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RESUMO

SUSS, Anderson Daniel, Engenheiro agrénomo, Universidade Estadual do Oeste do Parana,
fevereiro — 2020. Caracteristicas biométricas, produtivas e fisiologicas da soja
submetida a inoculagéo e co-inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense. Orientador: Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimaré&es.

A soja demanda grande quantidade de nitrogénio uma vez que o elemento constitui
aminoacidos, proteinas e lipidios. Além da grande demanda por nitrogénio, a soja também
necessita de uma boa disponibilidade hidrica, uma vez que apresenta uma baixa eficiéncia
no uso da agua por se tratar de uma planta com metabolismo Cs. Diante da demanda por
nitrogénio e agua, praticas que aumentam a eficiéncia na utilizagdo desses recursos séo
estudadas, dentre elas as bactérias fixadoras de nitrogénio e as promotoras de crescimento
vegetal, sendo o Bradyrhizobium japonicum e o Azospirillum brasilense as mais estudadas.
Desta forma, o estudo objetivou avaliar o comportamento das caracteristicas biométricas,
produtivas e fisiolégicas da soja em funcdo da inoculacdo e a co-inoculagdo com
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense. Foi utilizado delineamento em blocos
ao acaso, com 04 tratamentos (Testemunha; Inoculacdo de B. japonicum via sementes;
Inoculacdo com Azospirillum brasilense via sementes e co-inoculacdo de B. japonicum + A.
brasilense via sementes) e 06 repeticdes. Em cultivo protegido no estddio Rs, foram
avaliados as caracteristicas biométricas e os componentes da producéo e a produtividade por
vaso. A campo, foram avaliados os componentes da producdo e a produtividade da cultura.
Em Rz e Re foram efetuadas andlises de trocas gasosas da soja submetida ao déficit hidrico,
sendo em R3, determinado o teor relativo de dgua (TRA), analise do teor foliar de nutrientes
e o indice SPAD. No experimento em vasos foram observadas diferencas para a inoculagdo
e co-inoculacgdo para o diametro de coleto, niUmero de nddulos por planta, massa seca de raiz
e massa seca total. As bactérias B. japonicum e A. brasilense elevaram o TRA e a taxa de
fotossintética da soja em Rs. A inoculacdo com A. brasilense se mostrou capaz de aumentar
a eficiéncia de assimilacdo do CO2. Em Rs a inoculagdo com A. brasilense também
promoveu ganhos na fotossintese. A campo, a altura das plantas e a produtividade foram
afetadas positivamente pelo uso de B. japonicum, A. brasilense e co-inoculagdo. Diante dos
resultados observados, pode-se concluir que a inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense
e a co-inoculacéo, afetam positivamente as caracteristicas biométricas em condicéo de vaso,
mas ndo afeta os componentes da producdo e produtividade da soja, por outro lado os
tratamentos com B. japonicum e a co-inoculagéo influenciam a produtividade da cultura nas

condigdes de campo com aumento de 31%. A inoculacdo com B. japonicum, A. brasilense



e co-inoculacdo elevam o teor relativo de 4gua no estadio fenolégico Rz da soja em 13,58,
22,19 e 18% respectivamente. A inoculacdo das sementes com B. japonicum resultou em
maior acumulo foliar de N e Mg, com incrementos de 47,6 e 42,78% respectivamente,
incrementando o teor de clorofila da soja em 6,51%. O uso das bactérias B. japonicum e A.
brasilense em inoculagdo ou co-inoculagcdo promoveu aumento nas taxas fotossintéticas da

soja sob a condicdo de déficit hidrico.

Palavras-chave: Fixacdo biologica de nitrogénio. Fotossintese. Déficit hidrico.

ABSTRACT

SUSS, Anderson Daniel, Agronomist, Universidade Estadual do Oeste do Parana,
February—2020. Biometric, productive and physiological characteristics of soybean
submitted to inoculation and co-inoculation with Bradyrhizobium japonicum and
Azospirillum brasilense. Advisor: Prof. phD. Vandeir Francisco Guimaraes.

Soy demands a large amount of nitrogen since the element constitutes amino acids, proteins
and lipids. In addition to the high demand for nitrogen, soybeans also need good water
availability, since they have a low efficiency in the use of water because it is a plant with Cs
metabolism. In view of the demand for nitrogen and water, practices that increase efficiency
in the use of these resources are studied, including nitrogen-fixing bacteria and plant growth
promoters, with Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense being the most
studied. Thus, the study aimed to evaluate the behavior of the biometric, productive and
physiological characteristics of soybean as a function of inoculation and co-inoculation with
Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense. A randomized block design was
used, with 04 treatments (Control; B. japonicum inoculation via seeds; Inoculation with
Azospirillum brasilense via seeds and co-inoculation of B. japonicum + A. brasilense via
seeds) and 06 repetitions. In protected cultivation at the Rs stage, biometric characteristics
and production components and productivity per pot were evaluated. In the field, production
components and crop productivity were evaluated. In Rz and Rs, gas exchange analyzes of
soybean submitted to water deficit were performed, in R3 the relative water content (TRA)
was determined, the analysis of the leaf nutrient content and the SPAD index. In the pot
experiment, differences were observed for inoculation and co-inoculation for the stem
diameter, number of nodules per plant, root dry matter and total dry matter. The bacteria B.

japonicum and A. brasilense increased the TRA and the photosynthetic rate of soy in Rs. The



inoculation with A. brasilense proved to be able to increase the efficiency of CO:>
assimilation. In Re, inoculation with A. brasilense also promoted gains in photosynthesis. In
the field, plant height and productivity were positively affected by the use of B. japonicum,
A. brasilense and co-inoculation. In view of the observed results, it can be concluded that
inoculation with B. japonicum and A. brasilense and co-inoculation, positively affect
biometric characteristics in pot condition, but do not affect the components of soybean
production and productivity, on the other hand. On the other hand, treatments with B.
japonicum and co-inoculation influence the productivity of the culture in the field conditions
with an increase of 31%. Inoculation with B. japonicum, A. brasilense and co-inoculation
increase the relative water content in the phenological stage R3 of soybeans by 13.58, 22.19
and 18% respectively. The inoculation of seeds with B. japonicum results in a greater leaf
accumulation of N and Mg, with increments of 47.6 and 42.78% respectively, increasing the
chlorophyll content of the soybean by 6.51%. The use of the bacteria B. japonicum and A.
brasilense in inoculation or co-inoculation promoted an increase in photosynthetic rates of

soybean under the condition of water deficit.

Keywords: Biological nitrogen fixation. Photosynthesis. Water deficit.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cultura da soja teve origem no oriente, sendo disseminada para outras regies do
planeta (EMBRAPA, 2011). No ano de 1882, no Estado da Bahia chegam as primeiras
cultivares de soja ao Brasil (EMBRAPA, 2017), no entanto, foi no Estado do Rio Grande do
Sul que houve melhor adaptacdo das cultivares norte-americanas, onde que a expansao da soja
no territdrio sé foi possivel com os programas de melhoramento, com o desenvolvimento de
novas cultivares adaptadas a regides de baixa latitude (BONETTI, 1981).

Atualmente, a soja é produzida em larga escala, com uma producdo mundial de 362
milhdes de toneladas, sendo os Estados Unidos o maior produtor do grédo (USDA, 2019). O
Brasil ocupa a segunda posicdo do ranking mundial (CONAB, 2019). Esta oleaginosa é
utilizada em larga escala para a formulacdo de racdo animal e alimentacdo humana
(PASTORE, 2016), o que se deve a elevada qualidade dos gréos que apresentam alto teor de
proteina e 6leo em sua constituicdo (SEDYAMA, 2009).

Devido a qualidade nutricional dos grdos, a soja demanda grande quantidade de
nitrogénio uma vez que o elemento constitui aminoacidos, proteinas e lipidios (HUNGRIA et
al., 2011). Além da grande demanda por nitrogénio, a soja também necessita de uma boa
disponibilidade hidrica, uma vez que apresenta uma baixa eficiéncia no uso da agua por se
tratar de uma planta com metabolismo Cs (TAIZ; ZEIGER, 2013), sendo a maior demanda
nas fases de florescimento e formacéo dos graos, pois € na fase reprodutiva que sao definidos
0s componentes da producédo (FARIAS, NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

Diante da demanda por nitrogénio e agua, praticas que aumentam a eficiéncia na
utilizacdo desses recursos sao estudadas, dentre elas as bactérias fixadoras de nitrogénio e as
promotoras de crescimento vegetal, sendo o Bradyrhizobium japonicum e o Azospirillum
brasilense as mais estudadas. No caso do B. japonicum, essas bactérias possibilitam que o
nitrogénio atmosférico seja transformado em amoénio, tornando-se disponivel para a soja
(TAIZ; ZEIGER, 2013). O Brasil é referéncia na utilizacdo de inoculantes contendo B.
japonicum, onde a simbiose entre planta e bactéria é capaz de fornecer todo o nitrogénio
requerido pela cultura da soja, além de disponibilizar parte do nitrogénio para a cultura
subsequente (HUNGRIA et al., 2007).

Em relacéo as bactérias promotoras de crescimento, o A. brasilense pode sintetizar ou
estimular a producéo de compostos promotores de crescimento (RODRIGUES et al., 2012),
dentre eles, fitormbnios como auxinas, citocininas e giberilinas (NETO et al., 2013). Além

dos compostos promotores de crescimento que favorecem o crescimento radicular e das
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plantas, a utilizagdo de A. brasilense auxilia na solubilizagéo de fosfatos no solo, diminuigéo
dos niveis de etileno e inducdo de resisténcia nas plantas entre outros efeitos benéficos aos
vegetais (OLIVEIRA et al., 2003).

Outra pratica estudada e utilizada por parte dos produtores é a co-inoculacédo, a qual
permite a obtengdo do efeito sinérgico da combinagdo de microrganismos, com resultados
mais promissores quando comparados a inoculagdo padrdo (BARBARO et al., 2008). A co-
inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio e promotoras de crescimento permite o
maior crescimento radicular e nodulacdo na soja (FERLINI, 2006), aumentando a absor¢éo
de &gua e nutrientes além de aumentar o suprimento de nitrogénio advindo da fixacdo
bioldgica.

No entanto, para que sejam obtidos bons resultados com esses microrganismos
alguns cuidados devem ser tomados para evitar a mortalidade das bactérias. Deve se atentar
com a distribuicdo do inoculante, semear dentro do periodo de 24 horas ap6s a inoculacdo
das sementes, evitar o contato das sementes com agroquimicos e ndo expor as sementes ao
déficit hidrico e altas temperaturas (HUNGRIA, 2011). O uso dessas bactérias mostra-se
como uma ferramenta promissora para os produtores de soja, possibilitando a reducéo nos
custos de producdo com incrementos na fotossintese e produtividade.

Portanto, o presente estudo buscou avaliar as formas de inoculagéo e co-inoculagéo
na cultura da soja com a utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e bactérias
promotoras de crescimento vegetal sobre as caracteristicas biométricas, produtivas e

fisioldgicas da soja.
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2. CAPITULO 1: INOCULAGAO E CO-INOCOLUGAO NA CULTURA DA SOJA
MEDIANTE USO DE Bradyrhizobium japonicum E Azospirillum brasilense

2.1 ACULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max L.) teve origem no extremo Oriente (EMBRAPA, 2011), mais
precisamente na regio correspondente a China (CAMARA, 2015). Das plantas cultivadas,
a oleaginosa é uma das culturas mais antigas, com registros no periodo entre 2883 e 2838
a.C, quando era considerado um grédo sagrado por constituir a base alimentar dos chineses
(EMBRAPA, 2005), sendo disseminada a outras regides do planeta, através de imigrantes
orientais e viajantes ingleses (HYMOWITZ,1990).

No século XX houve o desenvolvimento das primeiras cultivares de soja e um rapido
crescimento na producdo devido ao inicio do cultivo comercial nos Estados Unidos, onde no
ano de 1882 chegaram ao Brasil as primeiras cultivares no Estado da Bahia (EMBRAPA,
2017). No ano de 1914 no Estado do Rio Grande do Sul foram implantadas as primeiras
areas comercias com as cultivares trazidas dos Estados Unidos, sendo que nessa regido as
cultivares tiveram melhor adaptacao as condi¢6es edafoclimaticas, sendo que o avancgo para
regides de baixas latitudes so foi possivel com a implantacdo de programas de melhoramento
(BONETTI, 1981; KIIL;AMP; GARCIA, 1989).

