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RESUMO 

 

A expansão do Mercado de inoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento em plantas tem 
permitido um aumento no uso de tecnologias e práticas sustentáveis nos sistemas agrícolas atuais, 
incuindo-se no cultivo de gramíneas. A técnica de inoculação simultânea de diferentes linhagens de 
microrganismos tem sido utilizada visando reduzir a aplicação de fertilizantes químicos, mitigar os efeitos 
de estresses abióticos e bióticos, além de promover ganhos no desempenho fotossintético. Desta forma, 
objetivou-se avaliar as características produtivas e fisiológicas do capim-marandu inoculado com 
bactérias promotoras de crescimento vegetal na ausência de suplementação de nitrogênio. O 
experimento foi conduzido em casa de vegetação em delineamento em blocos casualizados, constando 
da inoculação do capim-marandu com duas linhagens de bactérias, inoculadas de forma simultânea e 
em separado, sem adubação nitrogenada. Todos os parâmetros avaliados – altura de plantas, número 
de perfilhos (NPER), número de folhas (NF), massa seca (MS), teor de clorofila, a atividade 
fotossintética, fluorescência da clorofila a, comprimento de raízes (COMPR) e massa seca de raízes 
(MSR) – apresentaram incrementos significativos no tratamento onde houve a inoculação conjunta das 
linhagens de bactérias. Além disso, o efeito sinergístico da co-inoculação de bactérias resultou em um 
menor estresse nas plantas, estimado pela razão entre a fluorescência variável e fluorescência máxima 
da clorofila (Fv/Fm). Desta forma, a análise dos dados experimentais evidencia a atividade sinergística 
das duas linhagens de bactérias avaliadas, proporcionando uma série de ganhos em características 
produtivas e fisiológicas do capim-marandu. Os resultados obtidos sugerem um grande potencial na 
aplicação das bactérias na produção de forragem, visando um aumento de produtividade, mitigando os 
efeitos do estresse pela deficiência de nitrogênio. 
 

Palavras-chave: Fotossíntese. Inoculantes. Produção de biomassa. Urochloa brizantha. 

 



ABSTRACT 

 

The expansion of the market for inoculants containing plant growth-promoting bacteria has allowed an 
increase in the use of sustainable technologies and practices in current agricultural systems, including the 
cultivation of grasses. The technique of simultaneous inoculation of different strains of microorganisms 
has been used to reduce the application of chemical fertilizers, mitigate the effects of abiotic and biotic 
stresses, in addition to promoting gains in photosynthetic performance. Thus, the objective was to 
evaluate the productive and physiological characteristics of marandu grass inoculated with plant growth 
promoting bacteria in the absence of nitrogen supplementation. The experiment was carried out in a 
greenhouse in a randomized block design, consisting of the inoculation of marandu grass with two strains 
of bacteria, inoculated simultaneously and separately, without nitrogen fertilization. All parameters 
evaluated - plant height, number of tillers (NPER), number of leaves (NF), dry matter (MS), chlorophyll 
content, photosynthetic activity, chlorophyll a fluorescence, root length (COMPR) and mass dry roots 
(MSR) - showed significant increments in the treatment where there was the joint inoculation of the strains 
of bacteria. In addition, the synergistic effect of co-inoculation of bacteria resulted in less stress on plants, 
estimated by the ratio between variable fluorescence and maximum chlorophyll fluorescence (Fv/Fm). In 
this way, the analysis of the experimental data shows the synergistic activity of the two strains of bacteria 
evaluated, providing a series of gains in productive and physiological characteristics of marandu grass. 
The results obtained suggest a great potential in the application of bacteria in the production of forage, 
aiming at an increase in productivity, mitigating the effects of stress due to nitrogen deficiency. 
 

Keywords: Photosynthesis. Inoculants. Biomass production. Urochloa brizantha. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Uma característica da pecuária brasileira é possuir a maior parte dos rebanhos criados a pasto, 

que se constitui na prática mais econômica dos sistemas de criação (RIBEIRO JÚNIOR, 2015). Os níveis 

produtivos destas pastagens, no entanto, estão abaixo de sua capacidade de suporte, uma vez que a 

exploração extrativista tem favorecido o aumento da degradação das pastagens. Estima-se que dos 160 

milhões de hectares ocupados por pastagens, no Brasil, aproximadamente 70% encontram-se em algum 

grau de degradação, ocasionado principalmente pela exploração extrativista do solo (DIAS-FILHO, 

2016). 

A reposição de nutrientes, em especial de nitrogênio e fósforo, é de grande importância durante o 

estabelecimento da forrageira e manejo de ciclos de pastejo, garantindo a manutenção de seu vigor e 

perenidade (CARNEIRO et al., 2017; SILVA et al., 2013). 

Contudo, tem-se buscado alternativas viáveis que minimizem os processos de degradação, 

tornando as pastagens mais produtivas e sustentáveis a um baixo custo; como a Integração Lavoura e 

Pecuária (ILP) (TORRES; ASSIS; LOSS, 2018) e a adoção de inoculantes, contendo bactérias 

promotoras do crescimento vegetal (BPCV) (KLOEPPER; SCHROTH, 1981). 

As BPCV pertencem a um grupo de microrganismos de vida livre, que possuem a capacidade de 

se associarem a raízes de plantas, sendo comumente encontrados, no solo e na rizosfera, que podem 

ainda colonizar alguns ou uma grande parte de tecidos de plantas (GLICK, 2012). 

Espécies de bactérias do gênero Azospirillum, tem sido amplamente estudadas, quanto a 

interação com espécies de gramíneas, destacando sua capacidade de promover a redução do nitrogênio 

atmosférico (N2), em forma assimilável pelas plantas e sobretudo quanto a produção de substâncias 

promotoras de crescimento vegetal, levando ao incremento de massa seca e raiz, de modo a reduzir 

gastos com adubações nitrogenadas e tornando o sistema sustentável (FUKAMI et al., 2017). 

Já espécies do gênero Bacillus, comumente encontradas no ambiente, possuem capacidade de 

solubilizar fosfato e agem no controle biológico por competição, liberação de antibióticos e sideróforos, 

além de liberarem no solo hormônios reguladores do crescimento de plantas como auxinas e giberelinas 

(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). 

O funcionamento do fotossistema II é dependente do teor de clorofila, que por sua vez, é 

dependente do teor de nitrogênio disponível (TAIZ; ZEIGER, 2013). Desta forma, a utilização de 

microrganismos como forma de inoculação pode promover ganhos produtivos aumentando a 

disponibilidade de nutrientes essenciais às plantas e promovendo maior taxa fotossintética. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar características produtivas e fisiológicas do capim-marandu, inoculado com bactérias 

promotoras do crescimento vegetal sem adubação nitrogenada. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar os parâmetros de produção do capim-marandu, inoculado com Azospirillum 

brasilense e Bacillus sp de forma isolada e simultânea; 

 Estimar diferenças entre os métodos de inoculação utilizando Azospirillum brasilense e 

Bacillus sp via sementes e pulverização foliar em capim – marandu; 

 Determinar incrementos no aparato fotossintético através da inoculação de capim- 

marandu com bactérias promotoras do crescimento.  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Cenário das pastagens brasileiras 

 

Diante da demanda por produtos de origem animal tem-se buscado cada vez mais, por 

alternativas tecnológicas que melhorem o sistema da produção do rebanho, de forma a possibilitar maior 

qualidade e produtividade (HOFFMANN et al., 2014).  

Tal fato tem contribuído ainda, para a busca e desenvolvimento de espécies forrageiras que sejam 

tolerantes ao estresse hídrico, ao ataque de pragas e doenças e que possuam elevado teor nutricional, 

melhorando assim, o desempenho animal, tendo em vista o aumento na quantidade e qualidade dos 

subprodutos (ZANUZO; MULLER; MIRANDA, 2010). 

O Brasil se destaca frente à produção animal, por possuir o maior rebanho comercial do mundo e 

vem assumindo liderança no mercado mundial de carnes. Esta vantagem competitiva dentre os países, 

se dá pelas grandes extensões territoriais e condições edafoclimáticas que permitem a criação a pasto, 

que favorece o potencial para suprir a demanda mundial (RIBEIRO JÚNIOR, 2015). 

A utilização sustentável das pastagens para alimentação de ruminantes deve ser de grande 

relevância, uma vez que este sistema de criação representa a principal e mais econômica forma de 

produção, garantindo assim, maiores lucros (DIAS-FILHO, 2016). 

De acordo com este mesmo autor, aproximadamente 160 milhões de hectares de terra são 

ocupadas por pastagens naturais ou implantadas no Brasil, o que representa 20% de sua área 

agricultável. Essa vasta área de pastagem torna-se a base dos sistemas de produção de bovinos, de 

modo a fornecer os nutrientes necessários para o desenvolvimento do rebanho a baixo custo (SANTANA 

et al., 2010). 

Entretanto, a produtividade do rebanho brasileiro alcança patamares de baixos índices zootécnicos 

devido à falta de conhecimento quanto aos limites do manejo das forrageiras utilizadas nos sistemas de 

produção (RIBEIRO JÚNIOR et al., 2015).  

A exploração extrativista da pecuária tem contribuído significativamente para a redução da 

qualidade e capacidade de suporte, tendo em vista o consequente aumento do processo de degradação 

das áreas de pastagens e consequentemente dos solos (COSTA; OLIVEIRA; FAQUIN, 2010). 

 O processo de degradação é favorecido pela falta de planejamento, uso excessivo das taxas de 

lotações, falha no estabelecimento, escolha inadequada da espécie para o local, não execução da 

adubação e manejo inadequado do solo (DIAS-FILHO, 2016). 

Para obtenção de boa produtividade, persistência e qualidade da forragem, a escolha da espécie 

forrageira adequada deve ser fundamental de modo que esta, possua mecanismos capazes de se 

adaptar as condições edafoclimáticas relacionadas a região desejada (PEREIRA et al., 2013).  

Cerca de 80% das pastagens brasileiras são formadas por espécies do gênero Urochloa 

(ABRASEM, 2012), sendo a cultivar Marandu detentora de grande popularidade dentre os produtores 

(ZANUZO; MULLER; MIRANDA, 2010). 
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3.2 Urochloa brizantha cv. Marandu 

 

O gênero Brachiaria, (Syn. Urochloa), pertence à tribo Paniceae; subfamília Panicoideae e família 

Poaceae e é constituído por aproximadamente 100 espécies (EMBRAPA, 1984). Possui seu centro de 

diversidade no continente Africano, e está difundida em várias regiões tropicais e sub-tropicais, tendo se 

adaptado às condições do Brasil e comumente utilizada no território nacional (SHIRASUNA, 2012). 

