144% para N, de 570% e 188% para P, de 217% e
136% para K nos tratamentos MIX e UFRA-92, respectivamente. Os incrementos
encontrados na eficiéncia de recuperacao do nutriente, foram de 369% e 128% para N, de
312% e 200% para P, de 132% e 109% para K nos tratamentos MIX e UFRA-92,

respectivamente, quando comparados ao controle 100% (Tabela 4).

4. DISCUSSAO
A inoculagdo de capim com microrganismos promotores de crescimento vem

sendo estudado, e tem demonstrado resultados significativos no crescimento e reducdo da
adubacdo mineral [30]; [31]; [32]. Os géneros aplicados neste estudo, com caracteristicas
promotoras de crescimento em outras culturas, necessitam ser estudados como
inoculantes em capim, visando incremento no crescimento e reducdo da adubagéo

mineral.



37

No presente estudo, a partir de experimentos em condicdes de casa de vegetacéo,
foi demonstrado o efeito sinérgico da coinoculacdo do B. subtilis com T. asperellum na
melhoria do crescimento, producdo de biomassa e na absorcdo de N, P e K em capim
Marandu, resultando em melhor eficiéncia do uso dos nutrientes. As interagdes sinérgicas
que favoreceram o crescimento da planta, pode ter ocorrido a partir da formagéo de mix
de biofilme entre o Bacillus e Trichoderma, pelo maior crescimento ou colonizagio

intracelular da bactéria na hifa fangica.

Esses mecanismos permitem uma ampla colonizacdo dos microrganismos ao
longo das raizes e até a penetracdo no tecido da planta [34], condi¢do essa pode contribuir
para explicar o expressivo aumento em todas as varidveis do crescimento do capim
Marandu, quando inoculada com UFRA-92 e Trichoderma (Mix), independente do

nutriente, em relacdo a inoculagdo isolada do UFRA-92.

A coinoculacdo promoveu maior incremento na altura, area foliar e taxa de
aparecimento foliar (Figura 1). Os resultados encontrados afirmam a hipdtese de que
plantas inoculadas com bioestimulantes favorecem o crescimento de capim em doses
reduzidas de fertilizantes minerais. A reducdo de N pode ser atribuida a mineralizacao do
N organico, pela aquisicdo e assimilacdo do N mineral e/ou pela reducdo da volatilizacdo

e lixiviacdo, levando ao aumento do crescimento do capim.

O maior desenvolvimento de plantas inoculadas também pode estar associado a
maior producdo de hormodnios ligados ao crescimento vegetal (auxina, giberelina e
citocininas), hormonios ligados a processos fisioldgicos que promovem maior
crescimento na planta. Como observado por [34] em Pennisetum clandestinum inoculado
com Paraburkholderia sp. e semeado com 50% de fertilizantes organicos e 50% de N
convencionais produziu rendimentos semelhantes aos obtidos com o fertilizante 100% N

convencional. Urochloa sp. inoculadas com PGPR em doses reduzida de N, também
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apresentaram incrementos significativos na taxa de aparecimento e alongamento foliar,

possivelmente, em funcdo da maior produgdo de hormonios vegetais [35].

O nitrogénio é responsavel pelo crescimento vegetativo da planta, nesse sentido,
a maior absorcao e translocacédo de N estimulada pelos microrganismos Mix e UFRA-92,
promoveu maior crescimento da parte aérea e maior expansdo foliar. O aumento da area
foliar a partir da coinoculacdo de bactérias em U. brizantha foi verificado por [23], com
aumento de 700% e 108%, quando comparado a plantas ndo adubadas e a plantas
adubadas, respectivamente. Os incrementos encontrados em doses reduzidas de N,
associados aos microrganismos, também pode ser relacionado a maior atividade de
enzimas responsaveis pela mineralizacdo desse nutriente, enquanto doses elevadas de

fertilizantes inorganicos podem inibir a acdo das mesmas [36].

O desenvolvimento radicular é uma caracteristica importante para planta, pois
permite o estabelecimento e exploracdo de &gua e nutrientes, essenciais para 0 seu
crescimento. No presente estudo, a coinoculacdo associada a reducdo a 50% da dose
recomendada de P, proporcionou maior massa seca de raiz (Figura 2). E possivel inferir
gue o mecanismo de solubilizacdo de fésforo pelos microrganismos, resultou em elevado
acumulo de P na planta adubada com 50% da dose, quando comparado a adubacdo

somente com fertilizante mineral.

O maior desenvolvimento radicular encontrado pode ser relacionado a
participacdo do fdésforo no desenvolvimento da planta, pois atua em processos
fisiolégicos, no crescimento radicular, no tamanho do perfilho e perfilhamento [37].
Plantas inoculadas apresentaram maior desenvolvimento radicular, pois 0s
microrganismos podem estimular o crescimento radicular pela sintese ou alteracdo das
rotas metabolicas hormonais, como AlA e citocininas, que agem alongamento dos pélos

e multiplicacdo das células do meristema radicular [38]. Em trabalhos anteriores, com



39

capim Tanzéania (Panicum maximum) inoculado com rizobactérias, foi verificado um
aumento de biomassa radicular, o qual foi associado ao aumento da concentragéo de AIA

e reducdo do etileno [39].

Os incrementos encontrados, com 50% de K*, na altura, area foliar, taxa de
alongamento foliar, pode ser atribuido a absorcdo diferenciada pelas plantas inoculadas
(Figura 3). A associacdo com microrganismos ocasiona mudancas na arquitetura do
sistema radicular, como densidade, comprimento e quantidade de pélos radiculares que
interferem diretamente na exploracédo e aquisicdo do nutriente no solo, assim como pode
ter proporcionado menor taxa de lixiviacdo do K* em funcdo da biomassa radicular por

volume de solo.

Resultados encontrados por [40], mostraram que a inoculacdo de Bacillus spp.
promoveu incremento no crescimento e rendimento do milho, acimulo do nutriente,
quando comparado a plantas ndo inoculadas com fertilizacdo mineral. Em forragem
semeado com substrato contendo mica (fonte de K*) e coinoculadas com Bacillus e
Azotobacter resultou em acimulo de biomassa (70%) e maior conteddo nutricional de N

(118%) e K (165%), quando comparados ao controle ndo inoculado [41].

O efeito isolado do nitrogénio proporcionou incremento na massa seca da parte
aérea e raiz, comprimento de raiz e taxa de alongamento foliar (Figura 4). Para P, as
variaveis influenciadas foram altura, massa seca da parte aérea, comprimento radicular,
area foliar, taxa de alongamento e aparecimento foliar (Figura 5). Enquanto para K, as
variaveis foram altura, massa seca e comprimento de raiz e taxa de aparecimento foliar

(Figura 6).

O aumento observado nessas variaveis pode estar associado, de forma indireta, as

alteracdes ocorridas na arquitetura da planta, pois o comprimento radicular, influenciados
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nos trés experimentos, permite maior exploracéo de agua e nutrientes. O N e K no solo
possuem elevada taxa de lixiviacdo e volatilizacdo, nesse sentido, 0 maior nimero de
pélos radiculares pode ter permitido maior absor¢cdo e como consequéncia maior
producdo de biomassa radicular e aérea, assim como taxa de aparecimento e alongamento
foliar. Para P, podemos inferir que &cidos organicos produzidos contribuiram para maior
disponibilizagéo dele. A coinoculacdo de microrganismos promove efeitos cumulativos
no hospedeiro pelo aumento da disponibilidade de nutrientes, a partir da solubilizacéo,

producédo de hormaonios ligados ao crescimento vegetal [42].