O cultivo de soja apresenta grande importancia para o agronegocio e economia
mundial, sendo uma das culturas mais produzidas e consumidas, apenas ficando atras das
culturas do milho, trigo e arroz (HIRAKURI; LAZZAROTO, 2011). A producéo global da
oleaginosa atinge aproximadamente 362 milhdes de toneladas, sendo que Estados Unidos
ocupa a primeira posicdo entre o0s paises produtores, com producdo de 123,664 milhdes de
toneladas, em 35,657 milhdes de hectares (USDA, 2019). A segunda posicdo no ranking
mundial dos paises produtores de soja pertence ao Brasil, com producédo de 114,843 milhGes
de toneladas em 35,822 milhdes de hectares cultivados (CONAB, 2019).

No Brasil, aproximadamente 60% da soja € produzida pelos Estados do Mato Grosso,
Rio Grande do Sul e Parana. O maior produtor nacional da oleaginosa é o Estado do Mato
Grosso que produziu 32,455 milhdes de toneladas em 9,7 milhdes de hectares cultivados na
ultima safra. O segundo maior produtor nacional é o Estado do Rio Grande do Sul, com uma
producéo de 19,187 milhGes de toneladas em uma area de 5,8 milhdes de hectares. A terceira
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posi¢do do ranking nacional pertence ao Estado do Parana com producéo de 16,253 milhdes
de toneladas em uma area de 5,4 milhdes de hectares (CONAB, 2019).

No ambito nacional a soja € uma das culturas responsaveis pelos bons resultados
econémicos do agronegdcio, rica em proteinas (40 %) e 6leo (20 %), certamente € uma das
espécies cultivadas de maior importancia (SEDIYAMA, 2009). Por ser fonte de proteinas €
utilizada em larga escala para a formulagdo de ragdo animal, além de compor produtos
destinados a alimentacdo humana (PASTORE, 2016). A proteina da soja também € utilizada
para a producdo de adesivos, nutrientes, adubos, fabricacéo de fibra entre outros produtos.
No caso o dleo de soja, é amplamente utilizado na industria de alimentos. (EMBRAPA,
2007).

O mercado interno brasileiro consome 44 milhdes de toneladas de soja (CONAB,
2019). No caso das exportacdes, no ano de 2018 foram exportados 83,6 milhdes de toneladas
de soja em grdos, resultando em uma arrecadacdo de 33,2 bilhdes de dblares no mercado
externo. Ja as exportagdes de farelo e dleo de soja somam o montante de 8,1 bilhes de
ddlares arrecadados, onde o total arrecadado pelo pais no mercado externo soma o montante
de 41 bilhdes de dolares (AGROSTAT, 2018).

Devido a programas de melhoramento, a oleaginosa pode ser cultivada em
praticamente todo Brasil, com médias de produtividade superiores a outros paises. Esses
patamares de produtividade sdo obtidos com o uso de cultivares adaptadas ao clima tropical
com bons volumes de chuva, disponibilidade de luz, solos com boa fertilidade além do
manejo adotado pelos produtores, como por exemplo a utilizacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio (CAMARA, 2015).

2.2 MORFOLOGIA, CONDICOES EDAFOCLIMATICAS E DEFICIT HIDRICO NA
SOJA

Com habito rasteiro em seus primordios, a soja foi domesticada e melhorada até o
padrdo atual por meio de cruzamentos entre espécies selvagens (EMBRAPA, 2005).
Atualmente a soja € uma cultura anual com porte ereto e autogama. O porte de plantas varia
de 30 a 200 cm com ramificacOes e ciclo variando de 70 a 200 dias. As flores nascem nos
racemos axilares e podem apresentar coloragao branca, résea ou violacea (BOREM, 1999).

O sistema radicular da soja é pivotante com raizes secundarias em grande quantidade.
Ja as folhas estéo dispostas de forma alternada compostas de trés foliolos lanceolados ou
ovalados (EMBRAPA, 2014). Quanto ao tipo de crescimento da soja, este pode ser
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determinado, semi-determinado e indeterminado, com resisténcia a deiscéncia de vagens. As
hastes e vagens séo de coloragdo cinza ou marrom, podendo apresentar resisténcia a pragas
doencas e herbicidas (SEDYAMA et al., 2015).

A faixa de temperatura ideal para o desenvolvimento e crescimento da soja é entre
20 e 30 °C, sendo que a faixa de temperatura do solo para uma germinacao e emergéncia
adequada também se situa nesses valores, sendo 25 °C a temperatura considerada ideal
(MAPA, 2014). Em condicdes de altas temperaturas a soja pode antecipar o florescimento e
o fotoperiodo (duracdo de horas de luz em um dia), a soja € uma planta de dias curtos onde
a inducdo do florescimento ocorre mais rapidamente em dias de menor periodo de luz, sendo
que essas respostas ao fotoperiodo variam entre as cultivares (FARIAS et al., 2009).

A necessidade hidrica da soja varia de 450 a 800 mm durante o ciclo de
desenvolvimento, com maior demanda na fase reprodutiva (SOUZA et al., 2016), onde o
suprimento adequado de agua nas fases de floracdo e enchimento de grdos é de extrema
importancia, pois é na fase reprodutiva que a cultura da soja define os componentes de
producdo (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007).

A soja é uma planta que demanda grande disponibilidade hidrica pois apresenta baixa
eficiéncia no uso da &gua. Por se tratar de uma planta C3 a soja necessita manter os estbmatos
abertos por mais tempo pois apresenta baixa eficiéncia na utilizacdo do carbono, o que acaba
favorecendo a perda de adgua pela transpiracéo (TAIZ; ZEIGER, 2013). Estudos comparando
a soja (Cs) e o milho (C4), mostram que as taxas fotossintéticas sdo semelhantes, entretanto,
a soja apresenta transpiragdo bem superior em comparacéo a cultura do milho, apresentando
uma eficiéncia no uso da dgua em torno de 50% inferior ao cereal (YU; WANG; ZHUANG,
2004).

Em condicdes de baixa disponibilidade hidrica os componentes de producdo séo
seriamente afetados, pois ocorre 0 abortamento de estruturas reprodutivas, abscisao de folhas
e reducdo na massa de grdos (VIEIRA et al., 2013). Isso ocorre pois na fase reprodutiva, o
déficit hidrico leva ao fechamento de estdmatos das plantas nas horas mais quentes,
reduzindo as trocas gasosas entre a planta e o ambiente, resultando na formacéo de vagens
vazias e abortamento de vagens, reduzindo a produtividade da soja (FARIAS et al., 2007).

O deficit hidrico também compromete seriamente o processo de fixacao bioldgica de
nitrogénio, pois ocorre uma reducdo na emissdo de pélos radiculares, reducdo na sintese de
leghemoglobina e abortamento de nddulos, onde o nédulo desidrata e cessa a atividade da
enzima nitrogenase, sendo o processo de fixacao bioldgica reativado se o periodo de déficit
hidrico for de curta duracéo (REIS JUNIOR, 2008).
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No caso da demanda nutricional, para cada tonelada de gréos de soja produzida por
hectare sdo necessarios aproximadamente 80 kg de nitrogénio, 15 kg de fosforo, 38 kg de
potassio, 12 kg de calcio, 7 kg de magnésio, 15 kg de enxofre, 77 g de boro, 515 g de cloro,
26 g de cobre, 460 g de ferro, 130 g de manganés, 7 g de molibdénio e 61 g de zinco (
EMBRAPA, 2014). O nitrogénio € o elemento mais demandado, uma vez que o elemento é
constituinte de aminodcidos, proteinas e lipideos (HUNGRIA et al., 2011), entretanto, a
utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio com estirpes de Bradyrhizobium séo capazes
de estabelecer simbioses capazes de suprir mais de 300 kg de nitrogénio por hectare,
suprindo a demanda da planta pelo elemento, além de liberar o elemento para a cultura
subsequente (HUNGRIA et al., 2007).

A deficiéncia do nitrogénio acarreta em reducdo da fotossintese, producdo e
translocacédo de fotossintatos, crescimento de raizes e folhas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Além
disso, a deficiéncia deste elemento reduz os teores de proteinas nos graos, provoca clorose
severa nas folhas velhas, podendo levar a necrose, 0 que se deve a baixa producdo de
clorofila (SFREDO; OLIVEIRA, 2010), impactando negativamente na produtividade da
cultura.

Diante da importancia da agua e do nitrogénio para o crescimento da soja, formas de
manejo que maximizem o aproveitamento de agua e nutrientes sdo estudadas, com énfase ao
uso de reguladores vegetais e bactérias promotoras de crescimento vegetal com destaque ao
A. brasilense e 0 B. Japonicum (BULEGON, 2019).

2.3 MELHORAMENTO DA SOJA

No Brasil, os programas de melhoramento de instituicdes publicas e privadas,
desenvolveram cultivares adaptadas as condi¢des ambientais do pais, alavancando o
potencial produtivo da soja. Na década de 1990, inUmeras empresas brasileiras de pesquisa
juntamente com os bancos de germoplasma foram compradas por empresas multinacionais,
sendo a Monsanto a multinacional mais atuante nesse processo (SANTOS et al., 2014). O
estudo e o desenvolvimento de novas biotecnologias permitiram com que os produtores
brasileiros atingissem altos patamares de produtividade (BARBARO-TORNELLI et al.,
2018).

O cruzamento de diferentes espécies selvagens, além de ter alterado o habito rasteiro
para arbustivo também permitiu a incorporagdo de genes exoticos ao da soja, tornando a

cultura apta a produzir novas substancias conferindo tolerancia a alguns herbicidas, como é
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0 caso do glifosato (MENEGATTI; BARROS, 2007). A soja resistente a Roundup Ready
(RR), foi modificada com a inser¢do de um gene da bactéria Agrobacterium sp. tornando a
planta resistente ao herbicida glifosato facilitando o controle de plantas daninhas de folhas
largas e gramineas que competem com a soja em pés emergéncia (KLEBA, 1998).

Outra tecnologia incorporada na cultura da soja € a Intacta® a qual além da resisténcia
ao glifosato, oferece protegdo contra algumas lagartas através da proteina Bt (Cry1lAc), com
alta eficacia contra Anticarsia gemamatalis (lagarta da soja), Chrysodeixis includens (mede
palmo), Crocidosema aporema (broca das axilas), Heliothis virescens (lagarta das macés),
Elasmopalpus lignosellus (elasmo) e H. zea e H. armigera (Helicoverpa) (MONSANTO,
2016).

No caso do manejo de doengas, a empresa Tropical Melhoramento Genético (TMG)
desenvolveu a tecnologia INOX® que confere tolerancia a ferrugem asiatica, podendo
reduzir o uso de fungicidas. A folha da soja tolerante, ao entrar em contato com o fungo
causador da ferrugem asiatica reage em defesa originando uma lesdo de cor marrom
avermelhada que ndo compromete o desenvolvimento da planta e impede a esporulacéo e
instalacdo da doenca na planta (SOJA INOX, 2019).

Além de todas as biotecnologias, os programas de melhoramento permitiram o
desenvolvimento de cultivares com periodo juvenil longo, impulsionando o cultivo para
regides de baixa latitude, permitindo com a que a soja seja cultivada em praticamente todas
as regides do pais (CAMARA, 2015).

Ja no ano de 1963, uma determinacdo da Comissdo Nacional da Soja, direcionou 0s
programas de melhoramento ao desenvolvimento de cultivares responsivas a inoculagdo com
estirpes efetivas de Bradyrhizobium, onde os programas de melhoramento passaram a omitir
a fertilizacdo nitrogenada (HUNGRIA et al., 2005). Os programas de melhoramento no
Brasil possibilitaram o desenvolvimento de cultivares efetivas na fixacdo bioldgica de
nitrogénio onde a soja nacional apresenta grande vantagem frente a outros paises produtores,
enquanto que na China as estirpes de Bradyrhizobium tem concorréncia natural com outros
microrganismos, na Argentina, o clima e os solos alcalinos dificultam os avancgos nessa
tecnologia (VARGAS et al., 2004).

2.4 Bradyrhizobium Japonicum

O aumento de produtividade da cultura da soja esta associado ao emprego de novas

tecnologias. S&o exemplos, 0 melhoramento genético e a utilizacdo de bactérias fixadoras de
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nitrogénio (HUNGRIA et al., 2001). O nitrogénio € responsavel pelos incrementos de
proteina e da produtividade (FAGAN et al., 2007) atuando diretamente na producdo de
fotoassimilados essenciais para a soja, pois atua na fotossintese (ANDRADE, 1996).