Espécies deste gênero ocupam em torno de 77% das áreas de pastagens no Brasil (DIAS- FILHO, 

2016). O grande interesse entre os pecuaristas por espécies deste gênero se deve a sua boa 

adaptabilidade, alta produção de matéria seca, facilidade no seu estabelecimento, facilidade de 

persistência, alto valor nutritivo, apresentam em geral, poucos problemas de doenças, além disso, 

possuem crescimento expressivo durante boa parte do ano (COSTA; FAQUIN; OLIVEIRA, 2006). 

Devido às buscas por forrageiras cada vez mais adaptável às diversas condições de clima, solo e 

temperatura, bem como espécies de alto teor nutritivo e boa produtividade, o melhoramento genético de 

forrageiras tem ganhado força e contribuído para o lançamento de novas cultivares no mercado 

(EMBRAPA, 1984). Dentre eles, a cultivar Marandu foi introduzida em 1965, e desde então vem se 

destacando entre as mais utilizadas, por suas qualidades (EMBRAPA, 2008). 

O capim-marandu, como é conhecido popularmente, é uma cultura perene, apresenta perfilhos 

eretos, é uma forrageira de crescimento cespitoso, atingindo entre 1,5 a 2,5 metros de altura, possui 

folhas pouco pilosas na face ventral e sem pilosidade na face dorsal, bainhas pilosas e inflorescências 

que atingem até 40 cm de comprimento, produzindo entre quatro e seis rácemos. A forrageira apresenta 

excelente palatabilidade, resistência ao pisoteio e elevado aporte de proteína (EMBRAPA, 1984). 

Apresenta sistema radicular vigoroso e profundo, por apresentar tolerância a deficiência hídrica, ao frio e 

ao sombreamento (BARDUCCI et al., 2009), apresenta resistência ao ataque das cigarrinhas das 

pastagens e a redução do valor nutritivo ocorre de forma lenta, uma vez que seu florescimento é tardio 

(CABRAL et al., 2016). 

O capim-marandu adapta-se bem em solos de média a alta fertilidade (BARDUCCI et al., 2009), o 

que requer investimento em adubação para manutenção dos nutrientes do solo e absorção pelas plantas 

(DIAS-FILHO, 2011). O nitrogênio é um dos nutrientes mais requeridos e que propiciam aumento 

expressivo na produção de gramíneas, pois é de grande importância no metabolismo celular (BÜLL, 

1993).  

 

3.3 Nitrogênio e clorofila 

 

O nitrogênio (N) é o elemento mais abundante da atmosfera, contudo, a maior parte deste é 

encontrado na forma gasosa (N2) não sendo possível sua absorção por plantas e animais, por ser 

estável, possui pouca tendência em reagir com outros elementos (HUNGRIA et al., 2010). Além disso, é 

considerado o nutriente mais limitante para o crescimento das plantas, em seu ambiente comum, com 

exceção da água (FRANCO; DÖBEREINER, 1994).   

Para que o nitrogênio seja assimilado e entrar na composição das plantas, este elemento deve 

estar na forma fixada, através da quebra da tripla ligação covalente existente entre os dois átomos de N, 

produzindo amônia (NH3) ou nitrato (NO3
-), a sua fixação pode ocorrer através de processos naturais, 

industriais ou através da ação biológica de microrganismos (TAIZ; ZIEGER, 2013). 



17 
 

Segundo estes mesmos autores, o nitrogênio é componente essencial nos vegetais, e responsável 

por várias reações químicas, além de compor biomoléculas como NADH, ATP, NADPH, clorofila, 

enzimas, proteínas e outros elementos secundários.  

A clorofila é um pigmento associado a atividade fotossintética e ao estado nutricional das plantas 

(ZOTARELLI et al., 2003). O parâmetro mais utilizado para determinação do nível de N na planta é o teor 

relativo de clorofila na folha, uma vez que tais fatores possuem correlação positiva entre si (BARBOSA 

FILHO et al., 2009). Isso se deve ao fato de que cerca de 50 a 70% do N total das folhas, serem 

integrantes de enzimas associadas ao cloroplasto, que por sua vez, é uma organela rica em clorofila 

(CHAPMAN; BARRETO, 1997). 

O suprimento e metabolismo do nitrogênio afeta ainda a capacidade fotossintética da planta, uma 

vez que parte deste nutriente é alocado em forma de proteínas que são ligadas à fotossíntese, nas folhas 

(CARELLI et al., 1996). Além disso, o processo da fotossíntese é dependente de compostos 

nitrogenados como enzimas e pigmentos fotossintéticos, para que ocorra a produção de compostos de 

carbono que fazem a composição da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013). Já nas raízes ocorre a importação 

dos carboidratos produzidos nas folhas, para que, após a metabolização, possam gerar energia e 

fornecer carbono para incorporação do nitrogênio em aminoácidos (OAKS; HIREL, 1985). 

O processo de fotossíntese ocorre através da energia luminosa, que é absorvida pelas moléculas 

de clorofila e alteram sua configuração eletrônica. Este pigmento passa de seu estado fundamental para 

o estado excitado (mais alto nível energético). Em seguida esta energia absorvida é dissipada pelos 

pigmentos fotossintéticos de 3 maneiras: 1. Dissipação fotoquímica: utilização da energia luminosa para 

os processos fotoquímicos da fotossíntese, representada pelo quenching fotoquímico. 2. Dissipação não 

fotoquímica: produção de calor em radiação infravermelha, representado pela quenching não 

fotoquímico. 3. Fluorescência: é a emissão da radiação na região de luz visível (vermelho e vermelho 

distante), tais processos ocorrem de forma competitiva, uma vez que o aumento na eficiência de um, 

acarreta redução de outros dois. Desta forma, quando o rendimento quântico fotossintético é máximo, a 

fluorescência e a liberação de calor, são mínimas (BUSCHMANN; PREHN; LICHTENTHALER, 1994). 

A mensuração dos parâmetros da fluorescência tem sido muito utilizada para análises da 

capacidade e qualidade fotossintética das plantas, uma vez que se destaca como método não destrutivo 

capaz de predizer qualitativamente e quantitativamente a absorção e aproveitamento da energia 

luminosa (FONTES et al., 2008). 

De acordo com Maxwell; Johnson (2000) existe uma extensa opção de sinais utilizados para 

avaliação das variáveis das atividades fotossintéticas, sendo os sinais básicos da fluorescência da 

clorofila a; Eficiência no transporte de elétrons (ETR), Fluorescência inicial (F0), Fluorescência máxima 

(Fm), Fluorescência variável (Fv), e a Razão entre a fluorescência variável e a fluorescência máxima 

Fv/Fm, sendo comumente utilizados como indicadores de estresse nas plantas. 

De acordo com Cassol; Falqueto; Bacarin (2007) a ETR representa o valor de elétrons 

transportados por m2 em um intervalo de um segundo e é diretamente correlacionado à radiação 

fotossintéticamente ativa (RFA) incidente sobre a folha.  

A F0 reflete o estado da clorofila a do complexo antena, isto é, representa a medida da distribuição 

do elétron a caminho, entre a molécula da qual ele foi ejetado até a migração para o centro de reação 

fotossistema II (PSII) (BOLHÀR-NORDENKAMPF; ÖQUIST, 1993). 
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A Fm é atingida quando todos os centros de reação estão abertos, este estado é obtido aplicando-

se um bloqueador do fluxo de elétrons do PSII (como o herbicida DIURON), ou através da adaptação da 

planta ao escuro por 30 minutos (PORTES, 1990). 

A Fv é a diferença entre a Fm e F0, que é definida pela quantidade de pigmentos do PSII e se 

destaca por ser vulnerável ao fluxo de elétrons através dos centros de reações e às mudanças que 

ocorrem na estrutura da membrana dos tilacóides (GEORGIEVA; YORDANOV, 1993). 

A razão entre a fluorescência máxima e a fluorescência variável (Fv/Fm) determina a eficiência 

quântica do transporte dos elétrons através do PSII (BACARIN; MOSQUIM, 2002). 

Para Lu; Zhang (2000), a Fm e a Fv/Fm são influenciadas pela adubação nitrogenada em plantas de 

milho. Desta forma, a nutrição das plantas influencia o funcionamento do aparato fotossintético. 

No entanto, o elevado custo com adubações nas pastagens, principalmente quando considerada 

as grandes extensões de área cultivada tem tornado a prática dispendiosa (CABRAL et al., 2016). 

Assim, tem-se buscado cada vez mais alternativas que minimizem os custos de produção, 

elevando o potencial produtivo da forragem de forma sustentável, como a utilização de bactérias 

promotoras do crescimento de plantas (LEITE et al., 2018). 

 

3.4  Utilização de microrganismos promotores de crescimento em plantas 

 

Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) pertencem a um grupo de microrganismos 

de vida livre, que possuem a capacidade de se associarem a raízes de plantas, sendo comumente 

encontrados, no solo e na rizosfera, que podem ainda colonizar alguns ou uma grande parte de tecidos 

de plantas (GLICK, 2012). 

A região próxima ao sistema radicular tem grande influência sobre a proliferação destes 

microrganismos, uma vez que ocorre liberação de compostos orgânicos que são disponibilizados para o 

meio por secreção, exsudação e deposição, podendo ser utilizados como fonte de carbono e energia 

para o crescimento microbiano, favorecendo e aumentando a associação planta-microrganismo 

(DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003). 

Em contrapartida, uma variedade de mecanismos realizados por estes microrganismos favorece o 

crescimento vegetal (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Dentre eles a disponibilização de nutrientes 

essenciais, através da solubilização de fosfato (ESTRADA et al., 2013) a fixação biológica de nitrogênio 

(FBN) (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007), a 

produção de sideróforos (LOACES; FERRANDO; SCAVINO, 2011) e a capacidade de produzir e liberar 

fitohormônios. 