A acdo dos microrganismos independente das doses de N, P, K foi positiva sobre
todas as variaveis biométricas comparadas ao controle (100%) (Tabela 3). [43] avaliando
o efeito de biofertilizantes em diferentes taxas de fertilizantes inorgéanicos sobre a
produtividade do milho, verificaram que ndo houve interacdo entres os fatores, mas
tratamentos inoculados apresentaram maiores rendimentos em doses reduzidas de
fertilizagdo inorganica, enquanto o efeito isolado dos fertilizantes inorgéanicos foram, de
maneira geral, linear positivo em funcdo do aumento das doses, comportamento

verificado em algumas das variaveis avaliadas

No presente estudo, a inoculacdo com Mix aumentou a taxa de absor¢do, acimulo
dos macronutrientes (Figura 7). E relatado que o género dos microrganismos utilizados
neste trabalho, possui mecanismos efetivos que contribuem para disponibilizacdo dos
nutrientes [44; 45]. O isolado de bactéria € um dos géneros relatados na literatura com
capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico [46]. O Trichoderma utilizado apresenta

relatos de melhorias na qualidade nutricional de outras culturas da familia Poaceae [47].

A fixacdo de nitrogénio por parte desse microrganismo acontece porgque esse
género possui grupo de genes Nif, que é responsavel pela codificacdo da nitrogenase,

enzima responsavel pela fixacdo de nitrogénio [48]. Estudo realizado por [49] a partir do
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isolamento de bactérias da rizosfera, na regido da China, verificaram que sete isolados,

dentre eles o género Bacillus, possuiam o gene Nif.

Os fertilizantes fosfatados quando aplicados ao solo, podem ser rapidamente
mobilizados em compostos insoltiveis com AI** e Fe®* em solos acidos e Ca?* em solos
neutros a alcalinos [50]. Por outro lado, a disponibilidade de P pode ocorrer pela liberagéo
de acidos organicos e as enzimas fitases e fosfolipases, produzidas pelos microrganismos
[51]. A acidificacédo da rizosfera por meio da liberagdo de H*, faz com que ocorra a disputa
desse proton pelos sitios de adsorcdo do fosforo ligado ao ferro ou aluminio, fazendo com
que haja a transformacéo em ortofosfato (H,PO4)?, formula sollvel presentes em solos

acidos [52; 53].

A solubilizacdo de fosfato natural foi registrada em arroz inoculado com
Trichoderma, que resultou em maior crescimento e contetdo de P [54]. Outro
mecanismo, é a producdo de sideroforos, que sdo ligantes de baixo peso molecular com
elevada afinidade por ions de Fe®* e AI®*, fazendo com que haja a solubilizacio de P
ligado a esses ions [55]. Os microrganismos que compdem o Mix avaliados no presente
estudo sdo produtores de sider6foros [56] e pode ter contribuido para elevada absorcéo e

acumulo de P em U. brizantha inoculada e fertilizada com 50% P

A inoculacdo de Bacillus, resultou em ganhos em parte aérea e raiz, em funcéo da
maior solubilizacdo desse nutriente [57]. Esses resultados demonstram que o0s
microrganismos aplicados contribuiram para a solubilizacdo dos nutrientes, mesmo em
doses reduzidas, favorecendo a sua absorcdo e reduzindo as perdas por fixagdo. Em
arroz e trigo inoculados com PGPR e combinado a 75% de N, P e K resultaram em
aumento de produtividade comparado a somente fertilizacdo quimica completa (100%),

chegando a uma reducdo em 25% de N [58; 59].
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O estudo mostrou que plantas inoculadas com Mix e UFRA-92, possibilitou a
reducdo de 25% de nitrogénio, 50% de fésforo e 50% de potéssio, proporcionando maior
eficiéncia do uso dos nutrientes (Tabela 4), quando comparados ao controle (100%).
Esses resultados demonstram que os microrganismos aplicados contribuiram para a
fixacdo e solubilizacdo dos nutrientes, mesmo em doses reduzidas, favorecendo a sua
absorcédo e diminuindo as perdas por volatilizacdo, lixiviagao e fixacdo, e os resultados

desses beneficios foram refletidos no crescimento da planta.

Os resultados apresentados ddo suporte a hipOtese que a inoculacdo com
microrganismos aumenta o uso eficiente dos nutrientes. A maior eficiéncia encontrada se
deve ao reduzido uso de fertilizante mineral em conjunto com a inoculagéo, tendo em
vista que que 0 uso excessivo pode prejudicar a agcdo dos microrganismos [60]. A
importancia do uso eficiente dos nutrientes na agricultura moderna tem grande relevancia
devido aos impactos econdmicos e ambientais que podem ser controlados ao longo dos

anos de producdo [61].

Segundo [62], os microrganismos colonizadores da rizosfera sdo capazes de
substituir 25% a 50% do fertilizante mineral, e estudos mostraram que é possivel
empregar as melhores combinacfes entre microrganismos para obtencdo de melhores
resultados [63]. A coinoculacdo de microrganismos com efeitos sinérgicos foi verificada
por [64; 65] em plantas de arroz, a qual promoveu aumento no rendimento e absorcéo de
nutrientes, quando comparados ao ndo inoculado. Resultados relacionados a capacidade

de solubilizagdo e mineralizacdo dos nutrientes disponibilizados.

Em experimento realizado com coinoculacdo em grama [41] verificaram que o
uso dos microrganismos promoveu aumento da absorcdo de K* e fixacdo de N, quando

comparado ao tratamento controle, sendo relacionado este comportamento a producao de
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acido organicos e fitohormonios envolvidos no crescimento radicular, os quais aumentam

a area explorada pelas raizes.

O uso eficiente de N, P e K também foi relatado por [66], os autores avaliaram 0s
beneficios da associa¢do de microrganismo solubilizador em arroz. Foi verificado que em
doses reduzidas de NPK (50%), o conteudo nutricional e os parametros de crescimento
avaliados tiveram maior desempenho quando houve inoculacdo de biopromotores. [67]
verificou que a eficiéncia do rendimento em plantas de arroz coinoculados sob doses de
NPK, apresentaram maior eficiéncia agrondémica no tratamento inoculado com 75% de

adubo inorganico, quando comparado ao tratamento com dose recomendada.

Os beneficios da inoculacdo com biopromotores é relatado por [68] em plantas de
milho sob inoculacdo de Azospirillum sp., inferindo que plantas inoculadas tem maior
NUE e reducdo dos prejuizos causados pela reducdo do contetdo de N no solo. Resultados
semelhantes também s&o relatados por [69], encontraram maior contetdo nutricional (N,
P) em plantas de arroz, quando houve associacao microrganismos versus doses reduzidas
de K, e os indices de uso eficiente avaliados foram significativamente maiores quando

comparado a 100% da dose.

A aplicacdo de bactéria solubilizadora de fosfato associadas a NPK inorganico,
aumentou o contetdo de NPK, NUE e reduziu a taxa de lixiviacdo dos nutrientes em
graminea [70]. A inoculacdo de graminea associadas a adubacdo inorganica com NPK,
promoveu maior NUE, representando aumento de 11% em N, de 30% em P e 17% em K,

guando comparado a plantas adubadas somente com fertilizante inorganico [71].