Na atmosfera terrestre, o nitrogénio representa em torno de 78% dos gases presentes,
sendo o elemento mais abundante. Nos vegetais, o nitrogénio é responsavel por inimeras
reacdes sendo constituinte da molécula de clorofila, proteinas e enzimas, sendo essencial
para a fotossintese, producéo e translocacédo de fotoassimilados, formacéo e crescimento de
folhas e raizes (RYLE etal., 1979; TAIZ E ZEIGER, 2013) atuando diretamente na producéo
de fotoassimilados essenciais para a soja, pois atua na fotossintese (ANDRADE, 1996). O
elemento é demandado pela maioria das culturas, entretanto, sua mobilidade no solo e
volatilidade acaba resultando em perdas do elemento, sendo um dos entraves a produtividade
(GALVAO, 2012).

O nitrogénio pode ser absorvido na forma de amonio, nitrato ou nitrogénio
atmosférico pelo processo da fixacdo bioldgica. Na soja 0 nitrogénio atmosférico é
transformado em amonio por bactérias do género Bradyrhizobium (TAIZ; ZEIGER 2013).
Essas bactérias se associam as plantas de soja formando nodulos em suas raizes, promovendo
a quebra da tripla ligacdo do nitrogénio atmosférico, tornando-o prontamente disponivel
(FAGAN et al., 2007).

A interacdo entre planta e bactéria pode ser classificada como uma, pois o
Bradyrhizobium beneficia-se dos fotoassimilados ou carbono organico oriundos da planta
hospedeira, enquanto que esses microrganismos fornecem nitrogénio oriundo da fixacdo,
sendo o nutriente assimilado em compostos nitrogenados que podem ser translocados pela
planta (CASSINI; FRANCO, 2008). O processo da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
permite com que a soja seja economicamente viavel no Brasil, uma vez que a demanda de
N pela soja é de aproximadamente 80 kg por hectare para cada tonelada de gréos produzida.
Estima-se que anualmente sejam economizados 7 bilhdes de dolares em fertilizantes
nitrogenados, apenas com o uso de inoculantes contendo estirpes de B. japonicum
(HUNGRIA, 2014).

No Brasil, os inoculantes mais utilizados contendo Bradyrhizobium podem conter a
combinacdo de duas ou quatro estirpes, sendo as estirpes Semia 587 e Semia 5019 (29w)
contendo Bradyrhizobium elkanii e as estirpes Semia 5079 (CPAC-15) e Semia 5080
(CPAC-7) contendo Bradyrhizobium japonicum (ZILLI et al., 2006; BIZARRO, 2008),
sendo que o Brasil é referéncia na utilizagdo de estirpes de Bradyrhizobium na cultura da

soja, com simbioses capazes de suprir toda demanda de nitrogénio da oleagionosa, com
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contribuicdes acima de 300 kg ha?, além da liberacdo do elemento para a cultura
subsequente (HUNGRIA et al., 2007).

O processo de FBN inicia-se através da liberacdo de exsudatos radiculares,
possibilitando atracdo quimiotaxica do Bradyrhizobium com a soja. A associacao ocorre na
formacdo dos pélos radiculares, resultando na formagdo dos nodulos (TAIZ; ZEIGER,
2013). Como os rizobios captam os sinais da planta, as melhores respostas a inoculagéo vao
ocorrer quando as bactérias estdo proximas ao sistema radicular, o que ocorre principalmente
quando a inoculacéo é realizada no tratamento de sementes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os nddulos sao formados a partir do enovelamento dos pélos radiculares em razéo de
estimulos bacterianos hormonais, sendo resultantes da interacdo entre bactérias rizobiaceas
e plantas leguminosas, onde 0s baixos niveis de oxigénio dentro do nédulo proporcionam as
condicdes ideais para a FBN, uma vez que a fixacdo de nitrogénio sé ocorre quando a
nitrogenase trabalha em condigdes de baixa disponibilidade de oxigénio por se tratar de uma
sequéncia de reacbes redox e com transporte de elétrons, uma vez que na presenca de
oxigénio esses elétrons sdo capturados pelo oxigénio, impedindo que os mesmos liguem as
moléculas de hidrogénio juntamente a molécula de nitrogénio (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Apenas organismos que apresentam o complexo nitrogenase sao capazes de realizar
a FBN. No complexo nitrogenase ocorre uma serie de reaces redox através de complexos
proteicos constituidos de ferro e molibdénio, possibilitando a reducdo do nitrogénio
atmosférico para a amonia, tornando o nitrogénio disponivel para as plantas (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Devido ao grande gasto energético das bactérias neste processo, o
fornecimento de nitrogénio pode prejudicar 0 processo, pois ocorre a reducdo da afinidade
da leghemoglobina pelo oxigénio (VOSS; CUNHA, 1996).

Além da reducdo da afinidade da leghemoglobina, quando se fornece o nitrogénio
via adubacdo mineral, a soja vai absorver o elemento do solo na forma de amonio ou nitrato,
dificultando a simbiose uma vez que a planta demanda de energia para 0 Processo.
Entretanto, quando ndo se fornece nitrogénio, ocorre a inducdo da enzima fenilalanina
amonia liase a qual produz isoflavonas que sinalizam ao B. japonicum para que infeccione a
soja e produza nodulos (ALMEIDA, 2015).

A infecgéo da soja pelo B. japonicum leva de 7 a 13 horas para formarem as geragoes,
apresentando crescimento lento, onde a temperatura 6tima para seu desenvolvimento se situa
entre 25 a 30°C (WILLEMS, 2006). Na primeira semana apds a emergéncia ja sdo
observados os primeiros nddulos, onde o processo da FBN inicia por volta da segunda
semana apos a emergéncia da soja (HUNGRIA; CAMPOS; MENDES, 2001). Para adequada
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atividade dos nddulos e da enzima nitrogenase, a temperatura ideal é de 25°C, sendo que
temperaturas abaixo de 15°C reduzem sua atividade (ZHANG et al., 1996).

A formacao dos nddulos € controlada por auxinas e citocininas, 0s quais promovem
a divisao celular (ANOLLES, 1997). Durante o processo de infec¢do ocorre uma inibicao
no transporte de auxinas para outras partes da planta, onde a regulacdo é mediada por
lipoquitinas e oligosacarideos, resultando em um acumulo de auxinas na regido de
desenvolvimento do nédulo (MATHESIUS; SCHLAMAN, 1998).

Ap0s a divisdo celular, se da a formacdo do nédulo, onde ocorre o crescimento da
estrutura, e a diferenciacdo em organelas fixadoras denominadas de bacterdides, e a
membrana que o envolve é denominada de peribacterdide apresentando um sistema vascular
semelhante ao da planta, permitindo as trocas de nitrogénio fixados pelo bacteroide e a
planta. No interior do bacterdide, encontra-se o complexo nitrogenase, formado pelas
proteinas Ferro- proteina e a Molibdénio-Ferro-proteina, responsaveis pelo processo de
fixagéo de nitrogénio (TAIZ; ZEIGER, 2013).

No processo de fixacdo de nitrogénio a ferrodoxina doa elétrons para a Ferro-
proteina. A Ferro-proteina promove a reducdo da enzima Molibdénio-Ferro-proteina, sendo
que a partir desta, os elétrons sdo doados para o nitrogénio, o qual é convertido & amonia
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Durante o processo de fixacdo, os nédulos ativos irdo apresentar
coloracdo interna avermelhada, o que se deve a atividade da leghemoglobina, a qual atua no
controle dos niveis de oxigénio no nodulo. O nitrogénio fixado na forma de amdnia durante
0 processo simbidntico é posteriormente convertido em aminoacidos e precursores de
proteinas, sendo posteriormente utilizado pela planta (THOMAS; COSTA, 2010).

Para a soja ter sua demanda por nitrogénio atendida e alcancar altas produtividades,
as plantas devem apresentar de 15 a 30 nddulos no florescimento e apresentar de 100 a 200
mg de nddulos por planta (HUNGRIA et al., 2001). Para que ocorra uma nodulacdo
adequada é necessario a inoculacdo de B. japonicum na soja de forma rotineira, pois a soja
é uma cultura exatica, sendo pouco provavel que as estirpes que ocorrem de forma natural
nos solos brasileiros sejam compativeis com a cultura (BARBARO et al., 2009). Nesse
sentido, cabe ressaltar a importancia de pesquisas conduzidas com Bradyrhizobium de modo
a aumentar a competitividade com os demais organismos presentes no solo.

A utilizacdo das bacteérias fixadoras de nitrogénio, além de ser uma prética de baixo
custo e com boa eficiéncia na fixa¢do do nitrogénio atmosférico, também sdo responsaveis
pela reducdo do uso de adubos minerais, resultando em reducéo dos custos de producdo e

diminuicdo dos riscos de contaminacdo do ambiente por nitrato (THOMAS, COSTA, 2010).
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Dessa forma diante da importancia dessas bactérias para a produgdo da soja, novas formas
de melhorar esse processo da FBN sdo estudadas constantemente, principalmente no

desenvolvimento de inoculantes mais estaveis e eficientes.

2.5 Azospirillum brasilense

Bactérias diazotroficas do género Azospirillum podem estimular o crescimento da
planta através de compostos promotores de crescimento além de estimularem a producéo
endogena na planta (RODRIGUES et al., 2012). Estas bactérias desenvolvem suas colonias
na rizosfera das plantas, mas podem penetrar no vegetal, sendo denominadas associativas
facultativas (DOBEREINER; BALDANI, 1982). Na rizosfera beneficiam-se de exsudatos
radiculares como fonte energética, demonstrando mobilidade e quimiotaxia para &cidos
organicos, agucares, aminodcidos, compostos aromaticos além de fontes de carbono
provenientes de exsudatos radiculares (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

Esse grupo de microrganismos, possuem mecanismos benéficos de acdo direta e a¢do
indireta. A sintese de fitorménios de crescimento, aumento do crescimento radicular e
solubilizacdo de fosfatos sdo exemplos de mecanismos de acdo direta, por outro lado,
diminuicdo dos niveis de etileno endogeno, inducdo de resisténcia nos vegetais e producao
de antibioticos sdo alguns exemplos de mecanismos de acdo indireta (OLIVEIRA et al.,
2003).

A sintese de fitormdnios como auxinas, citocininas e giberelinas é um dos principais
efeitos atribuidos ao A. brasilense (NETO et al., 2013). As auxinas sdo responsaveis pela
sintese de giberelinas além de promoverem o crescimento celular, pois acidificam o
apoplasto, ativando enzimas responsaveis pelo afrouxamento da parede celular, o que
permite com que a pressdo de turgor promova o crescimento da célula (TAIZ; ZEIGER,
2013). No caso das citocininas, a promocao da retomada de divisdes celulares é o principal
efeito do fitormonio, estando relacionado a formacdo dos nodulos radiculares nas
leguminosas (KERBAUY, 2004).

Outro beneficio da utilizagdo de A. brasilense esta atrelado a sintese de acido
abscisico (ABA), o qual esta associado ao maior crescimento do sistema radicular das
plantas em condicGes de estresses nutricionais ou déficit hidrico, atuando na reducdo do
crescimento da parte aérea em favor do crescimento do sistema radicular, dessa forma essas

bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) favorecem o desenvolvimento
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radicular, permitindo com que as plantas explorem de forma mais eficiente o perfil do solo
(CASSAN, PERRIG, et al., 2009), favorecendo a absorco de agua e nutrientes pois aumenta
0 contato do sistema radicular com o solo, além de auxiliar na formacéo de pelos radiculares
(FERREIRA et al., 2014).

A sintese de Oxido nitrico é outro beneficio promovido pela utilizacdo de A.
brasilense, onde alguns trabalhos demonstram que a sintese dessa molécula por essas
bactérias pode favorecer o crescimento de raizes secundarias (CREUS et al., 2005), o
numero maior de raizes secundarias, associado a formacao de pélos radiculares beneficia o
contato solo-raiz aumentando a absorcdo de dgua e nutrientes. A maior absor¢do de dgua
devido a inoculagdo com A. brasilense permite maior crescimento das plantas, pois ocorrem
incrementos nas trocas gasosas (FRANDOLOSO et al., 2012) pois a agua € crucial para a
fotossintese, além de possibilitar o alongamento celular pela pressdo de turgor (CATUCHI
etal., 2012).

Essas bactérias também podem atuar no sistema radicular das plantas pois agem
sobre algumas enzimas do metabolismo do nitrogénio como a glutamina sintetase que
catalisa a reacdo de formacéo de glutamina a partir de glutamato, aménio e ATP aumentando
a assimilacdo de aménio em amino&cidos, auxiliando no aporte de nitrogénio até a parte
aerea (MACHADO et al., 1998).