De acordo com Sobral (2003) estes mecanismos, regulados por microrganismos, podem fornecer 

benefícios de modo direto e indireto. Sendo os diretos relacionados ao aumento da concentração de 

nutrientes e os indiretos o favorecimento no controle biológico, através da competição entre 

microrganismos por nutrientes, resistência a doenças pela produção de substância que captam ferro, 

conhecidas como sideróforos e pela liberação de antibióticos.  

Além disso, podem promover maior tolerância ao estresse hídrico pela capacidade de proporcionar 

aumento de raízes e formar biofilme em volta destas, aumentando a liberação de polímeros, como 

extracelulares, contendo oligossacarídeos e polissacarídeos que aumentam a capacidade de retenção 

de água (RUBIN; VAN GROENIGEN; HUNGATE, 2017).  
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Os principais gêneros bacterianos Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, 

Agrobacterium e Azospirillum, apresentam grande importância para interação microrganismo – planta, 

pois são capazes de promover o crescimento de plantas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). 

 

3.4.1  Azospirillum brasilense 

 

O gênero Azospirillum, pertence ao grupo de bactérias promotoras do crescimento vegetal e foi 

identificado por Joana Dobereiner na década de 70 (TARRAND; KRIEG; DÖBEREINER, 1978). 

São microrganismos procariontes pertencentes à subclasse das α-Proteobactérias, que comporta 

uma gama de bactérias associativas. São bactérias gram-negativas, de vida livre e se apresenta 

amplamente distribuído sobre os solos tropicais e subtropicais (TARRAND; KRIEG; DÖBEREINER, 

1978). Estas bactérias possuem formato de bastonete comumente uniflagelados de movimento vibratório 

(HALL; KRIEG, 1984). 

Espécies do gênero Azospirillum, são capazes de colonizar a superfície de raízes e o interior de 

vegetais, através de processos variáveis quanto à espécie vegetal em questão, sendo, por isso, 

chamadas diazotróficas endofíticas facultativas (DÖBEREINER, 1992).  

A colonização externa se da no mucigel, formado pela liberação de exsudados, já a colonização 

interna, ocorre nos espaços intercelulares das raízes, mais especificamente na zona de elongação e 

pelos radiculares (DOBBELAERE et al., 2002). 

Dentre as bactérias encontradas na rizosfera de gramíneas o gênero de maior importância é o 

Azospirillum, tendo destaque para a espécie Azospirillum brasilense, que vêm sendo amplamente 

estudada, por ser facilmente encontrada e bem distribuída em solos tropicais e subtropicais 

(HARTMANN; BALDAM, 2006). 

De acordo com Nehl, Allem e Brown (1996), para que a interação entre bactéria e hospedeiro seja 

positiva, as estirpes de Azospirillum brasilense utilizadas devem ser capazes de competir com outros 

microrganismos do solo. Além disso, a escolha do genótipo, para inoculação, deve ser levada em 

consideração, uma vez que a bactéria é atraída pelos exsudados radiculares, que têm composição 

variada de planta para planta.  

Contudo, de acordo com Dobereiner (1977) o A. brasilense exibe resultados satisfatórios quando 

associado às plantas da família Poaceae como milho, aveia, trigo e arroz.  

O Azospirillum ssp. atua no crescimento vegetal por diversos mecanismos, sendo capaz de 

produzir hormônios como auxinas (MASCIARELLI et al., 2013), giberelinas (ESQUIVEL-COTE et al., 

2010); ácido abscísico (XU et al., 2018) e citocininas (CASSÁN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014) 

que atuam no crescimento e desenvolvimento das plantas. 

No entanto, a capacidade de BPCV atuarem na regulação do crescimento de plantas foi descrita 

inicialmente há cerca de 40 anos, sendo atualmente descrito por técnicas modernas, que a produção de 

reguladores como auxinas e etileno por bactérias é uma característica comum enquanto que a produção 

de citocininas são menos comuns e a produção de giberelinas em altas concentrações foi descrito 

apenas para duas linhagens do gênero Bacillus sp. (SOLANO; MAICAS; MAÑERO, 2008). 

De acordo com estes mesmos autores a produção e liberação de auxinas por estes 

microrganismos ainda não está bem evidenciada, alguns autores afirmam que esta capacidade advém 

do metabolismo relacionado ao triptofano e a biossíntese de auxinas funciona como alternativa de 
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desintoxicação. Outros autores, no entanto, propõem que auxinas possuem alguma função celular 

porque um claro relacionamento tem sido observado entre auxinas e os níveis de monofosfato adenosina 

cíclico (AMPc), o qual regula uma série de processos metabólicos. 

Bactérias do gênero Azospirillum têm capacidade de assimilar o nitrogênio atmosférico e 

transformá-lo em NH3, através do complexo da nitrogenase (REPKE et al., 2013). Este processo fornece 

nitrogênio para plantas de forma direta, por meio das associações bactérias-raízes, ou de forma indireta, 

através da morte dos organismos, liberando o nutriente no ambiente (LINDERMANN; GLOVER, 2003). 

Assim, o N fornecido através da fixação biológica é menos inclinado a lixiviação e volatilização, uma vez 

que este elemento é utilizado in situ, tornando-se um meio alternativo, de forma limpa e sustentável para 

o fornecimento de N para culturas comerciais (HUERGO, 2006). 

Segundo Campos et al. (2003), a Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) em leguminosas é 

facilmente caracterizada pela formação de nódulos nas raízes, realizada pela penetração e colonização 

das bactérias fixadoras. No entanto, para estes mesmos autores, em gramíneas, não há ocorrência da 

formação de nódulos, sendo a caracterização e avaliação deste processo, realizada pela observação de 

parâmetros que indicam a capacidade da planta de crescer e acumular o nitrogênio. 

Leite et al. (2018) avaliando produtividade do capim – marandu inoculados com Azospirillum 

brasilense, associados a diferentes doses de nitrogênio, em diferentes épocas do ano, destacaram que a 

inoculação favoreceu maior produção de biomassa e desenvolvimento de raízes no período da seca. 

Destacaram ainda que, a inoculação pode se apresentar como alternativa viável para minimizar impactos 

causados pela deficiência hídrica e degradação das pastagens brasileiras, sendo possível obter redução 

estimada de 20% na necessidade de fertilizante nitrogenado, no capim– marandu, inoculado com 

Azospirillum brasilense. 

Guimarães et al. (2011) observaram incrementos de 9% e 12% para número de folhas e número 

de perfilhos respectivamente, em plantas de capim-marandu inoculados com Azospirillum brasilense. 

Esquivel-Cote et al. (2010) destacaram ainda a capacidade desses microrganismos de estimular a 

atividade da enzima ACC - deaminase, para degradar o ácido 1-carboxílico-1-amino ciclopropano (ACC), 

e utilizar este ácido em seu metabolismo, promovendo a redução dos níveis de etileno na planta em que 

se encontra associado. A redução do etileno por sua vez, acarreta na redução da senescência dos 

tecidos vegetais, provocando longevidade celular (IQBAL et al., 2017). 

Azospirillum brasilense pode ainda, influenciar de forma indireta no desenvolvimento dos vegetais, 

através da supressão de patógenos, provocada pela produção de sideróforos e antibióticos (ASGHAR et 

al., 2002). 

 

3.4.2  Gênero Bacillus 

 

O gênero é formado por bactérias gram positivas, presentes em todo o ambiente de forma isolada 

ou em cadeia, podendo ser anaeróbias facultativas ou aeróbias móveis (QUINN et al., 2005). O gênero é 

composto por um vasto número de espécies com capacidade de produzir esporos, com até 10 mm de 

comprimento, o que lhes confere característica de adaptação e resistência, sendo tolerantes às 

condições adversas (VON STETTEN; MAYR; SCHERER, 1999). 

A maioria das espécies pertencentes ao gênero Bacillus spp. são microrganismos ambientais e 

não patogênicos (QUINN et al., 2005), sendo utilizados amplamente no controle biológico (SCHNEPF et 
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al., 1998), como BPCV (ARAÚJO, 2008), como probióticos (ELSHAGHABEE et al., 2017), como 

solubilizadores de fosfato (ZUCARELI, et al., 2018) e como fermentadores alimentícios (TAMANG; 

WATANABE; HOLZAPFEL, 2016). 

Estes microrganismos têm a capacidade de solubilizar e mineralizar o fósforo de fontes orgânicas 

e inorgânicas e serem usados como inoculantes visando o aumento da disponibilidade do fósforo para as 

plantas (RICHARDSON, 2001). Os microrganismos solubilizadores de fosfatos desempenham papel 

importante na liberação de formas inorgânicas de fósforo (Ca-P, Al-P e Fe-P), aumentando o teor deste 

nutriente na solução do solo, o que propicia melhor crescimento e maior rendimento das plantas 

(GOMES et al., 2017). 

Araujo, Guaberto e Silva (2012) observaram que a produção de auxinas e fosfatases pela 

inoculação de Bacillus sp. nas sementes de U. brizantha, foi relevante para promover o crescimento das 

plantas. Enquanto que Szilagyi-Zecchin et al. (2015), avaliando cepas distintas de Bacillus isoladas de 

milho observaram aumento de raiz e taxa de germinação em 39% e 56% respectivamente, além de 

promoverem alta produção de ácido indolacético (AIA). 

As bactérias deste gênero não são tidas como diazotróficas, (MANRIQUE et al., 2019) no entanto, 

autores têm destacado incremento significativo no teor de nitrogênio, quando se utiliza a inoculação com 

Bacillus sp. (AMIR et al., 2003; ARAÚJO, 2008; ANDRADE et al., 2014). 