Novos ensaios de formulagOes de macronutrientes de dose reduzida combinadas
com co-inoculacdo com B. subtilis + T. asperellum em Urochloa (syn. Brachiaria)

Brizantha. CV. Marandu, deve ser realizada para investigar os mecanismos fisioldgicos e
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bioquimicos alterados pela bioestimulacdo. A coinoculacdo de Bacillus subtilis +
Trichoderma asperellum em Urochloa brizantha. CV. Marandu, induziu maior
crescimento ao alterar o comportamento de absor¢do utilizando uma menor dose de
fertilizante mineral em 25% N, 50% P e 50% K, resultando em maior eficiéncia

nutricional.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a coinoculacdo de Trichoderma
asperellum com Bacillus subtilis promove o crescimento do capim marandu sob
diferentes doses de adubacdo mineral. Além disso, a reducao da adubacéo mineral de 25%
de N, 50% de P e 50% de K favorece a eficiéncia no aproveitamento dos nutrientes em
mais de 100%. Este estudo é uma importante contribuicdo para novas pesquisas, contribui
para uma agricultura com menor impacto ambiental e o uso sustentavel de recursos nao

renovaveis
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Coinoculacéo de Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum e sua influéncia no
crescimento e aspectos fisioldgicos de capim Marandu

Resumo

O género Urochloa (Syn. Brachiaria) tem grande importancia econémica no cenario
nacional e possui elevada representatividade nos pastos brasileiros. Visando a reducéo de
impactos ao meio ambiente, maior absorcéo dos fertilizantes aplicados e melhoria nos
processos fisioldgicos da planta, torna-se necessario o desenvolvimento e aprimoramento
de tecnologias alternativas que contribuam para essa mudanca. O objetivo do estudo foi
avaliar o efeito da coinoculacdo de isolados de Trichoderma asperellum (UFRA-06,
UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) e Bacillus subtilis na fisiologia, no comportamento
nutricional e morfometria em Urochloa (Syn. Brachiaria) brizhanta. O experimento foi
em delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos: plantas ndo inoculadas
com doses reduzidas de fertilizantes (C), plantas ndo inoculadas com dose recomendada
de fertilizantes (C+) e plantas coinoculadas associadas a doses reduzidas de fertilizantes
(MIX) com dez repeticdes cada. Foram avaliados: trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila a, conteudo de clorofilas, teor nutricional e carboidratos sollveis. A
coinoculagdo proporcionou incrementos em relagdo ao controle de 25% na assimilagéo
de CO, de 140% na eficiéncia instantanea de carboxilacdo, de 34% na condutancia
estomatica e 30% na transpiracdo. Todas as variaveis calculadas na florescéncia da
clorofila a e parametros de crescimento tiveram incrementos significativos a partir da
coinoculacdo em relacdo ao controle. O conteddo de clorofila também apresentou
aumento em funcédo da coinoculacédo, sendo de 353% na clorofila a, de 349% na clorofila
b e de 352% na soma das clorofilas. O conteldo de carboidratos soltveis foi maior em
plantas coinoculadas, com incremento de 218% em glicose, 36% em sacarose, 775% em
frutose e 178% em amido. O contetudo nutricional de plantas coinoculadas tiveram
incremento de 324% em nitrogénio, de 387% em fdsforo e 243% em potassio. Os
resultados evidenciam que a aplicacdo dos biopromotores de forma coinoculada
aprimoram o aparato fotossintético de capim marandu, proporcionado maior eficiéncia na
aquisicdo de recursos e transformacdo de energia em ganhos produtivos, assim como
proporcionou maior producdo de carboidratos solUveis importantes ao crescimento
vegetal. Desta forma, o uso desses biopromotores podem ser alternativa viavel para uma
producdo mais sustentavel.

Palavras-Chave: PGPM, carboidratos soltveis, forragem, Urochloa (Syn. Brachiaria)
brizantha
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Abstract

The genus Urochloa (syn. Brachiaria) has great economic importance on the national
scene and has high representation in Brazilian pastures. Aiming at reducing impacts on
the environment, increasing the absorption of applied fertilizers and improving the plant's
physiological processes, it is necessary to develop and improve alternative technologies
that contribute to this change. The objective of the study was to assess the effect of
coinoculation of Trichoderma asperellum isolates (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12 and
UFRA-52) and Bacillus subtilis on physiology, nutritional behavior and morphometry in
Urochloa (Syn. Brachiaria) brizhanta. The experiment was in a completely randomized
design with three treatments: non-inoculated plants with reduced doses of fertilizers (C),
non-inoculated plants with recommended doses of fertilizers (C+) and co-inoculated
plants associated with reduced doses of fertilizers (MIX) with ten sessions each. The
following were considered: gas exchange, chlorophyll a fluorescence, chlorophyll
content, nutritional content and soluble carbohydrates. Coinoculation provided
increments in relation to control of 25% in CO2 assimilation, 140% in instantaneous
carboxylation efficiency, 34% in stomatal conductance and 30% in transpiration. All
variables calculated on chlorophyll a flowering and growth parameters had significant
increments from coinoculation compared to control. The chlorophyll content also showed
an increase due to coinoculation, being 353% in chlorophyll a, 349% in chlorophyll b and
352% in the sum of chlorophylls. The soluble carbohydrate content was higher in co-
inoculated plants, with an increase of 218% in glucose, 36% in sucrose, 775% in fructose
and 178% in starch. The nutritional content of co-inoculated plants had an increase of
324% in nitrogen, 387% in phosphorus and 243% in potassium. The results show that the
coinoculated application of biopromoters improves the photosynthetic apparatus of
marandu grass, providing greater efficiency in the acquisition of resources and
transformation of energy into productive gains, as well as providing greater production
of soluble carbohydrates that are important for plant growth. In this way, the use of these
biopromoters can be a viable alternative for a more sustainable production.

Keywords: PGPM, soluble carbohydrates, forage, Urochloa (Syn. Brachiaria) brizantha



53

1. Introducao

O uso eficiente dos recursos naturais € essencial para o desenvolvimento
sustentavel, visando a reducdo de impactos ao meio ambiente (Leal Filho et al., 2019).
Biotecnologias que potencializam o crescimento da planta por promover maior absorcao
de nutrientes e aumento da eficiéncia do aparato fotossintético, 0s quais podem aumentar
a produtividade, sdo necessarias serem aprimoradas, pois sdo responsaveis pela reducéo
de aplicacdo de fertilizantes no solo. Dentre essas, destaca-se 0 uso de microrganismos
promotores do crescimento de plantas (Plant growth-promoting microbes- PGPM) (Latef
et al., 2020; Lopes et al., 2021a; Oljira et al., 2020).

A interacdo benéfica entre plantas e microrganismos € possivel devido existir
bactérias, como Bacillus, e fungos, como Trichoderma, capazes de sintetizar metabdlitos
que influenciam os processos fisioldgicos que promove o crescimento vegetal (Lopes et
al., 2021b, Ghoghari et al., 2022). A sintese desses metabolitos ocasiona maior absorcao
de nutrientes, incrementar as trocas gasosas, conteido de clorofila e taxa fotossintética,
assim como a producdo de carboidratos soltveis (Sousa et al., 2018; Blake et al., 2021).
Influencia alteracBes ocorridas no crescimento, em funcdo da inoculacdo, modificam a
morfometria da planta, gera maior area foliar e crescimento radicular, proporciona maior
absorcdo de luz e assimilacdo de CO2, assim como maior capacidade de absorc¢do de agua
e nutrientes (Zhang et al., 2018).

Dentre 0os mecanismos de acdo dos microrganismos, pode-se destacar a
capacidade de aumentar a fixacdo de nitrogénio (N), e solubilizacdo de fosforo (P) e
potéssio (K). Sobre esses nutrientes essenciais para as plantas, sabe-se que possuem
importantes influéncias no crescimento e desenvolvimento, estdo envolvidos em varios
processos fisioldgicos e bioquimicos (Kumar et al., 2019; Babu et al., 2022). O N ¢
necessario devido realizar a sintese de clorofilas, proteinas e amino acidos (Wen et al.,
2020), o P é responsavel pelo crescimento radicular, producao de energia quimica (Mitran
et al., 2018) e o K tem como funcdes ativacdo de enzimas, resisténcia a estresse e age na
abertura estomatica (Hasanuzzaman et al.,, 2018). Beneficios que podem ser

potencializados a partir da coinoculagédo, que é o uso de dois ou mais microrganismos.