Por outro lado, a elevacdo nos niveis de auxina acaba aumentando o teor de ACC que
é precursor de etileno, resultando em algumas respostas como aumento da respiracdo,
inibicdo do crescimento e senescéncia da planta (GLICK, 2014). Entretanto, o A. brasilense
é capaz de desviar o ACC pela enzima ACC-deaminase, gerando amdnia para a producao de
aminoéacidos para serem utilizados no seu metabolismo diminuindo os niveis de etileno na
planta (ARSHAD et al., 2007).

Além dos beneficios relacionados ao crescimento das plantas, o A. brasilense pode
induzir a resisténcia das plantas, contra patdgenos e estresses ambientais (ZHANG et al.,
2010). As BPCYV sdo capazes de excretar compostos toxicos a outros organismos, atuando
de forma antagonica contra patdgenos (GLICK, 2014).

Ja a contribuicdo da fixagdo de nitrogénio pelo A. brasilense € questionada, uma vez
que esse grupo de microrganismos libera lentamente o nitrogénio para a planta, e apenas
uma quantidade muita pequena do elemento se torna disponivel para a planta (DOMMELEN
et al., 1998), além disso a quantidade de nitrogénio secretada durante o crescimento das
bactérias é muito baixa (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).
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Vale destacar, que as bactérias do género Azospirillum ndo estimulam a nodulagéo
nas plantas, uma vez que essas bactérias apenas colonizam éreas superficiais, podendo
locomover-se no interior da planta via xilema e floema (TORTORA et al.,2012). Como essas
bactérias ficam expostas a altas concentracGes de oxigénio, ndo ha atividade do complexo
enzimatico nitrogenase (TAIZ; ZEIGER, 2013). Outro obstaculo que impede a nodulagéo
por esses microrganismos se da pela dificuldade de se aderirem as estruturas dos vegetais
(PEREG GERK et al., 2000).

2.6 CO-INOCULACAO

A co-inoculacdo é uma alternativa que busca aumentar a produtividade das areas de
soja. Essa técnica busca a obtencdo do efeito sinérgico da combinacdo de microrganismos,
buscando obter resultados produtivos superiores com a inoculagdo de ambos, em
comparacio a utilizagdo dos microrganismos de forma isolada (BARBARO et al., 2008).
Para a co-inoculacdo na soja, alguns produtores optam por inoculantes contendo A.
brasilense juntamente com B. japonicum. De acordo com Ferlini (2006), a utilizacdo de
bactérias simbioticas e diazotréficas favorecem a nodulacéo e o crescimento radicular.

O aumento do crescimento radicular esta associado ao efeito bioregulador promovido
pela inoculacdo com A. brasilense (PEDRAZA, 2008) o gue esta relacionado a sintese de
horménios como auxinas, giberilinas e citocininas (NETO et al., 2013). A sintese de 6xido
nitrico é outro efeito atribuido a utilizacdo de A. brasilense, sendo essa molécula sintetizada
responsavel pela formacédo de raizes secundarias e pélos radiculares (CREUS et al., 2005).
O incremento nas raizes secundarias, pélos radiculares e ramificacbes dos pélos pela
utilizacdo de A. brasilense também podem estar associados ao incremento na producéo de
genes Nod, que favorecem diretamente o processo de nodulagdo na cultura da soja
(BURDMANN HAMAQUI; OKON, 2000) uma vez que a associacdo do B. japonicum e a
planta que resultara na formacdo dos nddulos, inicia-se a partir dos pélos radiculares (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

A co-inoculacéo de B. japonicum e A. brasilense, resulta em plantas mais resistentes ao
deéficit hidrico pelo aumento do sistema radicular. Outro efeito da co-inoculacéo séo plantas
mais vigorosas devido a maior absor¢do de nutrientes, resultando em maior equilibrio
nutricional, além disso, o aumento da superficie especifica pelo aumento do sistema
radicular permite maior nodulagdo favorecendo a fixagdo de nitrogénio e aumentando a
produtividade da soja (HUNGRIA; NOGUEIRA, 2014).
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A associagdo desses microrganismos permite uma agricultura mais sustentavel
economicamente, ambientalmente e socialmente (CHAPARRO et al., 2012), tendo em vista
0s beneficios promovidos por essas bactérias, pois torna as plantas mais eficientes no uso da
agua e fertilizantes, uma vez que o A. brasilense permite maior crescimento radicular, além
de permitir um maior aporte de nitrogénio advindo da FBN promovida pelo B. japonicum.
(HUNGRIA, 2011).

2.7 CUIDADOS COM A INOCULAGCAO DE Bradyrhizobium japonicum E Azospirillum
brasilense

Além da utilizacdo de inoculantes de qualidade, sdo necessarios alguns cuidados a
fim de evitar a mortalidade das bactérias, principalmente quando se utiliza os inoculantes
conjuntamente com fungicidas, inseticidas e micronutrientes (HUNGRIA et al., 2013). E
importante a distribuicdo uniforme do inoculante sobre as sementes e evitar a exposi¢do das
sementes ao sol. Apds a inoculacdo semear dentro de um prazo de 24 horas e 0 inoculante
deve ser colocado por ultimo em sementes tratadas com fungicidas, inseticidas ou
micronutrientes e quando as bactérias sdo expostas a agroquimicos, altas temperaturas ou
déficit hidrico a dose do inoculante deve ser aumentada (HUNGRIA, 2011).

Em areas novas de cultivo de soja, com acidez elevada com pH menor que 5,5 é
recomendado utilizar o dobro da dose de inoculante contendo B. japonicum uma vez que a
acidez interfere na sobrevivéncia desses microrganismos, além de ocorrer competigdo entre
as estirpes nativas e as contidas nos inoculantes (CHUEIRI et al., 2005). O aumento da
quantidade de inoculante pode compensar a perda de organismos por condi¢des adversas,
além de favorecer a competicdo com 0s microrganismos nativos (HUNGRIA et al., 2001).
Além disso, a reinoculacdo anual de B. japonicum é uma pratica crucial a ser adotada pelos
produtores de soja, pois permite a mitigagdo no estabelecimento de populacbes de
microrganismos menos eficientes que poderiam competir pelos sitios de infeccdo com o B.
japonicum (CARVALHO et al., 2005).

Para o B. japonicum é importante atentar-se com o0s micronutrientes Cobalto e
Molibdénio, onde o primeiro atua na formacdo da leghemoglobina controlando a
disponibilidade de oxigénio para o funcionamento da nitrogenase, e o segundo participa do
complexo nitrogenase, onde sua deficiéncia compromete o processo de fixagdo bioldgica de
nitrogénio (ARAUJO, 2013).
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O fornecimento de nitrogénio pode prejudicar o processo da fixacdo bioldgica de
nitrogénio devido ao grande gasto energético no processo, pois ocorre a reducdo da afinidade
da leghemoglobina pelo oxigénio (VOSS; CUNHA, 1996). Temperaturas abaixo de 15 C°
vao reduzir a atividade das bactérias (ZHANG et al., 1996).

O déficit hidrico dificulta a respiracdo e a sintese de leghemoglobina pois reduz o
fornecimento de oxigénio para o bacteroide. O uso de agroquimicos e o teor de O afetam a
sobrevivéncia das bactérias (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Situacdes de deficiéncia na
nodulacdo podem ser visualizadas pelo arranque das plantas quando a soja se encontra em
V>, podendo o problema ser amenizado com adubag&o mineral de nitrogénio (HUNGRIA et
al., 2005).

No caso do A. brasilense, 0 maior desafio € a incompatibilidade com produtos
quimicos, pois acabam sendo prejudiciais as populacdes das BPCV, demandando mais
estudos de compatibilidade com inseticidas (HUNGRIA, 2011). Os cuidados com a
inoculacdo de A. brasilense séo semelhantes a inoculagdo de B. japonicum. As sementes
inoculadas com as bactérias ndo devem ser expostas ao sol e a temperaturas elevadas.
Também deve-se semear as sementes inoculadas no prazo de 24 horas e evitar o contato das
bactérias com produtos quimicos (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007), caso houver o
contato com produtos quimicos a dose do inoculante pode ser aumentada com o intuito de
aumentar o nimero de células de Azospirillum (HUNGRIA, 2011).

Além de todos os cuidados no manuseio do inoculante, os produtores devem tomar
alguns cuidados no momento da compra do inoculante contendo A. brasilense. Deve ser
observado se o produto possui registro no Ministério da Agricultura e se contém as estirpes
validadas pela pesquisa, observar o prazo de validade, certificar que os inoculantes foram
armazenados em local com condi¢des adequadas de umidade e temperatura e verificar se o
produto possui a concentracéo de 102 células g* ou mLY(HUNGRIA,2011).

Outra alternativa para reduzir a mortalidade das BPCV seria a pulverizacao foliar,
onde a interacdo entre bactéria e o produto quimico € evitada (BATTISTUS, 2015). Diante
dos problemas abordados, novas técnicas de inoculacdo e co-inoculagdo sdo estudadas,
buscando avaliar doses e métodos de aplicacdo que resultem em melhores respostas
(RONSANI; PINHEIRO; PURIN, 2013).

2.8 RESULTADOS ENVOLVENDO A INOCULACAO E CO-INOCULACAO COM
Bradyrhizobium japonicum E Azospirillum brasilense NA CULTURA DA SOJA
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Os resultados envolvendo B. japonicum e A. brasilense na cultura da soja acabam
apresentando respostas distintas. Hungria et al. (2013) avaliando esses microrganismos,
obtiveram incrementos na produtividade na ordem de 8,4% na re-inoculacdo anual com B.
japonicum, enquanto que para a co-inoculacdo o incremento foi de 16% em relacdo a
testemunha, e 7,1% a mais do que a inoculacdo apenas com B. japonicum. Resultado
semelhante foi observado por Libério (2019), onde que a co-inoculagdo incrementou em
20,78% a produtividade da soja.

Braccini et al. (2016) avaliando a inoculacdo nas sementes e a co-inoculagéo no sulco
de semeadura, constataram incrementos nos parametros fisiologicos bem como incrementos
no rendimento de grdos em relacdo a testemunha. Deak (2017), verificou que a co-inoculagao
incrementou na massa seca de nddulos e nimero de nédulos. Finoto et al. (2017) observaram
que a co-inoculacdo apresentou resultados semelhantes ao tratamento somente com B.
japonicum mas com trés vezes da dose recomendada para os parametros relacionados a
nodulagéo da soja, altura de plantas e produtividade de gréos.

Entretanto, em estudo envolvendo BCPV, Mattos (2017) observou que a inoculagéo
com A. brasilense ndo incrementou na produtividade da soja, além de ndo influenciar os
pardmetros biométricos.

Resultados semelhantes foram verificados por Zuffo et al. (2015), que observaram
que a inoculacao apenas com A. brasilense e a co-inoculacdo com B. japonicum ndo afetaram
significativamente a altura de plantas, numero de trifélio, massa seca da parte aérea, massa
secade raiz e de nddulos, volume radicular, teor de clorofila e de nitrogénio foliar. Bullegon
et al. (2016) verificaram respostas distintas entre cultivares, onde a inoculagdo com bactérias
diazotroficas elevou a altura de plantas, massa seca e o nitrogénio foliar na cultivar BMX
Turbo, enquanto que na cultivar CD 250 houve reducao na massa seca da parte aérea quando
inoculada com bactérias diazotréficas. Barbaro et al. (2009), em trabalho avaliando a
inoculacdo padrdo com B. japonicum e a co-inoculacdo de B. japonicum e A. brasilense na
cultura da soja, ndo observaram efeitos significativos na nodulacdo, massa seca da parte
aérea, massa seca radicular e produtividade da soja.

Santos Neto et al. (2013) avaliando a adubagdo nitrogenada e a inocula¢do com B.
japonicum constataram que a inoculagdo aumentou em aproximadamente 10% o rendimento
da cultura da soja, enquanto que a adubacdo nitrogenada ndo apresentou diferenca
significativa para massa de cem sementes e produtividade. Ja Barbaro Torneli et al. (2018)

avaliando inoculacdo e co-inoculacdo em sulco de semeadura, verificaram que a pratica da
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co-inoculagdo incrementou em 4,5 sacas ha e 7,62 sacas hal em relagdo a inoculagio
padrdo com B. japonicum e a testemunha, respectivamente.