Desta forma, a inoculação de pastagens utilizando bactérias promotoras do crescimento vegetal, 

além proporcionar incrementos na produtividade a um menor custo, garante a sustentabilidade do 

ambiente (LEITE et al., 2018). 
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5 ARTIGO 

 

5.1 Sinergismo entre Azospirilum brasilense e Bacillus sp. no capim- marandu promove 

incremento na produtividade e modulações fisiológicas 

 

 

O presente artigo encontra-se de acordo com as diretrizes da revista Journal of Plant Growth Regulation 
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RESUMO 

 

O sinergismo entre bactérias promotoras do crescimento vegetal podem contribuir para promover aumento na 

produtividade das pastagens e beneficiar o aparato fotossintético de forma sustentável. Objetivou-se com este 

trabalho avaliar as características produtivas e fisiológicas do capim-marandu, inoculado com Azospirillum 

brasilense e Bacillus sp. nas sementes e via pulverização foliar. O experimento foi conduzido em casa de vegetação 

em delineamento em blocos casualizados em fatorial 3 x 2 + 1. Foram avaliadas a inoculação isolada de A. 

brasilense, Bacillus sp. e o Mix de A. brasilense e Bacillus sp. e duas formas de inoculação (via sementes e via 

pulverização) mais uma testemunha adicional. Foram avaliadas altura de plantas, número de perfilhos (NPER), 

número de folhas (NF), massa seca (MS), teor de clorofila, taxa fotossintética, fluorescência da clorofila a, 

comprimento de raiz (COMPR) e massa seca de raiz (MSR). Foram observados incrementos quanto a altura de 

plantas, NPER, NF, MS e taxa fotossintética quando as plantas foram inoculadas com o mix, independente da forma 

de inoculação.  O mix promoveu aumento no aproveitamento de elétrons no fotossistema II (PSII) e menor estresse 

observado pela razão entre a fluorescência variável e fluorescência máxima da clorofila (Fv/Fm). Já o teor de 

clorofila, o comprimento de raiz (COMPR) e massa seca de raiz (MSR), foram maiores para os tratamentos 

inoculados com o mix nas sementes. A utilização do mix inoculado no capim-marandu, apresenta-se como 

alternativa sustentável para o aumento da biomassa de forragem e provoca modulações no aparato fotossintético, 

mitigando estresse pela deficiência de nitrogênio. 

 

Palavras-chave:  Bactérias promotoras de crescimento vegetal. Urochloa brizantha. Fluorescência da clorofila. 

Fotossíntese. Produção. 
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ABSTRACT 

 

The synergism between bacteria that promote plant growth can contribute to promote increased productivity of 

pastures and benefit the photosynthetic apparatus in a sustainable way. The objective of this work was to evaluate 

the productive and physiological characteristics of marandu grass, inoculated with Azospirillum brasilense and 

Bacillus sp. in the seeds and via foliar spray. The experiment was conducted in a greenhouse in a randomized block 

design in a 3 x 2 + 1 factorial. Isolated inoculation of A. brasilense, Bacillus sp. and the Mix of A. brasilense and 

Bacillus sp. and two forms of inoculation (via seeds and via spray) plus an additional control. Plant height, number 

of tillers (NPER), number of leaves (NF), dry matter (DM), chlorophyll content, photosynthetic rate, chlorophyll a 

fluorescence, root length (COMPR) and root dry weight were evaluated (MSR). Increments were observed for plant 

height, NPER, NF, MS and photosynthetic rate when the plants were inoculated with the mix, regardless of the form 

of inoculation. The mix promoted an increase in the use of electrons in photosystem II (PSII) and less stress 

observed by the ratio between variable fluorescence and maximum chlorophyll fluorescence (Fv / Fm). The 

chlorophyll content, root length (COMPR) and root dry mass (MSR), were higher for treatments inoculated with the 

mix in the seeds. The use of the inoculated mix in marandu grass is a sustainable alternative for increasing the forage 

biomass and causes modulations in the photosynthetic apparatus, mitigating stress due to nitrogen deficiency. 

 

Keywords:  Plant growth promoting bacteria. Urochloa brizantha. Chlorophyll fluorescence. Photosynthesis. 

Production. 
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INTRODUÇÃO 

O solo é constituído dentre outros componentes, por uma diversidade de microrganismos que formam uma 

complexa teia de interações. A biodiversidade de microrganismos existente é possível pelas interações benéficas e 

ou prejudiciais sobre as populações. Nas quais, as benéficas promovem efeito estimulante ao crescimento de outros 

microrganismos e as prejudiciais, acarretam na inibição do crescimento ou morte (Grobkopf e Soyer, 2014). 

De acordo com este mesmo autor, dentro da comunidade bacteriana as interações são competitivas, quando 

duas ou mais espécies consomem os mesmos recursos, e cooperativas, quando os metabólitos produzidos por uma 

espécie são consumidos por outra. A protocooperação, por sua vez, é um termo utilizado para determinar interação 

positiva, intra ou interespecífica, na qual uma espécie se beneficia da presença de outra, no entanto, a ausência de 

um deles, não atrapalha o crescimento de outra. Sendo, portanto, facultativa. 

Além das interações existentes dentro das comunidades bacterianas, estes microrganismos podem interagir 

com as plantas de forma negativa, causando patogenicidade, de forma neutra, sem causar nenhum efeito aos vegetais 

no ambiente, ou ainda, de forma positiva, liberando extracelulares que contribui para o crescimento e 

desenvolvimento das plantas (Philippot et al. 2013). 

Espécies do gênero Azospirillum e Bacillus, são conhecidas por proporcionarem maior desenvolvimento de 

plantas devido a fixação do nitrogênio atmosférico (Andrade et al. 2014; Hungria et al. 2010) produção e liberação 

de hormônios vegetais (Fukami et al. 2017; Matos et al. 2017), solubilização de fosfatos inorgânicos (Gomes et al. 

2017; Rodriguez et al. 2004), contribuindo para o aumento da produtividade. 

Tem sido observado ganhos produtivos em pastagens brasileiras, especialmente em braquiárias, inoculadas 

com bactérias promotoras do crescimento, e mitigação do estresse causado pelo longo período de estiagem, além de 

contruir de forma sustentável para redução da necessidade de fertilizantes nitrogenados e redução da degradação das 

pastagens (Fukami et al. 2017; Leite et al. 2018). 

A inoculação conjunta de espécies de BPCV pode promover aumentos produtivos através do sinergismo 

existente entre bactérias, aumentando a disponibilidade de nutrientes essenciais às plantas e promovendo maior taxa 

fotossintética. 

Wani et al. (2007) destacaram que a aplicação conjunta de bactérias fixadoras de nitrogênio e bactérias 

solubilizadoras de fosfato, em grão de bico, pode se apresentar como recurso biológico eficaz para o 

desenvolvimento de bioinoculantes econômicos, por proporcionarem maior rendimento de sementes e aumento no 

teor de proteína dos grãos. 

A utilização destas bactérias em sementes representa grande interesse econômico, havendo a necessidade de 

avaliação quanto aos efeitos da aplicação via pulverização foliar, que poderia impulsionar efeitos produtivos, devido 

a sua inoculação in loco, uma vez que tais bactérias têm a capacidade de colonizar a rizosfera e promover resultados 

inclusive na parte aérea (Tortora et al. 2012).  

Desta forma, teve-se como objetivo avaliar plantas de capim-marandu inoculadas com Azospirillum 

brasilense e Bacillus sp. nas sementes e através da pulverização foliar, quanto à produção e a fotossíntese. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Localização do Experimento 

O trabalho foi conduzido no Instituto de Ciências Agrárias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA-

UFMG), localizado no município de Montes Claros. O município está situado no Norte do Estado de Minas Gerais a 

650 m de altitude, e nas coordenadas geográficas de 16º43'S e 43º53'W. O clima da região é do tipo Aw, 
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megatérmico, com inverno seco e verão chuvoso (Alvares et al. 2013). A precipitação média anual é de 1.060 mm e 

a temperatura média é de 24,2°C. 

 

Microrganismos Utilizados 

As células bacterianas do gênero Bacillus sp., utilizadas no estudo pertencem à coleção do laboratório de 

Fitopatologia da Unimontes. Foi isolada e identificada por Souza et al. (2013) e a avaliação do seu potencial 

biotecnológico in vitro foi realizada por Andrade et al. (2014), Matos et al. (2017) e Gomes et al. (2017), sendo 

selecionado o isolado EB 40 (Bacillus sp.). Já as células de Azospirillum brasilense, foram isoladas do produto 

comercial Masterfix gramíneas que contém as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, com potencial biotecnológico evidenciado 

porFukami et al. (2017) e Hungria (2011). 

 

Tabela 1 – Caracterização das espécies utilizadas no ensaio de bioinoculação no capim-marandu, Montes Claros, 

MG, 2019 

ESPÉCIE  HABILIDADES  

Bacillus sp. (EB-40/GQ340516.1) 

 

FBN, AIA, SFI 

Azospirillum brasilense FBN, AIA 

Nota: Potencial biotecnotógico das espécies quanto a FBN – Fixação biológica de nitrogênio –, AIA – Produção e 

liberação de ácido indolacético – e SFI – Solubilização de fosfator inorgânicos –.  

 

Efeito antagonista de Bacillus sp. sobre Azospirillum brasilense em disco de difusão 

O efeito antagônico do crescimento dessas bactérias benéficas foi verificado pelo método descrito por Tagg 

e Mc Given (1971). A cultura pura do Azospirillum brasilense, em fase exponencial, foi inoculada em toda a 

superfície de uma placa 90 x 150 mm contendo meio dygs sólido (Rodrigues Neto et al. 1986). 

 Após 24 e 48 horas de crescimento em placa a 30°C, discos de papel de filtro com 6 mm de diâmetro, 

impregnados com 0,01 mL do inóculo contendo Bacillus sp., foram aplicados sobre a superfície da placa.  

O mesmo foi realizado utilizando placas contendo meio dygs sólido, e inoculadas com a cultura pura do 

Bacillus sp.. No mesmo dia da inoculação em placa, discos de papel de filtro com 6 mm de diâmetro, impregnados 

com o caldo dygs contendo isolados de Azospirillum brasilense cultivadas durante 48 horas a 30°C, foram aplicados 

sobre a superfície da placa contendo o meio sólido.  

Para os dois testes de avaliação do efeito antagonista, após o período de incubação de 24 horas e 30°C, foi 

verificada a presença ou ausência de halos de inibição, bem como a mensuração dos diâmetros dos halos produzidos 

de acordo com Santos (1984). Esse autor classifica como muito forte as zonas de inibição de 20 a 25 mm de 

diâmetro; inibição forte entre 15 a 19 mm, moderada entre 11 a 14 mm; fraca entre 9 a10 mm; e nenhuma inibição, 

menor que 9 mm. 

Os testes foram realizados em triplicata. 