A coinoculacdo de diferentes microrganismos que possuem efeito sinérgico é

utilizada, pois seus efeitos podem superar os resultados de producdo obtidos quando
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utilizados de forma isoladas (Duarte et al., 2020). A coinoculagao pode gerar aumento da
taxa fotossintética, pois 0s microrganismos afetam positivamente a abertura e fechamento
estomatico, o qual contribui diretamente nos processos de trocas gasosas, influencia no
crescimento da planta e na producgéo de biomassa (Castro et al., 2020; Rana et al., 2019).
As melhorias no aparato fotossintético desde a captacdo de energia luminosa a
transformacdo em energia quimica, também pode proporcionar maior producdo de
carboidratos soltveis em funcdo da maior fixacdo de CO3, ocasiona maior crescimento

da planta em virtude da maior distribuicdo de fotoassimilados para érgéos dreno.

Conhecer as caracteristicas morfogénicas e fisioldgicas do vegetal é essencial para
melhorar sua qualidade e producdo de massa seca. Principalmente se tratando de
pastagens, que sdo fontes de alimentos para animais, 0s quais garantem a seguranca
alimentar mundial (Souza et al., 2020). Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar
0 efeito do uso de Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum na fisiologia, no

comportamento nutricional e morfometria em Urochloa (Syn. Brachiaria) brizhanta.
2. Metodologia

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural
da Amazonia (UFRA) (01° 2725 " S, 48 °26'36 " O) em Belém, Pard/Brasil. O clima
regional de acordo com a classificacdo de Kdppen é Af (equatorial), com temperatura
média de 32 °C e 75% de humidade (Silvestre et al., 2017).

Foram semeadas dez sementes de Urochloa (Syn. Brachiaria) brizantha cv.
Marandu por saco de polietileno (20 x 30 x 0,05 cm), ficando uma planta por saco ap6s
0 desbaste, realizado 14 dias ap6s o semeio, preenchidos com solo e mantidos em casa de
vegetacdo. O solo usado foi classificado como Latossolo Amarelo (Silva; Silva. 2018) e
os dados da andlise quimica antes da instalacdo do experimento estdo na tabela 1,

realizadas de acordo com Carmo et al., (2000) (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades quimicas do Latossolo Amarelo antes da adubagdo na profundidade de
0-20 cm

Prof (cm) pH M.O N P K Ca Mg Cat+Mg H+Al CTC
0-20 gkg! HO --gkg?-- -mg.dm3-  --eeeeeeee cmolc.dm3-----------

Areia 658

Silte 194 581 146 0,08 4 10 15 03 18 495 6,87

Argila 148
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2.1 Delineamento experimental
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos:

(1) Plantas controle com adubacéo reduzida e sem inoculacdo (C), (2) Plantas controle
com 100% da adubacdo recomendada e sem inoculadas (C+) e (3) plantas com adubacao
reduzida e coinoculadas com B. subtilis +T. asperellum (MIX), com 10 repeti¢des. O uso
dos inéculos em conjunto, foi decidido com base em experimento piloto, onde observou-

se que a coinoculagdo foi altamente benéfica na planta em estudo.

A adubacéo foi calculada de acordo com Santos (2016), onde o tratamento C+ foi
adubado com 50 kg ha* de uréia, 80 kg ha superfosfato simples e 40 kg ha* de cloreto
de potassio (equivalente a 0,208 g, 0,834 g e 0,125g, respectivamente). Nos tratamentos
C e MIX, a adubacéo foi calculada com base em screening realizado a partir de trés
experimentos testando doses isoladas de N, P20se K20, sendo encontrado a dose 6tima
de cada macronutriente (Costa et al., 2022). Essas omissdes foram em 29% de ureia, 36%
de superfosfato simples e 35% de cloreto de potéssio (equivalente a de 0,06 g, 0,30 g e
0,043g, respectivamente).

2.2 Preparo e coinoculagéo dos isolados

O isolado Bacillus subtilis (depositado no GENBANK MN175193 como UFRA-
92) e Trichoderma asperellum foram provenientes da colecdo de microrganismos do
Laboratdrio de Protecdo de Plantas (LPP) da Universidade Federal Rural da Amazénia
(UFRA). A rizobactéria foi cultivada em placas de Petri com meio de cultura sélido 523
(KADO; HESKETT, 1970) e incubadas por 24 horas a 28°C. A suspensao bacteriana foi
preparada em agua esteéril, e sua concentracdo foi ajustada em espectrofotdbmetro com

frequéncia em 550 nm, padronizando a absorbancia em (A= 0.1) (108 UFC).

O Trichoderma utilizado foi composto por quatro isolados (UFRA-06, UFRA-09,
UFRA-12 e UFRA-52), sendo multiplicado em placas de Petri contendo o meio de cultura
BDA. Em seguida as placas foram incubadas em uma camara de crescimento por 96 h,
aproximadamente 28°C, com fotoperiodo de 12 horas. Apds a obtencdo do isolado foi
preparado suspensio aquosa de esporos com concentragdo de 102 esporos/mLt. A
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inoculacéo foi feita por meio de rega no substrato 14 dias ap0s a emergéncia das plantulas;

cada saco de polietileno recebeu uma suspenséo de 5 ml (Lopes et al., 2018).

2.3 Variaveis fisioldgicos
2.3.1 Indice SPAD
Aos 35 dias apds a germinacdo foram avaliados os pardmetros fisiologicos. O

contetdo de clorofila das plantas foi medido na ultima folha totalmente expandida, da
base para o0 &pice, usando analisador de clorofila (SPAD-501, Japdo, Minota). As leituras

foram realizadas em trés pontos da lamina foliar e calculado a média dos valores obtidos.

2.3.2 Trocas gasosas
A leitura dos parametros de trocas gasosas foi realizada com o auxilio de um

analisador de gas a infravermelho com um fluorémetro acoplado a uma camara (LI-
6400XT; LI-COR). Foi estimado a taxa liquida de assimilacdo de CO2 (A), eficiéncia
instantanea de carboxilagdo (A/Ci), condutancia estomatica de vapor d’agua (Gs) e taxa de
transpiracdo (E), sendo utilizada a Gltima folha completamente expandida a partir da base.
As leituras foram realizadas durante o periodo entre 09:00 e 11:00 horas, quando o
periodo maximo de radiacéo fotossintética ocorre (1300 mol fétons m2 s e 400 mol CO;

mol?) (Ramazan et al., 2021).

2.3.3 Fluorescéncia da clorofila a
A fluorescéncia da clorofila-a foi determinada usando a camara de fluorescéncia

(IG 6400-40; LI-COR Inc.) integrada ao sistema portatil de troca de gas de fluxo aberto.
A fluorescéncia da clorofila a foi determinada na Gltima folha completamente expandida
(base ao apice). As folhas foram adaptadas ao escuro por 30 min e iluminadas com pulso
de luz para se obter a fluorescéncia inicial (Fo), alcancar a maxima emissdo de
fluorescéncia (Fm), rendimento da fluorescéncia no estado estacionario (Fs), e

fluorescéncia adaptada a luz (Fo’).

Em seguida, a partir das medicdes, foram calculadas as seguintes variaveis:
coeficiente de dissipacdo fotoquimica qP (a), coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimica
(b), atividade potencial do PSII (c), eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII (d) e taxa de
transferéncia de elétrons (e) (Maxwell and Johnson 2000).