Essa inconsisténcia observada nos resultados obtidos em trabalhos envolvendo a
inoculacdo de B. japonicum, A. brasilense e a co-inoculacéo, reforca a necessidade de novos
estudos envolvendo essas bactérias, uma vez que sdo muitos fatores do ambiente que acabam
influenciando no desempenho desses microrganismos na expressdo do potencial produtivo

da soja.
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CAPITULO 2: CARACTERISTICAS BIOMETRICAS E PRODUTIVAS DA SOJA
INOCULADA E CO-INOCULADA COM Bradyrhizobium japonicum E
Azospirillum brasilense

Resumo: O objetivo do trabalho foi estudar as caracteristicas biométricas, componentes da
producdo e produtividade da cultura da soja cultivada em condi¢Ges de vaso e a campo,
sendo submetida a inoculagdo com as bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense. Foi utilizado delineamento em blocos ao acaso, com 04 tratamentos
(Testemunha; Inoculacdo de B. japonicum via sementes; Inoculagcdo com A. brasilense via
sementes e co-inoculacao de B. japonicum + A. brasilense via sementes) e 06 repeti¢cbes. Em
condigdes de vaso, no estadio Rs, foram avaliados as caracteristicas biométricas e 0s
componentes da producéo e a produtividade. Nas condic¢des de campo, ao final do ciclo da
soja, foram avaliadas as caracteristicas biométricas aléem dos componentes da producéo e a
produtividade da cultura. No experimento em vasos foram observadas diferencas para a
inoculacdo e co-inoculacao para o diametro de coleto, nimero de nédulos por planta, massa
seca de raiz e massa seca total. A campo, a altura das plantas e a produtividade foram
afetadas pelo uso de B. japonicum e A. brasilense isolados e em co-inoculacdo. Diante dos
resultados observados, pode-se concluir que a inoculacdo com B. japonicum e A. brasilense
e a co-inoculacdo, afetam positivamente as caracteristicas biométricas em condi¢édo de vaso
com incremento de 16% no diametro de coleto e 8% no nimero de nddulos. A co-inoculagdo
elevou em 26% a massa seca de raiz e 24% a massa seca total, entratanto ndo afetaram os
componentes da producdo e produtividade da soja. Por outro lado, os tratamentos com B.

japonicum aumentam em 31 % o rendimento da soja a campo.

Palavras chaves: Glycine max; bactérias promotoras de crescimento; fixacdo bioldgica de

nitrogénio
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3.1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) teve origem no extremo Oriente, mais precisamente na
regido correspondente a China (CAMARA, 2015). E uma das espécies cultivadas pelo
homem de maior importancia devido a sua qualidade nutricional (SEDIYAMA, 2009). Por
ser fonte de proteinas € utilizada em larga escala para a formulagdo de racdo animal, além
de compor produtos destinados a alimentacdo humana (PASTORE, 2016).

O Brasil produziu 113 milhdes de toneladas de soja na ultima safra, assumindo o
segundo lugar na producdo mundial da oleaginosa (CONAB, 2019). Diante da importancia
da soja para o pais, a conducdo de novos estudos de praticas de manejo que maximizem o
uso dos recursos disponiveis no ambiente produtivo, sdo cruciais para o pais continuar sendo
competitivo no mercado mundial, dentre as praticas pode se citar o uso das bactérias
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense.

A importéncia na utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio esta relacionada a
grande demanda do nutriente pela cultura. A soja necessita de aproximadamente 80 kg de
nitrogénio para a producdo de uma tonelada de graos, uma vez que o elemento é constituinte
de aminoé&cidos, proteinas e lipideos (HUNGRIA et al., 2011). Na soja, o nitrogénio
atmosférico e transformado em amonio por bactérias do género Bradyrhizobium (TAIZ;
ZEIGER 2013). Essas bactérias se associam as plantas de soja formando nédulos em suas
raizes, promovendo a quebra da tripla ligacdo do nitrogénio atmosférico, tornando-o
prontamente disponivel as plantas (FAGAN et al., 2007).

Essa simbiose pode suprir todo nitrogénio requerido pela oleaginosa, além de
fornecer o elemento para a cultura subsequente (HUNGRIA et al., 2007). Esse processo de
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é uma das grandes vantagens do Brasil em relacdo a
outros paises produtores da oleaginosa, 0 que se deve pela redugdo dos custos em
fertilizantes nitrogenados (VARGAS et al., 2004). Outro grupo de bactérias que séo alvo de
estudos na cultura da soja sdo as bactérias do género Azospirillum, as quais promovem a
sintese de horménios como auxinas, giberelinas e citocininas, promovendo o crescimento do
sistema radicular, favorecendo o crescimento da planta (NETO et al., 2013).

Outra técnica alvo de estudos é a co-inoculagédo, que busca aumentar a produtividade
das areas de soja. Essa técnica busca a obtencdo do efeito sinérgico da combinacdo de
microrganismos, buscando obter resultados produtivos superiores com a inoculagdo de
ambos, em comparagio a utilizagdo dos microrganismos de forma isolada (BARBARO et

al., 2008). Normalmente sdo usados inoculantes contendo A. brasilense juntamente com B.
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japonicum. De acordo com Ferlini (2006), a utilizacdo conjunta de bactérias fixadoras de
nitrogénio juntamente com bactérias promotoras de crescimento, permite com que a soja
tenha maior nimero de nodulos e o sistema radicular mais desenvolvido, aumentando a
produtividade da cultura.

Os beneficios promovidos por essas bactérias tornam as plantas mais eficientes na
utilizagdo dos recursos do ambiente. A inoculagdo com A. brasilense proporciona maior
desenvolvimento radicular, dessa forma além de melhorar o aproveitamento dos recursos do
solo ha um aumento nos sitios de infec¢cdo para o B. japonicum, uma vez que a associagdo
dessa bactéria com a planta se inicia a partir dos pélos radiculares (TAIZ; ZEIGER, 2013)
aumentando o fornecimento de nitrogénio via FBN para a cultura da soja (HUNGRIA, 2011)
0 que permite uma agricultura mais sustentavel economicamente, ambientalmente e
socialmente.

Diante dos beneficios que essas bactérias proporcionam ao desenvolvimento da soja,
ensaios com avaliacdes biométricas e produtivas sdo importantes, com o intuito de elucidar
a melhor forma de aplicacdo desses microrganismos maximizando a eficiéncia da interacao
entre a soja e as bactérias. Diante do que foi abordado, o estudo busca investigar os efeitos
da inoculagdo e co-inoculacdo de B. japonicum e A. brasilense nas variaveis biométricas,

componentes da producéo e rendimento da cultura da soja.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Experimento conduzido em vasos

O experimento foi implantado na estagdo de cultivo protegido “Professor Mario
Cesar Lopes”, em Marechal Candido Rondon - PR. O experimento foi conduzido no periodo
compreendido entre os dias 15 de dezembro a 15 de abril, em delineamento de blocos ao
acaso com 04 tratamentos (Testemunha; Inoculacdo de B. japonicum via sementes;
Inoculagdo com A. brasilense via sementes e co-inoculagdo de B. japonicum + A. brasilense
via sementes) e 06 repeti¢cdes, em duplicata totalizando 48 unidades experimentais. Isso foi
realizado para efetuar as analises destrutivas.

Foram utilizados vasos de 8 dm?®, sendo o solo utilizado como substrato nio
esterilizado para a implantagdo do experimento. O solo utilizado foi classificado como
Latossolo Vermelho Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2013), com as

seguintes caracteristicas quimicas na camada de 0-20 cm: P = 13,19 mg dm; MO = 49,21
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g dm=; pH (CaCly) = 6,37; H+Al = 2,54 cmolc dm=3; Al*3= 0,00 cmolc dm3; K+ = 1,56
cmolc dm®; Ca?* = 8,78 cmolc dm™3; Mg?* = 3,46 cmolc dm™; CTC = 16,34 cmolc dm3;
V% = 84,46.

O solo foi fertilizado utilizando a recomendacédo de adubacdo para experimentos em
vasos, fornecendo: 200 kg ha™ de N, na forma de uréia, 300 kg ha* de K na forma de cloreto
de potassio e 600 kg ha! de P na forma de super fosfato simples, o que adicionou 8 kg ha*
de Se 17 kg ha' de Ca (NOVAES et al., 1991). Regas diarias foram efetuadas até que os
vasos atingirem a capacidade de campo, suprindo a demanda de agua em todas as fases de
desenvolvimento da cultura, desde a germinacdo das sementes até 0 momento em que a
cultura atingiu a maturacdo fisiologica.

Os dados meteorologicos de umidade relativa e temperatura, durante a conducao do

experimento em vasos em Marechal Candido Rondon — PR, sdo apresentados na figura 1.
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Figura 1: Condicdo de umidade relativa e temperatura durante a conducdo do experimento
em cultivo protegido. Barras indicam a umidade relativa e linha horizontal indica
as temperaturas. Marechal Candido Rondon, Parang, 2018 — 2019.

Antes da semeadura, as sementes de soja da cultivar Monsoy 5947 Ipro foram
inoculadas com as bactérias B. japonicum e A. brasilense, atraves de agitacdo vigorosa em
sacos de polietileno. As sementes também foram tratadas com inseticida (Standak top® 200

mL 100 kg de sementes) visando o controle de pragas que atacam plantulas de soja. O
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procedimento da inoculacdo e co-inoculagdo das bactérias foi realizada duas horas antes da
semeadura e mantidas a sombra em temperatura amena.

Foram utilizados inoculantes liquidos da Empresa NITRO1000 Inoculantes
Biologicos LTDA, contendo B. japonicum, com concentracdo de 2x10° UFC mLestirpes
5079 e 5080) e A. brasilense (estirpes AbV5 e AbV6) com 2x102 UFC mL™. As doses
utilizadas para os inoculantes foram de acordo com as recomendacfes da empresa para a
inoculacdo via semente, sendo utilizados 100 mL por 50 kg de sementes. Em cada vaso
foram semeadas 6 sementes de soja a profundidade de 4 cm e apds a emergéncia e
desenvolvimento das folhas cotiledonares foi realizado desbaste permanecendo apenas duas
plantas em cada vaso.

Quando a soja atingiu o estadio Rz foram efetuadas as analises biométricas, onde
foram coletadas duas plantas de cada parcela, avaliando altura de planta com auxilio de uma
régua graduada e didametro basal do caule com paquimetro digital. Posteriormente, as plantas
foram separadas em folhas e caule + peciolo, acondicionadas em sacos de papel kraft e
levadas a estufa de circulacdo forcada de ar para secagem a 65 °C, por 72 h, até atingir de
massa constante, sendo entdo pesadas em balanca de precisdo para obtencdo da massa seca.

As raizes foram retiradas dos vasos, lavadas em agua corrente e secadas a sombra.
Em seguida foi determinado o nimero de nédulos e a massa de nédulos por planta e a massa
seca de raizes, ap0s secagem em estufa de circulacdo forcada de ar conforme descrito para a
matéria seca dos 6rgdos. A massa seca total foi obtida pela soma dos valores de massa seca
de parte aérea e massa seca de raiz mais nodulos. No final do ciclo produtivo foram avaliados
0 nimero de vagens por planta, nimero de grdos por vagens, massa de mil gréos e producédo
por planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e quando apresentaram 95% de
significancia, as médias foram comparados por teste de Tukey a 95 % de nivel de confianca
com auxilio do software estatistico SISVAR versdo 5.1, build 72 (FERREIRA, 2011).

3.2.2 Experimentos conduzidos a campo

Foram conduzidos dois ensaios sendo um no municipio de Marechal Céandido
Rondon em uma propriedade particular e outro na fazenda experimental “Professor
Alcebiades Luis Orlando”, em Entre Rios do Oeste — PR Os experimentos foram
implantados em delineamento de blocos ao acaso, com 04 tratamentos (Testemunha;

Inoculacdo de B. japonicum via sementes; Inoculacdo com Azospirillum brasilense via
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sementes e Co-inoculacdo de B. japonicum + A. brasilense via sementes) e 06 repetigdes,
totalizando 24 parcelas.

Em Marechal Candido Rondon a soja foi semeada em 05/10/2018, sobre 0s restos
culturais do milho. As parcelas foram constituidas por sete linhas com 10 metros de
comprimento com espacamento de 0,45 metros, onde que a area util correspondente ao
centro de cada parcela foi de 9,45 m2. A cultivar de soja utilizada foi a Monsoy 5947 Ipro,
onde foram semeadas 12 sementes por metro linear, com 300 kg ha? do fertilizante
formulado 4-30-10 seguindo a andlise do solo de acordo com recomendag6es do manual de
adubacdo e calagem para o estado do Parand (PAVINATO, 2017).

O solo da area de Marechal Candido Rondon é classificado como Latossolo
Vermelho Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2013), com as seguintes
caracteristicas quimicas na camada de 0-20 cm: P = 13,19 mg dm; MO = 49,21 g dm3; pH
(CaCl,) = 6,37; H+Al = 2,54 cmolc dm3; Al™3= 0,00 cmolc dm=3; K* = 1,56 cmolc dm’3;
Ca2* = 8,78 cmolc dm™3; Mg?* = 3,46 cmolc dm; CTC = 16,34 cmolc dm; V% = 84,46.