 

Efeito antagonista de isolados de Bacillus sp. contra Azospirillum brasilense   por efeito cruzado 

O teste de inibição foi realizado de acordo com Mohammadou et al. (2014), inoculando-se uma única estria 

da cepa em uma placa de meio dygs sólido contendo púrpura de bromocresol (0,02 g.L-1) usando uma alça de 0,01 

mL. (Inóculo preparado e vertido em solução de NaCl 0,85%, de acordo com a escala 1 de MacFarland). 

As placas contenco Bacillus sp. foram incubadas por 24 horas e 48 horas para as placas contendo A. 

brasilense ambas a 30°C. Após o período de incubação, com uma pipeta de Pasteur, foi aplicada uma camada de 
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clorofórmio, cobrindo toda a faixa de bactérias, em seguida, as placas foram mantidas fechadas durante 10 minutos, 

para inativar todas as células vivas.  

As placas permaneceram abertas por mais 10 minutos, para evaporaçao de todo o clorofórmio tóxico. Em 

seguida, uma suspensão preparada de A. brasilense e Bacillus sp. em solução NaCl 0,85%, escala 1 de MacFarland, 

foram plicadas perpendicularmente à cepa inativada pelo clorofórmio usando alça de 0,01 mL. Em seguida as placas 

foram incubadas a 30 ºC por 24 e 48 horas para as placas contendo a suspensão de Bacillus sp. e A. brasilense 

respectivamente.  

O teste de inibição foi realizado em triplicata em capela de fluxo laminar, após o período de incubação foi 

observado a formação da zona de inibição de crescimento. 

 

Preparo do inóculo 

Após a validação dos testes de antagonismo entre Bacillus sp. e Azospirillum brasilense, foram realizados o 

preparo dos inoculantes líquidos contendo os respectivos microrganismos.  

 De acordo com a padronização da curva de crescimento, o Bacillus sp. foi cultivado em meio dygs sob 

agitação de 120 rpm a 30°C durante 7 horas, para obtenção de 2 x 108 células mL-1, enquanto que o Azospirillum 

brasilense, foi multiplicado em meio dygs, sob agitação de 120 rpm a 30°C durante 23 horas, para obtenção do 

mesmo número de unidades formadoras de colônias (UFC) (Relare, 2007). 

 O mix de bactérias foi obtido através da junção entre o meio líquido contendo Bacillus sp. ao meio 

contendo Azospirillum brasilense nas respectivas concentrações de 2 x 108 células mL-1, tomando as proporções de 1 

x 108 células mL-1 para ambas espécies. A contagem de células foi confirmada pela DO a 600 nm em 

espectofotômetro. 

 

Delineamento do experimento 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação durante os meses de junho a outubro de 2019, em 

delineamento em blocos casualizados em um esquema fatorial 3 x 2 + 1. O primeiro fator constituiu-se da utilização 

de três inoculantes (Bacillus sp., Azospirillum brasilense e um mix de Bacillus sp. + Azospirillum brasilense), o 

segundo fator de duas formas de aplicação (sementes e pulverização), e a testesmunha adicional, (sem aplicação de 

bactérias promotoras de crescimento). Todos os tratamentos não receberam adubação nitrogenada durante o 

experimento. Foram utilizadas quatro repetições totalizando 28 parcelas experimentais. 

 

Descrição do solo e adubação 

Foi utilizado o solo Latossolo Vermelho, coletados a profundidade de 0 a 20 cm.  O solo foi previamente, 

peneirado e esterelizado, em autoclave, sob temperatura de 120°C e pressão a 1,5 atm durante uma hora. 

Em seguida foi acondicionado em vasos, com capacidade de 7 dcm3 e foi realizada a adubação de plantio, 

utilizando super simples como fonte de fósforo na dose equivalente a 36 g. dm-3, com base na análise de solo que 

apresentou as seguintes características: pH 7,3; fósforo, 10,25 mg.dm3; potássio, 142 mg.dm3; Ca, 7,60 mg.dm3; Mg, 

1,30 cmolc.dm3; Al, 0 cmolc.dm3; saturação por base, 91%; areia fina, 8,30 dag.kg-1; areia grossa, 15,70 dag.kg-1; 

silte, 52 dag.kg-1; argila, 24 dag.kg-1 e matéria orgânica, 2,34 dag.kg-1. 

Foram plantadas 10 sementes por vaso, deixando apenas cinco plantas de Urochloa brizantha cv. Marandu 

após o desbaste 15 dias após o plantio (DAP).  
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Inoculação  

 As sementes utilizadas foram previamente desinfetadas, utilizando álcool 70% e hipoclorido de sódio a 1% 

durante 5 minutos, em seguida foram lavadas em água destilada estéril por 2 minutos.  

Após a desinfestação das sementes cada tratamento recebeu o inoculante pré-determinado. As sementes 

foram totalmente mergulhadas em um erlenmeyer contendo os inoculantes (A. brasilense, Bacillus sp. e A. 

brasilense + Bacillus sp.). As sementes permaneceram inoculadas sob agitação por 10 minutos, para melhor 

distribuição dos inoculantes sobre as sementes, na proporção equivalente a 300 mL. ha-1. Em seguida, foram 

colocadas para secar. 

Os tratamentos cujo inoculante foi adicionado via pulverização, foi realizada 30 DAP, quando foi realizado 

o corte de padronização e uniformização de todas as parcelas. Para tanto, foi utilizada a proporção equivalente a 300 

mL. ha-1 com auxílio de um spray pulverizador.  

As parcelas foram irrigadas, mantendo o solo a 60% da capacidade de campo. As variáveis agronômicas 

foram avaliadas a cada 30 dias após o corte de uniformização. 

 

Variáveis analisadas 

As variáveis agronômicas foram analisadas aos 30, 60 e 90 dias após o corte de padronização e 

uniformização das parcelas. Foram analisadas altura de plantas, utilizando régua graduada, da base do solo ao topo 

da planta mais alta. Foi obtido número de folhas (NF) e perfilhos (NPER), através da contagem total de órgãos 

vegetativos vivos. A massa seca por vaso (MS), obtida pelo corte da forragem, com altura residual de 10 cm, a 

forragem colhida foi previamente pesada e seca em estufa de ventilação forçada, sob temperatura de 55 °C durante 

72 horas (Silva e Queiroz, 2002). 

 O teor de clorofila foi obtido utilizando clorofilômetro portátil At – Leaf, no qual foram efetuadas 10 

leituras em cada parcela, no terço médio de cada folha, sendo escolhidas as mais novas e completamente expandidas. 

Considerou-se como valor representativo de cada parcela, a média das 10 leituras. 

 As variáveis fisiológicas foram avaliadas apenas no 1° corte, ou seja, aos 30 dias após o corte de 

uniformização. 

 A taxa fotossintética (A) (μmol. m-2.s-1) , a condutância estomática dos vapores de água (mol.m-1.s-1) , a 

taxa de transpiração (E) (molH2O.m2.s-1), a concentração de CO2 na câmara substomatal (µmol. mol-1), e a eficiência 

no uso da água (EUA) (mol CO2. mol H2O -1), estimada com base na relação da fotossíntese pela quantidade de água 

transpirada, foram avaliados, utilizando um analisador de gás infravermelho (IRGA), marca ADC, modelo Lcpro-

SD (Analytical Development Co. Ltd, Hoddesdon, Reino Unido), sob condições naturais de circulação de ar. As 

avaliações foram realizadas no terço superior das plantas, em uma folha completamente expandida, utilizando luz 

natural. Para condições ambientais mais homogêneas e leitura correta dos dados, as análises foram realizadas entre 8 

e 11 horas (Barros et al. 2017). 

A eficiência fotoquímica do fotossistema II (PS II) foi analisada utilizando o Fluorômetro Opti-Sciences 

para o claro e o escuro. Para adaptação ao escuro, foram colocadas pinças no terço médio da primeira folha 

totalmente expandida do leme basal mais desenvolvido durante 30 minutos, sendo obtidas a fluorescência mínima 

(F0) e a fluorescência máxima (Fm). Foi obtida a Fluorescência variável (Fv), através da diferença entre F0 e Fm.. Com 

isso, também foi determinada a eficiência fotoquímica, que é a razão entre a fluorescência variável e a fluorescência 

máxima (Fv/Fm) e a taxa de transporte de elétrons (ETR µmols de elétrons m -2.s -1) (Silveira et al. 2017). Foi 

realizada uma avaliação em cada parcela experimental. 
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 Ao fim do experimento, aos 90 dias após o corte de uniformização, as raízes foram separadas, e lavadas em 

água corrente. Foi realizada a mensuração do comprimento de raízes (COMPR), com auxílio de uma régua graduada 

e em seguida, as raízes foram colocadas em estuda com circulação forçada de ar a 55° durante 72 horas, ou até 

obtenção do peso constante, para determinação da massa seca de raízes (MSR). 

 

Análise Estatística 

Os resultados foram submetidos à análise de variância e comparados a testemunha, pelo teste Dunnet a 5% 

como nível crítico de probabilidade, sendo realizado o desdobramento de dados quando houve interação 

significativa, utilizando o pacote Expdes.pt (Ferreira et al. 2014). As médias dos fatores, quando significativas, 

foram comparadas entre si, pelo teste Tukey a 5% do nível de significância, utilizando o programa estatístico 

Rstudio. 

 

RESULTADOS 

 Ao analisar o efeito antagonista pelo método de disco difusão, não foi observado halo de inibição entre as 

bactérias, o que demonstra ausência de efeito deletério sobre o crescimento entre Bacillus sp. e Azospirillum 

brasilense (Figura 1). 

 

 

Fig. 1 Efeito antagonista entre Bacillus sp. e 

Azospirillum brasilense por meio do método de disco 

de difusão. (A) Placa contendo Bacillus sp. (EB-40) 

inoculadas com discos contendo Azospirillum 

brasilense; (B) placa contendo Azospirillum 

brasilense com 24 horas de crescimento e em seguida 

inoculadas com discos contendo Bacillus sp. (EB-

40); e (C) placa contendo Azospirillum brasilense 

após 48 horas de incubação, inoculada com discos 

contendo Bacillus sp. (EB-40). 

 

a 

b c 

b 

c 
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Não foi observado inibição de crescimento entre as bactérias testadas, pelo método do ensaio cruzado 

(Figura 2). 