Fmf—Fof
@ 9P = )
(b) gN =1 —qP
(c) Fv/Fo = fm=Fo

Fo



57

(d) Fv/Fmv=("" "

(
FmfF

(¢) ETR=(¢PSIL PPFD. 0,42)

2.3.4 Conteudo de Clorofila
Foram utilizadas10 mg de massa fresca das folhas que foram realizadas as leituras

do SPAD. Para extrair o conteudo de clorofila total, o tecido foliar foi macerado com 250
uL de etanol 98% (v/v). E em seguida, foi incubado por 20 min a 80°C, sendo
centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e o material
residual foi lavado duas vezes com 200 pL de etanol. A primeira sendo realizada com
etanol 80% e a segunda com etanol a 50%, os sobrenadantes foram homogeneizados e o
volume final foi ajustado para 600 pL. A quantificacdo foi realizada de acordo com o
método descrito por Porra; Thompson; Kriedemann (1989). Uma aliquota de 35 pL de
cada amostra foi coletada e adicionada a um meio de reacdo contendo 120 pL de etanol
98 % e 15 pL de acetato (volume final de 170 puL por pogo/amostra). A absorbancia das
amostras foi realizada nos comprimentos de ondas de 645 nm e 665 nm e o conteudo total
de clorofila a (Chla) e clorofila b (Chlb) e Chla + Chlb foi determinado pelas formulas
(@) e (b), descrito por Porra; Thompson; Kriedemann. (1989). Os resultados encontrados

foram posteriormente normalizados para a massa fresca total.
(A) Chla = 5,48 * Abs 665 — 2,16 * 645

(B) Chlb = 9,67 * Abs 645 — 4,04 * Abs 665

2.3.5 Quantificacdo de Amido
Foi pesado 100 mg de material fresco (folha) em microtubo. Em seguida extraido

com 400 pL de etanol 80%, processo o qual foi realizado duas vezes, coletado os
sobrenadantes e armazenados em outro microtubo. Os sobrenadantes foram incubados
em banho maria a 70°C por 90 minutos e apos centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi coletado e transferido para outro microtubo. Ao pellet, foi adicionado
800 uL de etanol 80% e centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos. Os dois sobrenadantes
foram homogeneizados e armazenados para a quantificacdo de glicose, frutose e sacarose
(Robbins; Pharr. 1988; Trethwey et al., 1998).

Ao pellet foi adicionado 1 mL de KOH 0,2 M e homogeneizado. Em seguida foi
incubado em banho maria a 95 °C por duas horas e posteriormente adicionado 150 uL de

acido acetico. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas novamente a 13.000
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rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e incubado com tampéo citrato de sodio
0,3 M, amiloglicosidase e agua (volume final 150 puL) a 55 °C por 60 minutos (Robbins;
Pharr. 1988; Robinson; Hewitt; Bennett. 1988; Trethwey et al., 1998). Apos a incubacao,
as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 2 minutos e preparadas para a leitora
de microplacas (ELISA). Na microplaca foi adicionado 125 uL de tampéo A2x, 20 uL do
extrato e 95 puL de agua com volume final de 240 ulL. Apds a estabilizacdo do
equipamento com o comprimento de onda a 340nm foi adicionado 5 puL. de hexocinase
(0,2 U/poco) para a quantificacdo da glicose gerada a partir da quebra do amido (Stitt et
al., 1989). O célculo para a quantificagdo de amido na massa fresca foi realizado seguindo

aformula 1.
upol g — 1.MF
(AAbs 6,22) * (12070%) . (Volume 1°reacéo) . (Volume total extrato

—C aliquota elisa
B gMF

aliquota da 1° reac,‘éo)) £0.9

2.3.6 Quantificacdo de carboidratos solGveis
O extrato coletado a partir da maceragao com etanol 80% citado no item 3

foi utilizado para a quantificacdo de glicose, sacarose e frutose. O leitor de microplacas
(ELISA), ajustado com o comprimento de onda a 340 nm, foi utilizado para a
quantificacdo desses acucares. Inicialmente foi adicionado 125 pL de tampéo A2x, 20 uL
do extrato e 95 pL de agua com volume final de 240 pL. Apds a estabilizagdo do
equipamento, foi adicionado 5 plL de fosfoglicoisomerase-PGI (0,4 U/poco) para
quantificar a glicose. Em seguida, ap0s estabilizado as leituras para glicose, nos mesmos
pocos foram adicionados 5 pL de invertase 2 U/poco para realizar a quantificagdo da
sacarose. (Stitt et al., 1989). O calculo para a quantificacdo de acucares em funcdo da

massa fresca foi realizado de acordo com as seguintes formulas.

[(0,5 * AAA,)b?S) « (255 ) * (volume total do extrato)]

1000 aliquota da reagao
Sacarose =
MF (9)

AAbs 245 volume total do extrato

Glicose = [(E,_Z_Z_) * (TO_O_O) *( aliquota dareacao
MF (g)
AAbs 250 volume total do extrato
LC 6,22 ) * (1000) *( aliquota da reagao )]

Frutose =

MF (g)
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2.4 Parametros de crescimento
Aos 35 dias apds a emergéncia das plantas, foram avaliados os parametros

biométricos e calculados de acordo com Gomide e Gomide (2000): taxa de aparecimento
de folhas (TApF- folhas. Perfilho™. dia™) foi encontrado pela diferenca entre o nimero
de folhas inicial e final pelo nimero de dias do intervalo de avaliacdo, taxa de
alongamento das folhas (TAIF- cm. perfilho™. dia™l) foi encontrado pela diferenca entre
a taxa de comprimento inicial e final de folha expandida pelo numero de dias do intervalo
de avaliacdes. Também foi mensurado a altura da planta, massa seca da folha e raiz e
calculado a area foliar pela equacdo, (Y=0,7480 x (Comprimento x Largura) (Bianco et
al., 2000). Para a avaliacdo de matéria seca, dez plantas por tratamento foram coletadas e
separadas em parte aérea e raizes. O material vegetal foi seco em estufa (60°C) até atingir

massa constante.

2.5 Parametros nutricionais
As folhas foram coletadas e em seguida colocado para secar em estufa com

circulacdo forcada de ar, em temperatura média de 60 °C até atingir peso constante. Em
seguida, efetuou-se a moagem em moinhos tipo Willey, assegurando a homogeneizacéo
da amostra. Posteriormente procedeu-se a digestdo, em bloco digestor, do tecido vegetal,
para a determinacdo dos teores dos nutrientes (N, P e K). O nitrogénio foi extraido pelo
método de Kjeldahl com solugdo de (H2SO4o0u HCI 0,01 N), fésforo e potassio foram
extraidos pela solugdo de Mehlich-1 (HCI 0.05 mol L + H2SO4 0.0125 mol L) (Carmo
et al., 2000).

2.6 Analise estatistica
Inicialmente os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-

Wilk. Em seguida foram submetidos a analise de variancia, e quando significativos pelo
teste F, foi realizado o teste de SNK com p<0,05 para os tratamentos. Os dados de anélise

nutricional foram submetidos ao teste t (p < 0,05).