As condicdes meteoroldgicas de precipitacdo e temperatura durante a conducgéo do

experimento em Marechal Candido Rondon- PR sdo apresentadas na figura 2.

45 35
40 30
~ 35 =
£ 30 e
S 25 20 £
< [
= 20 15 g
S 15 £
£ 10 102
WA e otk Wil
0 I I . i i ML ' i LI - al o1 . hilah. . . - I 1 0

B D D D D D D D D B
B N I P N A I N NN S D
N Q\'\/ Q\% Q\’\» Y \\% V7 A Y \’\/ \\% NN
R I R R MR RN N RN NN\
NS SRS SN RPN R NS A AN RS I M NS

B Precipitacdo  —e— Temperatura

Figura 2: Condigdo de precipitacdo e temperatura durante a condugdo do experimento &
campo. Barras indicam as precipitagfes e linha horizontal indica as temperaturas.
Marechal Candido Rondon, Parand, 2018 — 2019.
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Em Entre Rios do Oeste, a semeadura da soja foi realizada em 10/10/2018 sobre os
restos culturais do milho. As parcelas foram constituidas por 5 linhas com 10 metros de
comprimento com espacamento entre linha de 0,50 metros, sendo o centro da parcela
definido como a area Util, o que representa 9 m2. A cultivar de soja utilizada foi a Monsoy
5947 Ipro, onde foram semeadas 13 sementes por metro linear e 290 kg ha do fertilizante
formulado 2-20-18 de acordo com andlise de solo seguindo o manual de adubacéo e calagem
para o estado do Parana (PAVINATO, 2017).

O solo da area de Entre Rios do Oeste é classificado como Latossolo Vermelho
Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2013), com as seguintes caracteristicas
quimicas na camada de 0-20 cm: P = 16,18 mg dm; MO = 15,72 g dm™; pH (CaCl,) =4,76;
H+Al = 7,45 cmolc dm3; AlI*3= 0,32 cmolc dm®; K+ = 0,43 cmolc dm; Ca?* = 2,85 cmolc
dm3; Mg?* = 0,72 cmolc dm™3; CTC = 3,99 cmolc dm™3; V% = 50,10%.

As condigdes meteoroldgicas de precipitacdo e temperatura durante a conducdo do
experimento em Entre Rios do Oeste- PR sdo apresentadas na figura 3.
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Figura 3: Condicdo de precipitacdo e temperatura durante a conducdo do experimento &
campo. Barras indicam as precipitac@es e linha horizontal indica as temperaturas
em Entre Rios do Oeste, Parang, 2018 — 2019.

A inoculacdo e co-inoculacgao das bactérias do experimento foi realizada duas horas
antes da semeadura e mantidas a sombra em temperatura aproximada de 25 °C. Foram
utilizados inoculantes liquidos da Empresa NITRO1000 Inoculantes Bioldgicos LTDA,
contendo B. japonicum com 2x10° UFC mL™ (estirpes 5079 e 5080) e A. brasilense com
2x108 UFC mL* (estirpes AbV5 e AbV6). As doses utilizadas para os inoculantes foram de
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acordo com as recomendacOes da empresa para a inoculagdo via semente, sendo utilizados
100 mL por 50 kg de sementes. As sementes também foram tratadas com inseticida (Standak
top® 200 mL 100 kg* de sementes).

Durante a conducéo dos experimentos a campo, foram realizadas préaticas de manejo
visando o controle das plantas daninhas através do uso de herbicida contendo glifosato (2000
mL/ha). Para 0 manejo das doencas da soja, foram realizadas aplicagfes de fungicidas
contendo triazol, estrobilurina e carboxamida (400mL/ha). Para 0 manejo dos percevejos
foram utilizados inseticidas contendo imidacloprido e cipermetrina (1000 mL/ha).

Ao final do ciclo da cultura, foram determinados os componentes da producédo e
produtividade da cultura. Para as determinacdes de componentes da producdo foram
coletadas 10 plantas aleatoriamente dentro da area (til, avaliando-se a altura de insercao da
primeira vagem, 0 nimero de vagens por planta, a massa de mil grdos. Para a produtividade
colheu-se a area Util de cada parcela sendo os dados extrapolados para kg ha™.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia, e quando apresentaram 95% de
significancia, as médias foram comparados por teste de Tukey a 95 % de nivel de confianca
com auxilio do software estatistico SISVAR versao 5.1, build 72 (FERREIRA, 2011).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Experimento conduzido em vasos

Considerando a analise de variancia baseada nos quadrados médios, constata-se que
houve diferenca entre os tratamentos com inoculacéo para as variaveis massa seca de raizes,
massa seca total, nimero de nddulos e diametro de coleto (Tabela 1). Para as variaveis altura
de plantas, massa seca da parte aérea, numero de nddulos e massa de ndédulos ndao foram

observadas diferencas significativas.
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Tabela 1: Valores médios de altura de planta, didmetro de coleto, nimero de nédulos, massa
seca de nodulos (MSN), massa seca parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR)
e massa seca total (MST) de plantas de soja da variedade Monsoy 5947 IPRO,
submetidas a inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense,
co-inoculacdo e testemunha sem inocula¢do em Marechal Candido Rondon, Parana,
2019.

Altura Didm. n°nodulos MSN MSPA MSR MST

Tratamento (cm)  (mm) (n%planta) (9)

Testemunha 69,9 7,7b 233,3b 1,3%  26,1™ 93b 36,7b
B. japonicum 72,1 9,1a 250,3a 1,4 31,4 105ab 43,4ab
A. brasilense 72,8 8,3ab  2521a 1,4 27,9 10,6ab 39,8ab
Co-inoculagdo 71,1 9,2a 239,5b 1,3 325 118a 456a
C.V (%) 11,2 8,3 1,9 8,7 136 13,3 11,8
DMS 12,9 1,1 9,4 0,2 6,5 2,3 75

Médias seguidas das mesmas letras minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% deprobabilidade. ns: ndo significativo

Analisando a altura de plantas, massa seca de nédulos e massa seca da parte aérea
percebe-se que as mesmas ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos,
considerando as formas de inoculacdo de B. japonicum, A. brasilense, co-inoculagédo de B.
japonicum e A. brasilense e a testemunha.

A auséncia de respostas para a inoculacdo com B. japonicum para as variaveis
analisadas, pode estar relacionada a populacdo adequada de bactérias no substrato, o que
permite um aporte adequado de nitrogénio via FBN para todos os tratamentos, uma vez que
maiores respostas a inoculacdo geralmente ocorrem quando o substrato apresenta populacfes
baixas de Bradyrhizobium, sendo possivel a visualiza¢do de respostas entre a inoculagdo e a
testemunha (PAVANELLI; ARAUJO, 2009).

Por outro lado, a inoculacdo com A. brasilense pode gerar resultados variados, o que
se deve ao fato desse grupo de bactérias sofrer a acdo de fatores externos do solo, como a
competicdo com outras bactérias pelos recursos do solo, o que limita as respostas da planta
(BALDANI et al., 1997).

No caso da co-inoculagdo, em muitos casos a auséncia de respostas pode estar
relacionada a competigéo entre as bactérias, uma vez que a utilizacdo de mais de uma espécie
de microrganismos no tratamento de sementes pode reduzir a colonizacdo radicular desses
microrganismos, pois o B. japonicum e A. brasilense acabam competindo pelos mesmos
sitios de infeccdo na planta, resultando em uma infeccdo menos eficiente em relacdo a

inoculagdo dos microrganismos realizada de forma isolada (PLAZISKI; ROLFE, 1985).



46

Muitos trabalhos demostram essa inconsisténcia nos resultados devido a utilizagéo
de B. japonicum e A. brasilense. Mauricio filho et al. (2018) e Neto (2019) n&o encontraram
respostas significativas para a inoculacdo e co-inoculagédo de B. japonicum e A. brasilense
na altura da soja. Barbaro et al. (2009), atribuem a auséncia de resultados significativos para
as variaveis altura de plantas, massa seca de nodulos, e massa seca da parte aérea a alta
populagéo de B. japonicum presente no solo, uma vez que um substrato com uma populagao
adequada da bactéria permite com que todos os tratamentos tenham sua demanda de
nitrogénio suprida via FBN, resultando em menores respostas em compara¢do a um solo
com uma baixa populacgdo natural de B. japonicum.

Para a massa seca de raizes e massa seca total os tratamentos com co-inoculagéo
foram superiores a testemunha, entretanto ndo diferindo dos tratamentos com a inoculagédo
de B. japonicume A. brasilense. Apesar da testemunha ter apresentado valores na ordem de
26,88% menos massa seca de raiz e 24,25% menos massa seca total em relacdo a co-
inoculacéo, a testemunha foi semelhante aos tratamentos com a inoculagéo de B. japonicum
e A. brasilense.

Apesar da massa seca total da soja apresentar incremento significativo em funcéo da
co-inoculacdo, a parte aérea das mesmas nao foi significativo, onde o aumento da massa seca
total das plantas de soja em funcdo da co-inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense esta
atrelado ao maior desenvolvimento do sistema radicular.

O maior desenvolvimento do sistema radicular que resulta em maior matéria seca
total de plantas, em funcéo da co-inoculagéo se deve ao sinergismo da utilizacdo de ambas
as bactérias, onde ocorre maior desenvolvimento radicular e fixagdo de nitrogénio em
comparacao a testemunha, resultado dos efeitos benéficos da co-inoculagédo de A. brasilense
e B. japonicum no tratamento das sementes.

O aumento do desenvolvimento do sistema radicular estd relacionado ao efeito
bioregulador promovido pelos efeitos do uso de A. brasilense junto as sementes (PEDRAZA,
2008), o qual esta relacionado a biossintese de hormdnios como auxinas, giberelinas e
citocininas (BASHAN et al., 2004). Bashan e Holguin (1997) atribuem o maior crescimento
das plantas e do sistema radicular, principalmente ao acido indol-acético (AlA) em plantas
inoculadas com A. brasilense.

Outro efeito promovido pelo A. brasilense esta relacionado a sintese de 6xido nitrico,
molécula responsavel pela formacéo de raizes e pelos radiculares (CREUS et al., 2005),
aumentando a area do sistema radicular, permitindo maior absorg¢do de &gua e nutrientes

além de permitir maior colonizagéo da rizosfera pelo B. japonicum.
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Por outro lado, quando se realiza a co-inoculacéo de B. japonicum com A. brasilense,
pode ocorrer incrementos na atividade da leghemoglobina e da simbiose com a soja, o que
permite a antecipacao da fixacdo bioldgica de nitrogénio (DASHTI et al., 1998), sugerindo
que ocorre uma maior atividade dos nddulos (HUNGRIA, 2011), contribuindo para maior
aporte de nitrogénio na planta favorecendo o desenvolvimento do sistema radicular (TAIZ,
ZEIGER, 2013).

Resultados semelhantes ao presente estudo foram obtidos por Finoto et al. (2017),
que observaram aumento na massa seca total e massa seca de raizes em funcdo da co-
inoculagdo, sendo os incrementos atribuidos aos beneficios da utilizagdo conjunta das
bactérias, onde que o A. brasilense promove maior desenvolvimento das plantas em funcéao
da capacidade da bactéria em produzir auxinas, giberelinas e citocininas (MASCIARELLI
et al., 2013), aliado ao efeito da maior nodulacdo em funcdo da bactéria B. japonicum,
permitindo maior aporte de nitrogénio para a planta (FERLINI, 2006), favorecendo o
crescimento radicular e incrementando nos valores de matéria seca da soja.

Quanto a massa seca da parte aérea e a massa seca de noédulos, a auséncia de respostas
para a inoculacdo com B. japonicum pode estar relacionada a populacdo adequada da
bactéria no substrato (PAVANELLI, ARAUJO, 2009), permitindo que todos os tratamentos
tenham sua demanda de N atendida de maneira semelhante via FBN. Para a inoculacéo de
A. brasilense e a co-inoculacdo a auséncia de respostas pode estar associada a presenca de
microrganismos no substrato que acabam competindo com as bactérias utilizadas no
tratamento de sementes (BALDANI et al., 1997; PLAZISKI, ROLFE, 1985), impactando de
forma negativa na expresséo de resultados dos tratamentos.

Apesar da auséncia de resultados significativos para a massa seca de nddulos, os
valores encontrados no presente estudo mostram nodulacdo adequada para a soja, uma vez
que valores situados entre uma e duas gramas por planta, sdo suficientes para garantir o
fornecimento de nitrogénio requerido pela soja para seu desenvolvimento (HUNGRIA,
2007).