 

           

 

 

Fig. 2  Teste de inibição entre Bacillus sp. sobre o Azospirillum brasilense por ensaio cruzado. (a) Ausência de 

inibição cruzada in vitro entre Azospirillum brasilense e Bacillus sp. (EB-40) e (B) ausência de inibição in vitro 

entre Bacillus sp. (EB-40) e Azospirillum brasilense (b) 

 

Algumas espécies de Bacillus sp. tem a capacidade de liberar exsudados, com capacidade antibiótica e 

antifúngica (Araújo et al., 1995; Liu et al., 2016), no entanto, as substâncias extracelulares de Bacillus sp. e A. 

brasilense não afetaram o crescimento em placas de petri de ambas as espécies, pelos métodos utilizados (Fig. 1 e 

Fig. 2), o que indica possibilidade na utilização destas, de forma simultânea em ensaios in vitro e in vivo. 

De acordo com a análise de variância as características agronômicas avaliadas como a Altura, NPER, NF e 

MS não apresentaram interação quanto ao fator inoculante e forma de inoculação (P>0,05). A forma de inoculação 

(semente ou pulverização) não apresentou efeito significativo (P>0,05) para as variáveis testadas durante os três 

cortes (Tabela 2).  

 

a 

b 
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Tabela 2 – Características agronômicas do capim– marandu inoculado com A. brasilense e Bacillus sp. em três 

cortes efetuados em intervalos de 30 dias, Montes Claros, Brasil, 2019 

1° Corte (30 dias) 

Inoculantes 

Altura 

(cm) 

NPER 

(n°perfilhos.vaso-1) 

NF 

(n°folhas.vaso-1) 

MS 

(g.vaso-1) 

A. brasilense 53,99 b 25,25  67,50 b 15,80  

Bacillus sp. (EB-40) 53,64 b 22,13  57,50 c 15,46  

MIX 63,91 a 28,38  76,25 a 16,45  

Testemunha 27,5 15 43,75 8,09 

CV (%) 6,47 5,42 2,83 7,64 

2° Corte (60 dias) 

Inoculantes 

Altura 

 (cm) 

NPER 

(n°perfilhos.vaso-1) 

NF 

(n°folhas.vaso-1) 

MS 

(g.vaso-1) 

A. brasilense   52,13 b 26,75 b 75,37 b 16,30 b 

Bacillus sp. (EB-40) 41,63  c + 20,50 c 62,00 c 13,69 c 

MIX   61,88 a 30,25 a 92,63 a 18,10 a 

Testemunha 38,5 14 36,25 7,30 

CV(%) 4,95 7,71 4,15 4,60 

3° Corte (90 dias) 

Inoculantes 

Altura  

(cm) 

NPER 

(n°perfilhos.vaso-1) 

NF 

(n°folhas.vaso-1) 

MS 

(g.vaso-1) 

A. brasilense   35,88 b 27,75 b 67,88 b 15,88 a 

Bacillus sp. (EB-40) 31,00 c + 21,38 b 60,25 c 14,10 b 

MIX    42,25 a 30,38 a 77,00 a 16,60 a 

Testemunha 26,5 14 33,75 7,09 

CV(%) 9,70 8,92 7,00 5,88 

Nota: Médias seguidas de letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

Médias seguidas de + não diferem da testemunha pelo teste Dunnet a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de 

variação. 

 

 A altura de plantas foi maior nos três cortes quando utilizou-se o Mix como inoculante. Foi observado 

incremento de aproximadamente 15%, 16% e 15% em relação ao A. brasilense, 16%, 33% e 27% em relação ao 

Bacillus sp. e 57%, 38% e 37% em relação ao tratamento testemunha respectivamente. 
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No primeiro corte não foi observado efeito das formas de inoculação sobre o NPER, nos cortes seguintes 

(60 e 90 dias) o mix incrementou o número de perfilhos em 12% e 9% em relação ao A. brasilense, 32 % e 30% em 

relação ao Bacillus sp. Quanto à testemunha os incrementos foram da ordem de 47%, 46% e 46%, nos três cortes 

respectivamente. 

O Mix promoveu maior NF durante os 3 cortes, observando-se aumento significativo de 12%, 19% e 12% 

em relação ao A. brasilense, 25%, 33% e 22% em relação ao Bacillus sp. e 43%, 61% e 56% em relação ao 

tratamento testemunha. 

Guimarães et al. (2011) observaram aumento de 10% no número de folhas para a B. decumbens, 

proporcionado pela estirpe AZ18 de A. brasilense, em relação ao tratamento controle, sem inoculação e sem 

adubação nitrogenada. 

Observou-se diferença de MS entre os inoculantes apenas no segundo e terceiro corte, ou seja, aos 60 e 90 

dias, com incremento de aproximadamente 60% e 57% para os tratamentos inoculados com o Mix em relação a 

testemunha respectivamente 

E Houve interação significativa entre os inoculantes utilizados e a maneira de inoculação (P<0,05) para o 

teor de clorofila aos 30, 60 e 90 dias, sendo a maior teor de clorofila encontrada nos tratamentos inoculados com 

Mix nas sementes (Figura 3). 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Fig. 3 Clorofila das folhas de capim-marandu 

inoculadas com bactérias promotoras de crescimento 

via sementes e pulverização foliar, aos (a) 30, (b) 60 

e (c) 90 dias. Barras de erro representam desvio 

padrão. Letras maiúsculas iguais não diferem entre si 

quanto aos inoculantes utilizados (AB, EB-40 e MIX) 

e letras minúsculas iguais não diferem entre si quanto 

a maneira de inoculação (Sementes e Pulverização) 

pelo teste Tukey a 5%. + médias semelhante ao 

tratamento testemunha pelo teste Dunnet a 5%. AB: 

Azospirillum brasilense; EB-40: Bacillus sp. (EB-40); 

MIX: Azospirillum brasilense + Bacillus sp. (EB-40). 

Testemunha 

Testemunha 
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A inoculação com BPCV proporcionou maior incremento da clorofila das folhas do capim- marandu, sendo 

o A. brasilense e o Mix mais indicado para aplicação nas sementes enquanto que, a inoculação com Bacillus sp. 

apresentou maiores teores de clorofila quando aplicados via pulverização foliar durante os três cortes. 

De acordo com a análise de variância, não houve interação entre os fatores para as taxas fotossintéticas 

testadas e não houve efeito significativo do fator tipo de inoculação (na semente ou via pulverização foliar) 

(P<0,05). Já os diferentes tipos de inoculação influenciaram significativamente (P<0,05), as respostas fisiológicas do 

capim-marandu (Tabela 3), exceto para concentração de CO2 na câmara substomatal e condutância estomática dos 

vapores de água que apresentaram valores médios de 207,23 µmol. mol-1 e 0,055 mol. m-1.s-1  respectivamente.  

 

Tabela 3 – Taxa fotossintética do capim-marandu inoculado com bactérias promotoras de crescimento de plantas 

Inoculantes 
A 

(μmol.m2.s1) 

E 

(molH2O.m2.s1) 

EUA 

(molCO2.molH2O-1) 

A. brasilense 5,52 b 1,66 ab 3,27 b 

Bacillus sp. (EB-40)   4,62 b +  1,39 b +   3,24 b + 

MIX 8,09 a 1,84 a 4,43 a 

Testemunha 2,75 1,08 2,55 

CV(%) 30,29 19,96 18,76 

Nota: Médias seguidas de letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

Médias seguidas de + não diferem da testemunha pelo teste Dunnet a 5% de probabilidade. A: Taxa de fotossíntese; 

E: Taxa de transpiração; EUA: Eficiência do Uso da Água; CV(%): coeficiente de variação. 

 

A taxa fotossintética (A) foi maior para as plantas inoculadas com o Mix, obtendo-se incremento de 66% 

em relação à testemunha, 31% e 43% em relação aos tratamento inoculados com A. brasilense e Bacillus sp. de 

forma isolada, respectivamente. 

 A taxa de transpiração (E) foi maior para os tratamentos inoculados com o Bacillus sp. e o Mix. A 

eficiência no uso da água (EUA) é uma medida da razão entre a taxa fotossintética e a taxa transpiratória que foi 

maior para os tratamentos inoculados com o Mix.  Apenas os tratamentos inoculados com o Bacillus sp. 

apresentaram resposta semelhante à testemunha, uma vez que os demais tratamentos apresentaram maior eficiência 

no uso da água.  

De acordo com a análise de variância, não houve interação entre os fatores para a fluorescência da clorofila 

a e não houve efeito do fator tipo de inoculação (na semente ou via pulverização foliar). Já os diferentes tipos de 

inoculação influenciaram significativamente (P<0,05) as respostas fisiológicas do capim-marandu (Tabela 4) exceto 

para a Fluorescência inicial (F0). 
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Tabela 4 – Fluorescência da clorofila a do capim-marandu inoculado com bactérias promotoras de crescimento de 

plantas 

Inoculantes 
ETR 

(µmols de elétrons.m-2.s-1) 

Fm Fv 

A. brasilense 55,89 a 2400,88 b + 1853,63 b 

Bacillus sp. (EB-40)   37,29 b + 2443,50 ab + 1990,63 b 

MIX 63,40 a 2622,88 a 2089,25 a 

Testemunha 28,9 2363,75 1633,25 

CV(%) 12,46 6,37 6,71 

Nota: Médias seguidas de letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

Médias seguidas de + não diferem da testemunha pelo teste Dunnet a 5% de probabilidade. ETR: Taxa de transporte 

de elétrons; Fm: Fluorescência máxima; Fv: Fluorescência variável; CV(%): coeficiente de variação. 

 

A ETR alcançou valores máximos de 63,40 µmols de elétrons.m-2.s-1, nos tratamentos que receberam como 

inoculação o Mix e que também proporcionaram maiores taxas fotossintéticas.  

Não foi observado efeito dos fatores para a fluorescêncima minima (F0), desta forma, os tratamentos 

apresentaram médias semelhantes ao tratamento controle.  

A relação entre a fluorescência variável e a fluorescência máxima (Fv/Fm) pode variar entre 0,75 e 0,85 em 

condições ideais de crescimento, a redução desse valor é indicativo de que a planta esteja submetida a algum 

estresse fisiológico (Ribeiro et al. 2004). Foi observado que apenas as plantas do tratamento testemunha 

apresentaram valores abaixo das condições ideais, visto que as bactérias promotoras do crescimento de plantas de 

uma forma geral, mitigaram fatores que poderiam promover estresse à planta, como a ausência de fontes de 

nitrogênio. 