3 Resultados

Trocas gasosas
Plantas coinoculadas com Bacillus + Trichoderma apresentaram aumento em

todas os pardmetros de trocas gasosas em relacdo as plantas controle (C, C+). O
incremento na assimilagéo de CO- (A) foi de 25% e 13% (Figura 1A), de 140% e 53% a
eficiéncia instantanea de carboxilagcdo (A/Ci) (1B), de 34% e 17% a condutancia
estomatica (Gs) (Figura 1C) e de 30% e 12% a transpiracéo (E) (Figura 1D).
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Figura 1: Taxa de assimilagdo de CO; (A), eficiéncia instantanea de carboxilacdo (B),
condutancia estomética (C) e taxa de transpiracdo (D) em folhas de Urochloa brizantha cv
Marandu inoculadas com Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12, UFRA-52)
e Bacillus subtilis com formulacdo (Mix). (*) Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste
SNK (p<0.05). C = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose reduzida de NPK; C+ = Plantas
ndo inoculadas e adubadas com dose méxima de NPK; MIX = Plantas coinoculadas e adubadas

com dose reduzida de NPK.
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Fluorescéncia da clorofila a
Plantas coinoculadas apresentaram aumento nos parametros da fluorescéncia da

clorofila a Fo, Fm, Fv/Fm, gP e ETR em relagéo as plantas controle (C, C+). Enquanto
gN foi reduzido em plantas coinoculadas, quando comparadas a plantas controle (C, C+).
A coinoculacgdo incrementou os parametros de clorofila a em33% e 78% em F./Fo, 18%
e 3% para arelacdo F.’/Fm’, e em 32% e 55% de qP, O ETR teve aumento de 32% e 77%,

enquanto gN apresentou decréscimo de 41% e 55% (Figura 2).
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Figura 2: Atividade potencial dos centros de reacdo do PSII (A), coeficientes de extin¢do
fotoquimica (B), taxa de transferéncia de elétrons (C), eficiéncia fotoquimica efetiva do PSII (D)
e coeficientes de extingdo ndo fotoquimica (E) em folhas de Urochloa brizantha cv Marandu
inoculadas com Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-12, UFRA-52) e Bacillus
subtilis com formulacdo (Mix). (*) Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste SNK
(p<0.05). C = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose reduzida de NPK; C+ = Plantas ndo
inoculadas e adubadas com dose maxima de NPK; MIX = Plantas coinoculadas e adubadas com
dose reduzida de NPK.
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indice SPAD e contetido de clorofilas
Plantas coinoculadas com B. subtilis e T. asperellum apresentaram incrementos

significativos no indice SPAD, Chl,, Chly e Chla+Chl,, quando comparadas a plantas
controle (C e C+). O incremento foi de 84% e 40% no indice SPAD, de 353% e 110%
no conteudo de Chla, de 349% e 100% no conteudo de Chlb, e de 352% e 107% no
contetdo de Chla+Chlb (Figura 3).
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Figura 3: Indice SPAD(A), contetido de clorofila a (B), clorofila b (C), e clorofila total a+b (D)
de Urochloa brizantha cv Marandu inoculadas com Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-
09, UFRA-12, UFRA-52) e Bacillus subtilis com formulac&o (Mix). (*) Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste SNK (p<0.05). C = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose
reduzida de NPK; C+ = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose méaxima de NPK; MIX =
Plantas coinoculadas e adubadas com dose reduzida de NPK.

Conteudo de carboidratos soluveis
Plantas coinoculadas obtiveram aumento nas concentragdes de todos o0s

carboidratos solveis, comparados a plantas controle com doses reduzidas (C) e com dose
maxima de NPK (C+). O incremento para glicose foi em 218% e 115%, para sacarose em
2659% a 36%, para frutose em 775% e 63% e de 178% e 80% de amido (Figura 4).
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Figura 4: Concentragdes de glicose (A), sacarose (B), frutose (C) e amido (D) de Urochloa
brizantha cv Marandu inoculadas com Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-
12, UFRA-52) e Bacillus subtilis com formulacdo (Mix). (*) Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste SNK (p<0.05). C = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose
reduzida de NPK; C+ = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose méxima de NPK; MIX =
Plantas coinoculadas e adubadas com dose reduzida de NPK.
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Parémetros de crescimento
A coinoculagdo com Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum (MIX),

proporcionou incrementos significativos nas varidveis avaliadas, exceto na taxa de
aparecimento foliar, quando comparado a plantas controle (C, C+). O incremento variou
entre 8% e 24% para comprimento da parte aérea, para comprimento de raiz foi de 14%
e 26%, para area foliar foi de 28% e 53%, para massa seca de parte aérea foi de 37% e
65%, para massa seca de raiz foi de 60% e 90%, para taxa de alongamento foliar foi

superior 30% (Figura 5).
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Figura 5: Altura (A), area foliar (B), comprimento de raiz (C) e massa seca da folha (D) de
Urochloa brizantha cv Marandu inoculadas com Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09,
UFRA-12, UFRA-52) e Bacillus subtilis com formulacdo (Mix). (*) Letras iguais ndo diferem
estatisticamente pelo teste SNK (p<0.05). C = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose
reduzida de NPK; C+ = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose méxima de NPK; MIX =
Plantas coinoculadas e adubadas com dose reduzida de NPK.
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Contetido Nutricional

Plantas coinoculadas com B. subtilis e T asperellum, apresentaram aumento no
conteddo nutricional foliar de 324% e 115% para N, de 387% e 80% para P, de 243% e
101% para K, comparadas ao controle com adubacéo reduzida (C) e com adubacdo total

(C+), respectivamente. (Figura 6).
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Figura 6: Conteldo nutricional de nitrogénio (A), fésforo (B) e potassio (K) de folha de Urochloa
brizantha cv Marandu inoculadas com Trichoderma asperellum (UFRA-06, UFRA-09, UFRA-
12, UFRA-52) e Bacillus subtilis com formulacdo (Mix). (*) difere estatisticamente pelo teste t
(p<0.05). C = Plantas ndo inoculadas e adubadas com dose reduzida de NPK; C+ = Plantas ndo
inoculadas e adubadas com dose maxima de NPK; MIX = Plantas coinoculadas e adubadas com
dose reduzida de NPK.
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Discussao
No presente estudo, foi confirmado a hip6tese que a coinoculagdo com B. subtilis

e T. asperellum proporciona incremento na eficiéncia do aparato fotossintético, aumentou
0 acumulo nutricional, na producéo de carboidratos solGveis e na biomassa do capim
Marandu. Plantas controle apresentaram reducao em todos os parametros de crescimento,
fisiologicos e bioquimicos em relacdo a plantas coinoculadas, o que indica que a
coinoculagdo otimizou o processo de crescimento por meio de mecanismos diretos e

indiretos.

O incremento na assimilacdo de CO2 (A) de plantas coinoculadas, pode estar
relacionado a maior abertura estomatica, sendo refletido no aumento da assimilacdo de
CO». Em condicBes adequadas, a maior abertura dos estdmatos pode ocorrer em fungéo
da ativacdo da bomba de potéssio, a partir da incidéncia da luz sobre as folhas (Inoue et
al., 2020). Outro componente importante é a concentracdo de clorofilas nas folhas, as
quais sdo responsaveis pela captacdo de energia solar para posterior transformacdo em

energia quimica.

Os microrganismos foram responsaveis pela maior absorcédo de N e K*, nutrientes
que atuam na sintese de clorofilas e abertura estomatica (Wen et al., 2019; Lim et al.,
2022). Neste contexto, a coinoculagdo aumentou a assimilagdo de carbono durante o
processo fotossintético, e essa condi¢do proporcionou maior crescimento da planta. A
maior troca gasosa de plantas coinoculadas também pode ser explicada em funcdo da
expressdo genética. A utilizacdo de micorriza proporcionou incremento nas trocas
gasosas em funcdo da maior abertura estomatica, comportamento o qual foi relacionado
pelos autores em funcdo da inoculacdo proporcionar maior expressdo de genes nas células

guarda que estdo ligados a sua abertura (Cheng et al., 2021).