Para o didmetro de coleto foram verificadas diferencas entre os tratamentos e a
testemunha. Os tratamentos que receberam a inoculagdo com B. japonicum e a co-inoculagéo
com B. japonicum e A. brasilense apresentaram diametro de coleto aproximadamente 16%
superiores a testemunha, no entanto, a inoculagdo das sementes apenas com A. brasilense
néo apresentou diferenca significativa para a testemunha e as formas de inoculacao.

O didmetro é uma caracteristica importante para a soja, uma vez que plantas com

maior didmetro de coleto sdo mais tolerantes ao acamamento, reduzindo as perdas de
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produtividade da soja, pois plantas acamadas apresentam abscisao de estruturas reprodutivas
como flores e vagens e reducdo do enchimento de gréos decorrente do auto sombreamento,
além de dificultar o processo de colheita das plantas acamadas (BULEGON et al., 2016).

Diante da importancia do diametro de coleto da soja, a co-inoculacdo mostra-se como
uma alternativa para os produtores, reduzindo as perdas advindas do acamamento. O
aumento do didmetro de coleto pela co-inoculagdo se deve ao efeito sinérgico advindo das
substancias promotoras de crescimento sintetizadas pelo A. brasilense, como auxinas,
giberelinas e citocininas (NETO et al., 2013) aliado a maior fixacdo de nitrogénio devido a
inoculacédo de B. japonicum.

Quando se utiliza A. brasilense ha um melhor aproveitamento de agua e nutrientes
disponiveis no solo, uma vez que sua utilizacdo favorece o desenvolvimento radicular pela
sintese de fitohormoénios (PEDRAZA, 2008), aumentando da utilizacdo dos recursos
disponiveis no solo incrementando o diametro de coleto da soja. Ja o uso de B. japonicum
esta relacionado a maior atividade da enzima nitrogenase, indispensavel para a FBN
(PESSOA, 2008) resultando em maior aporte de nitrogénio para as plantas de soja.

Bactérias fixadoras de nitrogénio possuem a capacidade de quebrar a ligacdo tripla
do N atmosférico, tornando o disponivel as plantas (MALAVOLTA, 2006). Dessa forma,
tratamentos que receberam B. japonicum, tanto de forma isolada como em co-inoculacéo,
tem sua demanda por nitrogénio atendida, o que proporciona incremento no diametro das
plantas. 1sso se deve ao fato do nitrogénio atuar como componente da estrutura de moléculas
e enzimas que sdo responsaveis pelo desenvolvimento das plantas (MALAVOLTA, 2006)
atuando diretamente na fotossintese, o que incrementa a producdo de fotoassimilados, e
promove aumento significativo na taxa de crescimento das estruturas das plantas, incluindo
o coleto da soja (TAIZ, ZEIGER., 2013).

Para o numero de nddulos, observa-se que a testemunha e o tratamento com co-
inoculagdo foram semelhantes entre si. No entanto, os tratamentos que receberam a
inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense foram semelhantes entre si, mas com maior
nodulagéo em relacdo a testemunha e a co-inoculagao na ordem de 8 e 7%, respectivamente.

Plazinski; Rolfe (1985), ressaltam que a co-inoculacao de diferentes microrganismos
no tratamento das sementes pode reduzir a atividade de colonizacdo radicular pela
competicdo entre as bacterias. Entretanto a co-inoculacdo pode apresentar resultados
variados, podendo estimular ou prejudicar a nodulagéo, sendo influenciada pelo tipo de
inéculo presente no solo e o tipo de inoculagdo (FERLINI, 2006). Portanto, a utilizagdo da

técnica da co-inoculacdo e as formas de aplicacdo ainda demandam estudos, com o intuito
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de esclarecer a melhor forma de uso dessa técnica, objetivando explorar esses
microrganismos de maneira eficiente.

Por outro lado, quando se adiciona apenas A. brasilense, ha um aumento na
quantidade de pélos radiculares (CASSAN et al., 2009), aumentando a area do sistema
radicular e dos sitios de ligacGes e nodula¢do (RODRIGUES et al., 2012), resultando em um
aumento na nodulagéo da soja apenas com a populagédo de B. japonicum presente no solo.
Alguns autores ainda apontam que além do aumento no numero de nodulos o uso de A.
brasilense pode aumentar a viabilidade dos nddulos (BATTISTUS et al., 2016)

J& 0 aumento no nimero de nédulos em fungdo da inoculagdo com B. japonicum no
tratamento de sementes, se deve a associagdo das bactérias e os pélos radiculares, resultando
na formacéo dos nddulos, sendo os mesmos formados a partir do enovelamento dos pélos
radiculares em funcdo de estimulos hormonais resultantes desse grupo de microrganismos
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

Quando se considera a analise de variancia baseada nos quadrados médios para o
experimento conduzido em vasos, verifica-se que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos com inoculagéo para as variaveis nimero de vagens, grdos por vagem massa de

cem grdos e producéo por planta (Tabela 2).

Tabela 2: Valores médios para nimero de vagens, graos por vagem, massa de cem gréos e
producdo por plantas da variedade Monsoy 5947 IPRO, submetidas a inocula¢do com
Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense, co-inoculacdo e testemunha
sem inoculacdo, no municipio de Marechal Candido Rondon, Parana, 2019.

n° vagens Gréos/vagem Massa de cem  Producao
gréos

Tratamento - - (9) (g/planta)
Testemunha 27,20™ 2,72" 12,65™ 9,14
B. japonicum 28,53 2,74 12,90 9,80
A. brasilense 26,80 2,72 12,80 9,30
Co-inoculacgéo 28,00 2,74 12,77 9,77
C.V (%) 8,64 0,99 2,71 8,69
DMS 3,97 0,04 0,58 1,37

ns: ndo significativo.

Como verificado na tabela 2 os tratamentos com inoculagdo ndo influenciaram
significativamente nos componentes de produgdo no experimento em vasos. Possivelmente a

auséncia de resultados se deve a area limitada dos vasos, onde 0s recursos disponiveis no
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substrato sdo semelhantes para todos os tratamentos o que acaba ndo impactando nos
componentes da producéo.

Outro motivo para a auséncia de respostas para 0os componentes de producao, pode
estar relacionado ao fato da cultivar utilizada ndo ser tdo responsiva a utilizacdo desses
microrganismos. Bulegon et al., (2016) em estudo envolvendo a inoculacdo e a co-
inoculagdo de B. japonicum e A. brasilense em duas cultivares de soja, concluiram que 0s
gendtipos apresentam capacidade distinta de respostas, onde uma das cultivares apresentou
maiores respostas para as variaveis biométricas e os componentes da producéo.

Para a co-inoculagdo, a competicdo entre 0s microrganismos utilizados
conjuntamente nas sementes pode explicar a auséncia de respostas para as varidveis
(PLAZINSKI; ROLFE, 1985). Ja a falta de respostas a inoculagcdo com B. japonicum, pode
estar relacionada a populacdo adequada das bactérias no substrato, onde todos tratamentos
tem a sua demanda por N suprida via FBN (PAVANELLI; ARAUJO, 2009).

Resultados semelhantes ao do estudo foram obtidos por Bulegon et al., (2016) que ndo
observaram diferencas para os tratamentos nas variaveis nimero de vagens e graos por vagem,
onde a auséncia de resultados possivelmente ocorreu por essa caracteristica ser constante nas
cultivares de soja devido ao melhoramento genético, por isso da auséncia de efeitos.

Para massa de cem grdos e producgdo por planta, Luz (2018) também observou que a
inoculacdo e co-inoculacdo com B. japonicum e A. brasilense, ndo influenciou no numero de

vagens, massa de mil graos e produtividade.

3.3.2 Experimentos conduzidos a campo

Observando a anélise de variancia baseada nos quadrados médios no experimento
conduzido em Marechal Candido Rondon, verifica-se que houve diferenca entre os
tratamentos com inoculagdo para as variaveis altura de plantas e produtividade (Tabela 3).
Para as variaveis insercdao de vagens, nimero de vagens e massa de mil grdos ndo foram

observadas diferencas significativas.
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Tabela 3: Valores médios de altura de planta, insercdo de vagens, nimero de vagens,
produtividade e massa de mil grdos em plantas de soja da variedade Monsoy 5947
IPRO, submetidas a inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum
brasilense, co-inoculacao e testemunha sem inoculacdo, no municipio de Marechal
Céandido Rondon, Parana, 2019.

Altura Ins.vag. n°vag. Massade mil grdos Produtividade

Tratamento (cm)  (cm) - (9) (Kg hat)
Testemunha 64,30b 10,80ns 52,25ns 158,72ns 2523,67b
B. japonicum  70,32a 10,87 57,13 161,56 3312,59a
A. brasilense  68,93a 11,12 50,65 160,53 2516,67b
Co-inoculagdo 72,77a 11,23 53,75 160,64 2923,33ab
C.V (%) 3,98 7,81 10,07 1,59 13,40
DMS 4,44 1,39 8,70 4,13 610,97

Médias seguidas das mesmas letras minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

Analisando a altura de plantas de soja em Marechal Candido Rondon submetidas a
inoculagéo e co-inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense, observa-se que os tratamentos
incrementaram na altura das plantas em comparacdo a testemunha. Quando se analisa 0s
tratamentos inoculagdo com B. japonicum, inoculacdo com A. brasilense e co-inoculacao de
B. japonicum + A. brasilense constata-se incrementos na altura de plantas de 9,36, 7,02 e
13,13% respectivamente, quando comparados a testemunha.

Para a produtividade a testemunha ndo diferiu significativamente da inoculagdo com
A. brasilense e da co-inoculacdo de B. japonicum + A. brasilense, sendo que a co-inocula¢do
ndo apresentou diferengca em comparacao a inoculagdo com B. japonicum.

Por outro lado, a inoculacdo com B. japonicum foi superior a testemunha e a
inoculacdo com A. brasilense. A inoculacdo de B. japonicum promoveu incrementos de 788
Kg ha! em relagdo a testemunha e 795 Kg ha' em comparagdo a inoculagdo com A.
brasilense o0 que representa ganhos de aproximadamente 31% no rendimento de gréos. Ja
para as varidveis insercdo de vagens, numero de vagens e massa de mil grdos ndo foram
verificadas diferencas significativas entre os tratamentos com a inoculagéo e co-inoculagédo
de B. japonicum e A. brasilense em relacdo a auséncia de inoculag&o.

Ao considerar a analise de variancia baseada nos quadrados medios para o
experimento na cidade de Entre Rios do Oeste, verifica-se que houve diferenca entre 0s
tratamentos com inoculacdo para a variavel altura de plantas (Tabela 4). Para a insercéo de
vagens, numero de vagens, produtividade e massa de mil grdos ndo foram observadas

diferengas significativas.
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Tabela 4: Valores médios de altura de planta, insercdo de vagens, nimero de vagens,
produtividade e massa de mil grdos em plantas de soja da variedade Monsoy 5947
IPRO, submetidas a inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum
brasilense, co-inoculacdo e testemunha sem inoculacdo, em Entre Rios do Oeste,
Parand, 2019.

Altura Ins.vag. n°vag. Massade mil grdos  Produtividade
Tratamento (cm) (cm) - (9) (Kg hat)
Testemunha 68,08b 10,80ns 51,83ns 143,08ns 2287,77ns
B. japonicum 71,56a 11,26 57,25 145,67 2624,81
A. brasilense 69,38a 11,21 50,73 144,64 2607,04
Co-inoculacdo  73,60a 11,52 54,02 145,05 2618,52
C.V (%) 531 9,84 10,62 1,64 11,78
DMS 5,96 1,78 9,18 3,84 482,60

Médias seguidas das mesmas letras mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo

A inoculacdo e co-inoculacdo com B. japonicum e A. brasilense aumentaram a altura
das plantas em comparacao a testemunha. Quando se analisa os tratamentos inoculagdo com
B. japonicum, inoculagéo com A. brasilense e co-inoculacéo de B. japonicum + A. brasilense
constata-se incrementos na altura de plantas de 5, 2 e 8% respectivamente, quando
comparados a testemunha. No entanto para as variaveis insercdo de vagens, nimero de
vagens, produtividade e massa de mil grdos, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos.

O aumento na altura das plantas, com a inoculacdo de A. brasilense esta relacionado
a maior nutricdo das plantas de soja, uma vez que essas bactérias sdo capazes de sintetizar
substancias reguladoras de crescimento vegetal como auxinas, giberelinas e citocininas
(PEDRAZA, 2008 ) que favorecem o desenvolvimento radicular, resultando em mais
absorcdo de agua e nutrientes, promovendo maior crescimento das plantas inoculadas
(NETO et al., 2013).