Os valores da Fm dos tratamentos inoculados com A. brasilense e Bacillus sp. foram semelhantes ao da 

testemunha, enquanto que, apenas os tratamentos inoculados com o Mix apresentaram valor estatisticamente 

superior em 11%. 

A Fv também foi superior apenas nos tratamentos inoculados com o Mix, que proporcionou incremento de 

aproximadamente 22% em relação à testemunha e cerca de 9 e 11% em relação aos tratamentos inoculados com 

Azospirillum brasilense e Bacillus sp. respectivamente.  

De acordo com a análise de variância, houve interação significativa (P<0,05), entre as formas de aplicação e 

os diferentes inoculantes testados para a MSR (Figura 4).  

 

Fig. 4 Massa seca de raízes (g.vaso-1) de capim-

marandu inoculado com bactérias promotoras do 

crescimento de plantas. Barras de erro representam 

desvio padrão. Letras maiúsculas iguais não diferem 

entre si quanto aos inoculantes utilizados (AB, EB-40 

e MIX) e letras minúsculas iguais não diferem entre 

si quanto a maneira de inoculação (Sementes e 

Pulverização) pelo teste Tukey a 5%. AB: 

Azospirillum brasilense; EB-40: Bacillus sp. (EB-40); 

MIX: Azospirillum brasilense + Bacillus sp. (EB-40)

Testemunha 
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Foi possível destacar que o A. brasilense utilizado isoladamente e de forma simultânea, ao Bacillus sp. 

promoveram maior rendimento de raiz quando inoculados nas sementes, apresentando incremento de 15% e 33% em 

relação à inoculação via pulverização, respectivamente. 

Já o Bacillus promoveu maior massa de raízes quando inoculado via pulverização, promovendo incremente 

de 17% em relação a inoculação via sementes. 

Não houve interação entre os diferentes inoculantes e as formas de aplicação, quanto ao comprimento de 

raízes (P<0,05). No entanto, os fatores apresentaram efeito significativo de acordo com a análise de variância 

(P<0,05).  

O Mix proporcionou maior comprimento de raízes em relação aos demais inoculantes testados, com 

incremento de 16% em relação ao A. brasilense e 17% em relação ao Bacillus sp. Em relação ao tratamento 

testemunha foi obtido aumento de 58%, devido ao incremento de nutrientes de hormônios vegetais que 

proporcionam o crescimento radicular (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Comprimento de raízes de capim – marandu inoculado com bactérias promotoras de crescimento 

Inoculantes Comprimento de raízes (cm) 

A. brasilense 51,13 b 

Bacillus sp. (EB-40) 50,75 b 

MIX 61,25 a 

Testemunha 26 

CV(%) 3,55 

Nota: Médias seguidas de letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

Médias seguidas de + não diferem da testemunha pelo teste Dunnet a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de 

variação. 

 

Ao avaliar as formas de inoculação, o comprimento das raízes foi maior quando inoculado via sementes, 

obtendo-se um incremento de aproximadamente 13% em relação à inoculação via pulverização, independente do 

inoculante utilizado (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Comprimento de raízes de capim– marandu inoculado com bactérias  promotoras de crescimento na 

semente e via pulverização foliar 

Forma de inoculação Comprimento de raízes (cm) 

Sementes 58,25 a 

Pulverização 50,5 b 

Testemunha 26 

CV(%) 3,55 

Nota: Médias seguidas de letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

Médias seguidas de + não diferem da testemunha pelo teste Dunnet a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente de 

variação. 

 

A inoculação dos microrganismos tanto de forma isolada quanto em conjunto, foram melhores quando 

aplicados nas sementes, promovento comprimento de raízes 13% maiores do que quando inoculados via foliar.  
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DISCUSSÃO 

Neste artigo, abordamos a existência de sinergismo entre Azospirillum brasilense e Bacillus sp. EB-40, na 

promoção do crescimento e desenvolvimento do capim- marandu. Considerando a crescente demanada por insumos 

agrícolas, estudos de utilização de microrganismos promotores do crescimento vegetal são essenciais, por 

promoverem maior produtividade de forma sustentável e a um baixo custo (Malinich e Bauer, 2018). 

A maior altura observada para os tratamentos inoculados com o Mix (Tabela 2), deve-se provavelmente ao 

fato da capacidade de produção de hormônios de crescimento vegetal, como auxinas e giberelinas, já relatada em 

ambas espécies (Andrade et al., 2014, Hungria et al., 2010), uma vez que, a atividade destes hormônios pode 

moficar a expansão celular e alterar a forma como a parede é expandida, provocando o alongamento do colmo, 

folhas e a duração da vida dos órgãos vegetativos (Taiz e Zeiger, 2013).  

Essa expansão celular ocorre uma vez que as auxinas promovem estímulos de liberação de prótons, 

acidificando a parede celular. A redução do pH provoca ativação de enzimas que causam afrouxamento da parede e 

ocorre a absorção de água pelo protoplasma (Kerbauy, 2012). 

A utilização de fontes nitrogenadas em pastagens estabelecidas, permite a redução no tempo de 

aparecimento foliar, promovendo recuperação rápida da forragem de forma que o tempo de descanso pós pastejo, 

possa ser reduzido (Silva et al., 2013).  

O contínuo perfilhamento observado e o maior número de folhas (Tabela 2) pode estar associado aos efeitos 

diretos e indiretos das espécies utilizadas, cujas habilidades estão descritas em diversos estudos e apontam grande 

potencial para FBN, solubilização de fosfatos orgânicos e inorgânicos e produção de hormônios, como as auxinas 

(Andrade et al., 2014; Döbereiner et al., 1976; Gomes et al., 2017; Hungria et al., 2016; Matos et al., 2017).  

Para Alexandrino et al. (2005) a adição de fontes de nitrogênio tem a capacidade de promover estímulos 

nos pontos de crescimento da forrageira, uma vez que, gramíneas forrageiras sob crescimento vegetativo, 

apresentam alta taxa de aparecimento foliar, resultando em alta taxa de perfilhamento, pois em cada inserção de 

folha existe uma gema que, em função das condições disponíveis, pode se transformar em um perfilho. 

Apesar de Pedreira et al. (2017) não notarem aumento quanto a taxa de perfilhamento com a inoculação de 

A. brasilense no capim- marandu, no presente estudo, o perfilhamento foi favorecido especialmente nos tratamentos 

inoculados com o Mix. O que denota aumento nos benefícios para as plantas quando A. brasilense e Bacillus sp. são 

usados de forma simultânea. Desta forma, o melhor aproveitamento dos nutrientes, como nitrogênio e fósforo, pelas 

plantas, proporciona melhor estabelecimento e perenidade de plantas forrageiras, uma vez que promove o contínuo 

perfilhamento (Cecato et al., 2000). 

Além disso, o aumento do número de folhas e de perfilhos, possibilita menor exposição do solo, o que 

favorece a menor incidência de erosão (Araújo, 2015). 

A MS foi favorecida pela inoculação com as bactérias que promoveram maior produção de biomassa em 

relação a testemunha. Em um recente estudo, Leite et al. (2018) já haviam relatado acúmulo anual de forragem de 17 

kg.ha-1 de capim marandu inoculado com Azospirillum brasilense, independente da dose de nitrogênio utilizada. 

De acordo com estes mesmos autores, a inoculação resultou em um aumento de 33% no acúmulo diário de 

forragem durante as estações de seca em Araguaína – TO, promovendo ainda uma redução de 20% na necessidade 

de fertilizante nitrogenado.  

A maior proporção de biomassa, no entanto, foi observada nos tratamentos inoculados com o Mix, que 

apresentou sinergismo entre as bactérias ultizadas, promovendo melhores resultados. Provavelmente uma espécie, 
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das bactérias utilizadas, são capazes de liberar extracelulares essenciais para o crescimento de outras, evoluindo para 

uma interação de protocooperação. Desta forma, a utilização conjunta é capaz de maximizar os benefícios à planta. 

A utilização simultânea dessas BPCV (Azospirillum brasilense e Bacillus sp.), pode promover maior 

absorção de nutrientes do solo, especialmente nitrogênio e fósforo, favorecendo a maior produção de biomassa e o 

estabelecimento pela maior altura, massa seca e taxa de perfilhamento (Basso et al., 2010; Leite et al., 2018). 

Não se sabe ao certo qual a tendência de penetração das bactérias quando aplicadas via puverização foliar 

(Bulegon et al., 2014), no entanto, a falta de efeito quanto a maneira de inoculação deve-se ao fato de que na 

presença de água e umidade os microrganismos são carreados mais facilmente para a rizosfera, onde são encontradas 

em maior número (Quadros et al., 2014).  

Além disso, o corte de uniformização realizado antes da pulverização, promove rebaixamento da forragem 

e redução de área foliar, o que contribui para aumento da superfície de contato entre microrganismo e solo. 

Em virtude dos resultados obtidos, as bactérias favoreceram o incremento no teor de clorofila nas folhas 

(Fig. 3) provavelmente, pela deposição de N, oriundo da fixação biológica. A maior produtividade encontrada nos 

tratamentos inoculados com Mix (Tabela 2), também possui relação indireta com o maior teor de clorofila 

encontrado, uma vez que a clorofila é uma molécula essencial para o processo da fotossíntese, e por conseguinte, 

fundamental para uma boa produtividade. 

Embora bactérias do gênero Bacillus não são tidas como diazotróficas, (Manrique et al., 2019), destes 

microrganismos de forma conjunta ou não proporcionou incrementos no teor de clorofila foliar, quando comparadas 

ao tratamento testemunha. 

Lima et al. (2011) ao avaliarem a produtividade de milho inoculado com Bacillus subtilis com e sem 

adubação nitrogenada, observaram que os tratamentos inoculados, apresentaram valores de clorofila superiores aos 

sem inoculação. 

Azospirilum sp. pode atuar como estimulante à produção de pigmentos fotossintéticos (Bulegon et al., 

2014) promovendo maior eficiência no funcionamento do aparato fotossintético do capim- marandu. 

Os maiores valores de clorofila proporcionados pelo Mix inoculado nas sementes foram de 34,4, 33,5 e 32. 