Resultados similares também foram encontrados por Nascente et al., (2017), onde
verificaram que a aplicacéo de rizobactéria e Trichoderma aumentaram a assimilagéo de
CO2em plantas de arroz. Lopes et al., (2018) avaliando doses crescentes de nitrogénio
em capim Piatd, verificaram que o0 aumento da taxa fotossintética foi maior em plantas
inoculadas e com doses elevadas de N. Os incrementos encontrados nas trocas gasosas
foram relacionados em funcdo da abertura estomatica, na melhoria ocorrida no aparato
fotossintético e aumento da éarea foliar, os quais foram potencializados pelos

microrganismos envolvidos em funcéo dos seus mecanismos de agéo.
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A maior eficiéncia instantdnea de carboxilacdo (A/Ci) associada a maior
condutancia estomatica (Gs), sugere que plantas coinoculadas tiveram menor resisténcia a
difusdo de CO2 em funcédo da abertura estomatica e maior eficiéncia na sua reducdo. O
comportamento verificado em plantas coinoculadas, com maior abertura estomatica,
favorece elevada transpiracao (E), nessas condic¢des, ocorre maior perda de dgua (Kimura
etal., 2020). No entanto, quando a disponibilidade hidrica ndo é fator limitante para o seu
desenvolvimento, a maior abertura dos estdbmatos reduz a resisténcia a difusao de CO2,
favorecendo a atividade fotossintética, incrementando o crescimento da planta (Soltani;
Sinclair. 2012).

As varidveis da fluorescéncia da clorofila a tiveram incremento a partir da
coinoculagédo, em funcdo da maior expansédo foliar, permitindo que essas plantas tivessem
maior capacidade de absorcéo de energia. Neste contexto, 0s incrementos encontrados no
conteddo de clorofilas e nas trocas gasosas, também contribuiram para o melhor

desempenho das variaveis ligadas ao fotossistema 1.

O incremento encontrado em F./Fo, induzido pela coinoculagéo, sugere que 0s
microrganismos podem atenuar estresse, como a restri¢do nutricional, que podem causar
danos ao PSII. De acordo com Samaniego-Gamez et al., (2016) o incremento encontrado
nesta variavel, em funcdo da inoculacdo, pode minimizar efeitos negativos gerados por
condicGes de estresse que a planta pode passar. O rendimento quantico méximo do PSlI
(Fv’/Fm’) ¢ indicativo da eficiéncia na captura de energia através dos centros de reagdes

abertos do PSII (Bashir et al., 2021).

Plantas em condi¢Ges normais, sem estarem submetidas a fatores limitantes,
apresentam esta relacéo entre 0,75 e 0,85 (Santos et al., 2013). Resultados semelhantes
foram encontrados em plantas de espinafre inoculadas com Bacillus + Trichoderma
também apresentaram incremento no rendimento quantico, quando comparados a plantas

nédo inoculadas (Vitale et al., 2020).

Nesse estudo, também foi possivel perceber a maior capacidade de utilizagéo de
luz e a elevada eficiéncia do fotossistema I, através dos incrementos encontrados em qP
e na taxa de transferéncia de elétrons (ETR). Isso porque, segundo Krause; Weis (1984),
a gP e a quantidade de elétrons transferidos que foram utilizados no processo fotoguimico,
e este aumento indica maior taxa de transferéncia de energia no PSII, o que pode ter

favorecido o incremento na taxa de transporte de elétrons. A aplicacdo de
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microrganismos em tomate foi responsavel por gerar incrementos na fluorescéncia inicial,
maxima, rendimento quantico maximo e em ETR, assim como 0s encontrados neste
trabalho (Passari et al., 2019).

O incremento da fotossintese associado ao aumento da ETR e F,’/Fn’, indicam
que a eficiéncia do aparato fossintético foi otimizada em doses reduzidas de NPK, quando
associados a coinoculacdo com T. asperellum e B. subtilis. O aumento na taxa de
transporte de elétrons do PSII sugeri que o aceptor quinona (Q.) foi altamente oxidado e
a energia de excitacdo foi utilizado para o transporte de elétrons (Khalaj et al. 2019). A
partir dos dados obtidos, pode-se afirmar que a coinoculacéo de plantas possui potencial

de aumentar taxas de assimilagéo de CO- e crescimento do capim Marandu.

O incremento encontrado em gP contribuiu para menor geragéo e dissipacdo de
energia ndo fotoquimica (qN) em tratamento coinoculados. Valores reduzidos de gN
sugerem melhor controle dos mecanismos de fotoprotecdo dos pigmentos fotossintéticos,
e o incremento da eficiéncia fotoquimica € diretamente relacionada a integridade de
proteina, que séo responsaveis pelo transporte de agua para a clorofila associada ao PSII
(Ruban; Wilson. 2021).

Os incrementos encontrados no rendimento quéntico, dissipacdo fotoquimica e
reducdo na dissipacdo ndo fotoquimica em funcdo da aplicacdo dos microrganismos,
mostram a eficiéncia do fotossistema Il e servem como indicadores da performance
fotossintética da planta. Como observado em Phaseolus vulgaris L. inoculado com mix
de microrganismos (Higa. 2000), que contribuiu com aumento em 12,5% o rendimento

guantico maximo, em 7,7% a eficiéncia fotoquimica e em 8% na ETR (Talaat 2019).

Os beneficios nas variaveis fisioldgicas também podem estar relacionados ao
conteddo nutricional adequado de NPK. Isso porque a deficiéncia de nitrogénio prejudica
a eficiéncia fotossintética, consequentemente, influéncia de forma negativa a
produtividade da forrageira (Aradjo et al., 2022). Além do N ser um componente
essencial na sintese de clorofila, atua também na formacdo de aminoécidos e acidos
nucleicos, sem o qual, a sintese de proteinas, enzimas, DNA e RNA, necessarios para as

células vegetais, seriam prejudicadas (Lopes et al., 2021b; Mitter et al., 2021).

No presente estudo, a coinoculagdo de T. asperellum com B. subtilis,
proporcionou maior conteudo de clorofila a, b, total e do indice SPAD. Porque

aumentaram a absorcdo do N, uma vez que esse nutriente faz parte da molécula de
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clorofila (Abadi et al.,, 2020). A maior fixacdo de nitrogénio induzida pelos
microrganismos inoculados, proporcionou maior expansao da area foliar e formacéo de
clorofilas, o que influenciou a concentracdo desses pigmentos fotossintéticos no capim
Marandu. Esses resultados demonstram que o uso desses microrganismos potencializou

o efeito da adubacéo.

Maior contetido de N, seguido de incremento do indice SPAD e da biomassa
também foi observado em Urochloa inoculada com bactérias endoliticas sob doses
reduzidas de fertilizantes (Kelemu et al., 2011). A inoculagdo com T. asperellum também
foi benéfica para Cana-de-agUcar, promovendo incremento médio de 15% no contelido
de clorofila a e clorofila b, quando comparadas a plantas ndo inoculadas (Scudeletti et al.,
2021). Chaudhary et al., (2021), demonstraram que a inoculacdo de Bacillus spp. em
plantas de milho aumentou o conteudo de clorofilas. O contetido de clorofila a e b em
plantas de milho tiveram aumento significativos em funcdo da inoculagdo com T.
asperellum (Fu et al., 2018). Os resultados citados anteriormente, estdo de acordo com 0s
encontrados neste estudo, pois indicam que a inoculacdo desses promotores de
crescimento, em plantas da familia Poaceae, sdo responsaveis por aumentar a quantidade

de pigmentos fotossintéticos, por aprimorar a aquisi¢do de N.

A eficiéncia instantdnea de carboxilacdo também apresentou incrementos
significativos a partir da maior assimilagcdo de CO2 em plantas inoculadas. Resultando
em incrementos significativos nos carboidratos solGveis em folhas de capim Marandu. E
possivel afirmar que os microrganismos utilizados foram responsaveis pelo aumento do
contetdo de carboidratos, por agirem no metabolismo de formacdo desses agucares a
partir da sintese de enzimas envolvidas no processo de reducdo de carboidratos

complexos.