Já Guimarães et al. (2016), obtiveram valores de 42,5 e 40,16 ao inocularem sementes de capim-marandu com 

estirpes de A. amazonense e Bacillus sp. respectivamente. Destacaram ainda que o tratamento controle, que recebeu 

100 mg. dm-3 de nitrogênio na forma de ureia, apresentou valor de 44,08 para o índice de clorofila, que correspondeu 

a produção máxima obtida.  

A redução no teor de N e consequentemente de clorofila, como observado no tratamento testemunha (Fig. 

3), acarreta redução na taxa fotossintética (Tabela 3), ocasionando redução na captação de fotoassilimilados e no 

potencial produtivo.  

Plantas de metabolismo C4, como o capim-marandu, apresentam taxa fotossintética entre 20 e 40 

μmol.m2.s1 (Taiz e Zeiger, 2013), o que não foi observado neste trabalho (Tabela 3), devido às condições em que as 

plantas foram cultivadas, uma vez que o experimento foi conduzido em casa de vegetação com sombreamento em 

torno de 50%. 

Segundo Taiz e Zeiger (2013) o sombreamento é fator limitante para a fotossíntese das plantas. Mesmo 

obtendo-se incrementos na produção, este fator pode ter sido favorável para redução do potencial produtivo desta 

forrageira neste estudo. 

Este mesmos autores afirmam que a transpiração favorece a manutenção da temperatura pela troca de calor 

e o transporte de nutrientes na planta, desempenhando papel fundamental no movimento de água no sistema solo- 
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planta- atmosfera. Desta forma, quanto maior for a retirada de água pelo processo de transpiração, maior a pressão 

negativa gerada na parte superior do xilema, que é transmitido para o xilema das raízes favorecendo maior absorção 

de água do solo, desta forma, proporciona menor eficiência no uso da água. As plantas C4 possuem mecanismos 

fisiológicos que promovem a concentração de CO2, favorecendo a realização normal da fotossíntese com uma menor 

condutância estomática e consequentemente menor perda de água.   

Além disso, a regulação estomática pode ser determinada dentre outros fatores, pela atuação hormonal do 

ácido abscísico (ABA). Não se tem conhecimento ao certo sobre a regulação estomática e a atuação de BPCV, no 

entanto, tratamentos inoculados com estas bactérias proporcionam, indiretamente, maior quantidade de cloroplastos, 

onde ocorre a síntese deste hormônio, favorecendo a maior concentração de ABA nos tecidos da planta, além de 

atuarem na produção e liberação de outros hormônios vegetais, que estam ativamente relacionados ao sistema de 

regulação fisiológica da planta (Hueso et al., 2012).  

No entanto a concentração de CO2 na câmara substomatal e condutância estomática dos vapores de água 

que poderiam explicar a E e EUA (Tabela 3), não apresentaram diferença entre os inoculantes testados. Acredita-se 

que a irrigação constante das parcelas experimentais, possa ter atenuado estes fatores.  

A radiação incidente sobre as folhas na casa de vegetação pode ter amenizado o máximo valor 

fotossintético e produtivo das plantas. No entanto, a utilização das BPCV, atuam como potencial fertilizantes 

biológicos possibilitando bom funcionamento e estruturação do aparato fotossintético, através da deposição de 

nutrientes. 

A ausência de efeito signitificativos entre os fatores testados para a Fluorescência inicial (F0) corrobora com 

resultados encontrados por Lu e Zhang (2000), que observaram que o nitrogênio não exerce influência na F0 em 

milho. 

Mathis e Paillotin (1981) destacam que a F0 possui emissão no estágio rápido da fluorescência e representa 

a energia liberada pelas moléculas de clorofila a do fotossistema II, antes dos elétrons migrarem para o centro de 

reação PSII, resultando em componente mínimo da fluorescência. Sendo assim, se torna pouco inclinado a alterações 

pela presença ou ausência do nitrogênio. 

A Fv/Fm, como indicador de estresse da planta, indicou neste estudo, que plantas que não receberam 

adubação com fontes nitrogenadas (tratamento testemunha) apresentaram algum estresse fisiológico. Considerando a 

FBN como fornecimento direto de nitrogênio para as plantas, estes resultados corroboram com Lu e Zhang (2000) 

ao avaliarem a assimilação fotossintética de CO2, fluorescência da clorofila e fotoinibição afetada pela deficiência 

de nitrogênio em plantas de milho, observaram que a deficiência de N causou leve redução na eficiência máxima 

fotoquímica do PSII (Fv/Fm), mas induziu uma diminuição significativa no rendimento quântico real do PSII. 

Além disso Nunkaew et al. (2014) destacaram que diversos fatores, como número de cloroplastos e teor de 

clorofila, podem modular a eficiência no rendimento quântico do fotossistema II, quanto a excitação da clorofila e 

transporte de elétrons em arroz inoculado com espécies de bactérias promotoras de crescimento. 

Já a Fm (Tabela 4) é diretamente proporcional a quantidade de clorofila a existente nos tecidos (Miranda et 

al. 1981), desta forma, a inoculação com Mix, promoveu aumento no teor de clorofila nos tecidos e 

consequentemente provocou aumento na fluorecência máxima da clorofila. 

Para Murchie e Lawson (2013), o aumento na fluorescência variável efetiva, como observado nos 

tratamentos inoculados com o Mix, possibilita que o PSII transporte mais elétrons no mesmo intervalo de tempo. 

Isto faz com que, a eficiência no aproveitamento dos picos de radiação seja maior, e possibilita que o centro de 
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reação (PSII) se auto proteja dos danos pelo excesso de luz e aumente as taxas fotossintéticas, reduzindo a formação 

de oxigênio reativo (Müh et al., 2012). 

Uma vez que a eficiência do PSII é dependente de fatores como número de cloroplastos e teor de clorofila 

foliar, alterações impostas nestes componentes, podem modular a eficiência do centro de reação, a excitação da 

clorofila, o transporte eletrônico e consequentemente o funcionamento do aparato fotossintético (Bhattacharyya e 

Jha, 2012). 

Desta forma, bactérias promotoras de crescimento utilizadas de forma simultânea, podem promover 

maiores ganhos produtivos e melhorias na atividade da fotossíntese, por promover maior teor de pigmentos e por 

permitir maior aproveitamento eletrônico por unidade de tempo independente da maneira de inoculação. 

De maneira geral, as bactérias promotoras de crescimento aumentaram a MSR quando comparados à 

testemunha (Figura 5). 

 

 

 

Fig. 5 Raízes de capim- marandu inoculado com bactérias promotoras do crescimento vegetal. Da esquerda para a 

direita, raízes referente ao tratamento controle, tratamentos inoculados nas sementes com A. brasilense, Bacillus sp. 

(EB-40) e MX (a). Da esquerda para a direita, raízes referente ao tratamento controle, tratamentos inoculados via 

pulverização com A. brasilense, Bacillus sp. (EB-40) e MX (b) 

 

O aumento em 56% da massa radicular, entre os tratamentos inoculados com o Mix e os tratamentos 

testemunhas, indica a alta eficiência dos microrganismos, utilizados de forma simultânea, em promover o 

crescimento radicular e a maior produção de forragem na ausência de adubação nitrogenada. Isso se deve, 

provavelmente, a habilidades dessas espécies em produzir ácidos indólicos, que atuam na diferenciação de tecidos 

meristemáticas, sendo translocados do caule para as raízes, promovendo maior formação de raízes laterais e 

adventícias (Andrade et al. 2014; Fukami et al. 2017; Souza et al. 2013).  

O maior desenvolvimento das raízes permite melhor absorção de água e nutrientes, proporcionando 

aumento na produção de biomassa, concentração de clorofila e tolerância a estresses ambientais como a seca (Souza, 

2014; Souza et al. 2017; Fukami et al. 2018).  

a 

b 
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Os inoculantes promoveram maior comprimento de raízes quando inoculados na sementes (Tabela 6), pela 

maior superficie de contato e redução de perdas no número de células utilizadas. Além disso Bulegon et al. (2014) 

destacaram que a maior atividade das auxinas na formação inicial do vegetal incrementa a taxa de formação de vasos 

condutores, possibilitando aumento do número dos vasos do xilema e floema radicular pela utilização de A. 

brasilense via semente em milho e que estes hormônios também se envolvem no aumento do diâmetro e elevação da 

área da seção total dos vasos do xilema 

O Mix de Azospirilum brasilense e Bacillus sp. promove aumento de biomassa e modulações no aparato 

fotossintético, por proporcionar maior teor de clorofila e maior taxa de elétrons e possibilita a mitigação de estresse 

da planta pelo aumento da Fv/Fm no capim-marandu, independente da forma de inoculação, na semente ou via 

pulverização foliar. A inoculação com Azospirillum brasilense e Bacillus sp. EB-40 nas sementes possibilou maior 

comprimento radicular. 

 Nesse sentido, o presente estudo abre novos horizontes para o desenvolvimento industrial de produtos 

biológicos inovadores para produção de pastagens, a partir da co-inoculação com Azospirillum brasilense e Bacillus 

sp., trazendo maior produtividade. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A utilização de A. brasilense e Bacillus sp. de forma conjunta promove maiores resultados quanto 

ao teor de clorofila, massa seca de raíz e comprimento de raíz quando inoculados nas sementes. 

As características produtivas e fotossintéticas não são influenciadas quanto a forma de 

inoculação das bactérias, podendo ser utilizadas tanto via sementes, quanto via pulverização foliar. 

As BPCV utilizadas de forma conjunta, proporcionaram maior produção de biomassa pelo 

sinergismo entre as bactérias, proporcionando maior absorção de nutrientes pelas plantas. 

A inoculação simultânea com Azospirillum e Bacillus, no capim- marandu, proporciona benefícios 

quanto ao funcionamento do aparato fotossintético e produtivos, quando não se dispõe de adubação com 

fontes de nitrogênio, permitindo redução do estresse pela deficiência nitrogenada. 

Proporciona ainda maiores taxas fotossintéticas e aproveitamento de elétrons por unidade de 

tempo no fotossistema II. 

Os resultados desta pesquisa reforçam o papel das BPCV, na indução de respostas positivas 

quanto a melhoria no funcionamento da fotossíntese em plantas não adubadas, apresentando-se como 

alternativa sustentável para obtenção de ganhos por área e redução da degradação de pastagens. 

Ressalta-se a necessidade de avaliação em campo para validação dos resultado perante condições 

práticas naturais. 

 

 

 

 

 