Resultado semelhantes foram descritos por Bisht, Mishra e Chauhan (2020), onde
verificaram que plantas de arroz inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens com doses
reduzidas, tiveram maior contetdo de carboidratos, os quais foram relacionados a
expressao de B-glicosidase e frutose-1,6-bifosfato, que sdo enzimas envolvidas na rota
glicolitica, responsaveis pela produgdo de acucares. Plantas de arroz inoculados com
Trichoderma também foram verificados aumentos nos conteudos de carboidratos
solaveis, o qual foi proporcionado pela maior atividade enzimatica da celulase, xilanase.
A maior atividade dessas enzimas foi responsavel pela maior producdo de hexoses e

pentoses (Pan et al., 2018).
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A maior concentracdo de amido em plantas inoculadas, demonstra que a producéo
e fornecimento de sacarose para 6rgdos dreno foi ideal para o seu desenvolvimento.
Tendo em vista que em situacdes que o vegetal ndo esta em condicdo de estresse, 0
comportamento natural da planta é de armazenamento do amido durante o dia e consumo
do mesmo durante a noite (Taiz; Zeiger. 2006). Neste estudo, a maior producdo desse
acucar de reserva pode ter contribuido para o maior desenvolvimento de plantas
inoculadas. Pois, durante a noite, a maior disponibilidade dessa fonte de reserva pode ter

permitido maior utilizagdo e transporte para 6rgdos dreno.

A coinoculacdo com T. asperellum e B. subtilis também incrementou a
concentracdo de NPK e os parametros de crescimento das plantas (Figuras 5 e 6). O uso
dos biopromotores foram benéficos em reduzir a adubacdo em 28% de N, 36% de P e
35% de K, a partir de mecanismos de solubilizacdo, mineralizacdo, fixacdo de nutrientes,
producdo de &cidos orgénicos e sideroforos (Laslo; Mara. 2019). O efeito positivo da
coinoculacdo em doses reduzidas de NPK pode ser atribuido a alteracdo da arquitetura
radicular (Win et al., 2018), pode ser relacionado a sintese de reguladores de crescimento,
0s quais estimulam o crescimento de pélos radiculares, permitindo melhor absorcéo de

agua e nutrientes do solo (Pérez-Montafio et al., 2014).

Resultados semelhantes aos encontrados neste estudo, foram reportados por
Khadka; Uphoff. (2019), Wang et al., (2020), avaliando o efeito de Trichoderma e
rizobacterias em plantas de arroz e trigo, respectivamente. Os autores encontraram 0s
maiores contetidos de N, P e K em plantas inoculadas, quando comparadas a plantas
controle. Os resultados foram associados a habilidade fixadora de N e capacidade de
solubilizar P e K, os autores também relatam que os microrganismos utilizados
contribuem para a maior adaptabilidade a efeitos abidticos, como a restricdo nutricional,
reduz a competig¢do entre microrganismos por nutrientes, fazendo com que a planta possua

capacidade para o seu desenvolvimento.

Este estudo também comprova que Bacillus e Trichoderma sdo eficientes em
solubilizar e disponibilizar o P para planta, o que também incrementa o processo
fotossintese e atividades de enzimas, uma vez que esse nutriente faz parte de moléculas
organicas como a adenosina difosfato (ADP) e trifosfato (ATP), contribuindo na
transferéncia e armazenamento de energia (Bang et al., 2021). Yin et al., (2015) ao fazer
associacdo com fungos solubilizadores de P tiveram incrementos significativos na

biomassa radicular, o qual foi associado a producao de &cidos organicos. Esses compostos
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organicos sao responsaveis pela solubilizacdo de P, a partir da acidificacdo do meio, e a
maior disponibilidade desse nutriente contribui para maior desenvolvimento radicular.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Stephen et al., (2015), em plantas

de arroz inoculadas com bactéria solubilizadora de fosfato.

O incremento do potassio também foi benéfico a planta, esta envolvido na
ativacdo de enzimas, formacéo de proteinas e fotossintese (Lopes et al., 2021a; Bang et
al., 2021). O maior desenvolvimento radicular de plantas coinoculados contribuiu
diretamente para a maior absorcdo deste nutriente, pois a arquitetura radicular destas
plantas permitiu que houvesse maior contato do nutriente e consequentemente maior

possibilidade de absorgéo.

A aplicacdo de biopromotores associado a redugdo de fertilizagdo mineral,
também foi relatado por Naher et al., (2016), onde verificaram maior teor nutricional em
graminea, em funcdo dos mecanismos de fixacdo e solubilizacdo dos microrganismos
inoculados, quando comparadas ao tratamento com 100% de NPK ndo inoculado. A
producdo de fitohormdnios como &cido indolacético (AlA), ligados ao maior
desenvolvimento radicular, também influencia a maior absor¢&o, pois como descrito, ha
0 maior contato das raizes e de pélos radiculares com agua e nutrientes do solo (Liu et al.,
2018).

As melhorias no aparato fotossintético e na maior absorcdo de nutrientes, como
resultado da coinoculacédo, foi refletido na morfometria do capim Marandu. Plantas
coinoculadas apresentaram maior altura, comprimento de raiz, area foliar, massa seca e
taxa de alongamento foliar (TAIF). Os resultados, confirmam a hipdtese que plantas
coinoculadas com T. asperellum e B. subtilis (Mix), promovem maior crescimento do
capim. A interacdo benéfica entre microrganismos em pastagem também foi observada
por Djonova et al., (2016) e Lopes et al. (2020) onde a coinoculagdo promoveu
incrementos significativos na producdo de biomassa, e esses resultados foram
relacionados como sendo acdo dos microrganismos por meio dos seus mecanismos

diretos e indiretos.

Beneficios da inocula¢do em graminea também foram encontrados por Ehteshami
et al., (2018). Nesse estudo, plantas coinoculadas com microrganismos promotores de
crescimento apresentaram aumento da parte aérea quando comparado ao tratamento que

recebeu apenas fertilizacdo mineral. A inoculacdo de bactéria em graminea também
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apresentou incrementos significativos, em altura, matéria seca e fresca, nimero de folhas,
quando comparado a plantas com adubacéo inorganica (Shaaban; Khalil; Tantawy. 2015).
Estas respostas estdo relacionadas a maior possibilidade de aquisicdo dos nutrientes
aplicados, assim como, possivelmente, a maior producdo de acidos organicos ligados ao

crescimento da planta, que permite aumento dos parametros de crescimento.

A partir dos resultados encontrados, pode-se afirmar que o Bacillus subtilis e
Trichoderma asperellum, os quais também sdo promotores de crescimento em outros
géneros, espécies, variedades e cultivares da familia Poaceae, otimizaram o aparato
fotossintético da planta, aumentaram a producdo de fotoassimilados e absorcdo dos

nutrientes, os quais foram refletidos no crescimento do capim.
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4 Conclusdo
A coinoculagdo com Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum promoveu maior

eficiéncia do aparato fotossintético, maior absorcdo e acimulo nutricional em capim
Marandu. O desenvolvimento inicial do capim, avaliado a partir trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a e conteudo de carboidratos solUveis, apresentaram maiores
incrementos nos pardmetros biométricos e acimulo de nutrientes, nos tratamentos
coinoculados. Desta forma, é possivel dizer que o uso em conjunto de B. subtilis e T.
asperellum é uma alternativa viavel para a reducdo de insumos minerais, aumentando a
disponibilidade de NPK para a planta. O que por sua vez seria altamente benéfico no
estabelecimento do pasto, pois a maior absor¢éo e utilizagdo dos nutrientes conduziria ao
maior rendimento e cobertura mais rapida do solo em pastagens formadas com capim

marandu.
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