A utilizacdo de A. brasilense também favorece parametros fisioldgicos das plantas,
podendo aumentar os teores de clorofila nas folhas, promover maior condutancia estomatica,
além de aumentar os teores de dgua nas plantas, resultando em maior elasticidade nos tecidos
das plantas permitindo maior crescimento das plantas inoculadas (BARASSI et al. 2008).

Quando se consideram os incrementos na altura de plantas em ambas localidades e
0s incrementos na produtividade da soja em Marechal Candido Rondon quando se realizou
a inoculagdo com B. japonicum, os resultados sdo atrelados aos beneficios provenientes da

fixacdo de nitrogénio, onde essas bactérias promovem a quebra da tripla ligacdo no N
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atmosférico tornando o disponivel as plantas (FAGAN et al., 2007). Nas plantas o elemento
compde moléculas e enzimas (MARCHNER, 1995), influenciando na produgdo de
fotoassimilados essenciais para o crescimento das plantas, pois atua na fotossintese
(ANDRADE, 1996), resultando em incrementos nos teores de proteinas, aumentando a
produtividade da soja (FAGAN et al., 2007).

Resultados semelhantes aos obtidos nos experimentos a campo foram encontrados
por Finoto et al. (2017), onde observaram que a co-inoculacdo e a inoculacdo de B.
japonicum e A. brasilense incrementaram a altura de plantas em comparacao a testemunha.
Quanto a produtividade os autores constataram que a inoculacdo apenas com B. japonicum
aumentou o rendimento da soja. Barbaro et al. (2009), também observaram que plantas de
soja co-inoculadas e a inoculacdo padrdo com B. japonicum foram semelhantes,
corroborando com os resultados para produtividade do experimento em Marechal Candido
Rondon.

O A. brasilense estimula a produgéo de hormonios promotores de crescimento como
auxinas, giberelinas e citocininas, que favorecem o desenvolvimento radicular, crescimento
das plantas e consequente aumento no rendimento da soja (MASCIARELLLI et al., 2013).
Diante de um sistema radicular mais desenvolvido, ocorre maior infecgéo por B. japonicum
(RODRIGUES et al., 2012), contribuindo com maior aporte de nitrogénio para a soja, o que
explica, os bons resultados para produtividade em funcéo da co-inoculacao

Maiores respostas para o aumento do rendimento de grdos quando se utiliza B.
japonicum normalmente sdo encontradas em solos com populagdes mais baixas da bactéria.
A inoculacdo nessas situacdes promove ganhos significativos na produtividade em funcéo
do maior fornecimento de nitrogénio para as plantas. Por outro lado, um solo com alta
populacdo de B. japonicum consegue suprir a demanda do elemento sem a necessidade da
inoculacdo (FINOTO et al., 2017).

A inoculagéo resulta em um aumento de bactérias viaveis para colonizar as raizes,
dessa forma ha um aumento na nodulacao pela associacao das bactérias e os pélos radiculares
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Maior nimero de nddulos contribui com o fornecimento de
nitrogénio para a planta, sendo o nitrogénio crucial para a produtividade, pois eleva os niveis
de proteina nos graos, participando das principais rea¢des bioquimicas da planta, sendo
constituinte de inimeros compostos como enzimas, coenzimas, pigmentos fotossintéticos e
proteinas (EPSTEIN; BLOOM, 2005).

Por outro lado, a auséncia de respostas quando se utiliza A. brasilense pode estar

relacionado a eficiéncia do B. japonicum no processo de FBN, ou até mesmo a competicao
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com outros microrganismos nativos do solo (LUZ, 2018). Para que haja bons resultados
envolvendo o uso de A. brasilense, a bactéria deve ser capaz de competir com as bactérias
diazotrdficas nativas do solo, visando um alto nimero de bactérias vidveis. Ja a auséncia de
respostas para a co-inoculacdo se deve a competicdo entre as bactérias no tratamento de
sementes (PLAZINSKI; ROLFE, 1985) ajudando a explicar a auséncia de resultados.

A auséncia de resultados significativos, principalmente em Entre Rios, onde néo foi
observado influéncia dos tratamentos no rendimento da soja e demais variaveis, exceto para
altura de plantas, pode ser explicada pela falta de calagem na area, uma vez que a area
apresentou pH de 4,76. A acidez elevada, em situacdes de pH menor que 5,5 é recomendado
utilizar o dobro da dose de inoculante, uma vez que a acidez causa a mortalidade dos
microrganismos (CHUEIRI et al., 2005).

Além de influenciar na sobrevivéncia dos microrganismos, a acidez interfere
negativamente no crescimento do sistema radicular da soja. Tendo em vista que 0s maiores
beneficios da inoculacdo ocorrem pela interacdo das bactérias com o sistema radicular, solos
acidos vao limitar drasticamente o processo de infec¢do por microrganismos benéficos a
cultura como € o caso do B. japonicum e o A. brasilense, além disso plantas com um sistema
radicular menos desenvolvido vao aproveitar menos os recursos disponiveis no solo

O déficit hidrico ocorrido durante a conducéo do experimento, principalmente nos
estadios reprodutivos € outro motivo que explica a auséncia de respostas produtivas em Entre
Rios do Oeste (Figura 3). A maior demanda hidrica da soja ocorre nas fases reprodutivas,
onde a demanda diaria pode chegar a 7 mm (SOUZA et al., 2016). E na fase reprodutiva que
a soja define os componentes de rendimento (FARIAS; NEPOMUCENO; NEUMAIER,
2007), e a falta de agua resultou no abortamento de estruturas reprodutivas, abscisdo de
folhas e reducdo na massa de graos (VIEIRA et al., 2013), impactando negativamente na

produtividade.

3.4 CONCLUSOES

A utilizacdo de B. japonicum, A. brasilense e a co-inoculagdo no tratamento de
sementes promove maior crescimento das plantas, incrementando 16% o didmetro de coleto,

8% o nimero de nddulos, 26% a massa seca de raiz e 24% massa seca total da soja.
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A inoculagdo e co-inoculagdo de B. japonicum e A. brasilense ndo afeta
significativamente os componentes da producdo e a produtividade da cultura da soja em
condicdes de vaso.

A inoculagdo com B. japonicum incrementa em 31% a produtividade da cultura da

soja em condicOes de campo em solo de alta fertilidade.
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4. CAPITULO 3: AVALIACAO NUTRICIONAL E FOTOSSINTETICA DA SOJA
INOCULADA E CO-INOCULADA COM Bradyrhizobium japonicum E Azospirillum
brasilense SOB DEFICIT HIDRICO, NA FASE REPRODUTIVA

Resumo: Técnicas de cultivo que possibilitam a cultura da soja suportar condi¢des adversas
do ambiente produtivo séo estudadas de forma rotineira. Essas novas técnicas visam elevar
0s patamares produtivos da soja, tornando as plantas mais eficientes em relacdo aos
parametros fotossintéticos e produtivos, utilizando os recursos disponiveis de forma mais
eficiente. As bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense se enquadram
nesse contexto. Inoculadas de forma isolada ou em co-inoculagdo, proporcionam inimeros
beneficios ao desenvolvimento da soja. Deste modo objetivou-se avaliar os efeitos da
inoculacdo e co-inoculacdo das sementes da soja com as bactérias B. japonicum e A.
brasilense, nos parametros fisiolégicos e nutricionais da cultura da soja submetida ao déficit
hidrico. Foi utilizado delineamento em blocos ao acaso, com 04 tratamentos (Testemunha;
Inoculagdo de B. japonicum via sementes; Inoculagcdo com A. brasilense via sementes e co-
inoculacdo de B. japonicum + A. brasilense via sementes) e 06 repeticdes. Em Rz e R foi
implantado o déficit hidrico onde posteriormente foram efetuadas analises de trocas gasosas,
onde que no estadio fenoldgico Rs também foi determinado o teor relativo de agua (TRA),
analise do teor foliar de nutrientes e o indice SPAD. A inoculacéo de B. japonicum fez com
que as plantas de soja acumulassem mais N e Mg, além de apresentarem maior indice SPAD
frente aos demais tratamentos. O uso das bactérias B. japonicum e A. brasilense elevaram o
TRA e a taxa de fotossintética da soja em R3, sendo que as plantas que receberam essas
bactérias acabaram elevando a transpiracdo. A inoculacdo com A. brasilense se mostrou
capaz de aumentar a eficiéncia de assimilagdo do CO2. Em Re a inoculagdo com A. brasilense
também promoveu ganhos na fotossintese quando comparado a testemunha. Conclui-se que
ainoculacdo com B. japonicum, A. brasilense e co-inoculagédo elevam o teor relativo de agua
no estadio fenoldgico Rs da soja em 13,58, 22,19 e 18% respectivamente. A inoculacéo das
sementes com B. japonicum resultou em maior acumulo foliar de N e Mg, com incrementos
de 47,6 e 42,78% respectivamente, incrementando o teor de clorofila da soja em 6,51%. O
uso das bactérias B. japonicum e A. brasilense em inoculacdo ou co-inoculagdo promoveu

aumento nas taxas fotossintéticas da soja sob a condicao de déficit hidrico.

Palavras-chave: Trocas gasosas; TRA; indice SPAD.
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4.1 INTRODUCAO

A soja é uma das culturas de maior importancia para o agronegaocio e economia do
Brasil, sendo uma das culturas mais produzidas mundialmente, ficando atras apenas de
milho, trigo e arroz (HIRAKURI; LAZZAROTO, 2011). Com uma producdo mundial de
362 milhdes de toneladas, os Estados Unidos sdo o maior produtor, responsavel por 34,16
% da producéo global da oleaginosa (USDA, 2019). O Brasil ocupa a segunda posi¢do no
ranking mundial dos paises produtores, com 114,84 milhdes de toneladas, 0 que representa
31,72% do montante da oleaginosa produzida no mundo (CONAB, 2019).

Por ser uma cultura produzida em larga escala, a cultura da soja fica exposta a
inimeras situacdes adversas que podem comprometer o seu desenvolvimento, resultando em
reducdo da produtividade, sendo o déficit hidrico um dos fatores mais limitantes. A demanda
hidrica da cultura da soja se encontra entre 450 a 800 mm durante todo o ciclo de
desenvolvimento. A fase mais critica a falta de 4gua ocorre nos estadios da fase reprodutiva
(SOUZA et al., 2016).

A alta demanda hidrica da soja se deve ao mecanismo fotossintético Cs da cultura,
apresentando baixa eficiéncia na assimilacdo do carbono quando comparada a uma planta
Cs4, levando a soja a manter os estdmatos abertos por mais tempo, o que favorece a planta
perder 4gua através da transpiracdo (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Situacdes de deficiéncia hidrica na fase reprodutiva, reduzem as trocas gasosas entre
a planta e o ambiente nas horas mais quentes do dia, provocando reducdo na produtividade
da soja (FARIAS et al., 2007). A reducdo do potencial produtivo ocorre em funcéo do
fechamento estomatico que reduz a fotossintese da planta, levando ao abortamento de
estruturas reprodutivas, abscisdo de folhas, reducdo da massa de graos e formacao de vagens
vazias (VIEIRA et al., 2013).

Além dos efeitos negativos nos componentes de producdo, o déficit hidrico também
afeta drasticamente o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio, ocorrendo uma reducgéo
na emissdo de pélos radiculares, reducdo na sintese de leghemoglobina, abortamento de
nodulos, onde o nédulo desidrata-se cessando a atividade na enzima nitrogenase (TAIZ,
ZEIGER, 2013).

Diante disso, algumas adaptacdes ao ambiente sdo estudadas a curto prazo, com 0
intuito de minimizar os efeitos do déficit hidrico na soja, uma vez que o desenvolvimento de
programas de melhoramento voltados a elevar a tolerancia das plantas ao déficit hidrico

demandam muitos anos de pesquisa, além da dificuldade de conciliar essa caracteristica de
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tolerancia nas novas cultivares sem que ocorra a reducdo do potencial produtivo da cultura
da soja.

Dentre as técnicas que melhoram o desempenho da soja em condi¢des de baixa
disponibilidade hidrica, pode-se mencionar o uso das bactérias B. japonicum e A. brasilense.
A utilizagdo de B. japonicum permite com que haja a quebra da tripla ligagdo do nitrogénio
atmosfeérico, transformando-o em uma forma assimilavel para as plantas (FAGAN et al.,
2007). Essa associacdo entre planta e bactéria permite com que toda a demanda por
nitrogénio da soja seja suprida (HUNGRIA et al., 2001) mantendo a fotossintese, producao
e translocacdo de fotossintatos, crescimento de raizes e folhas (TAIZ; ZEIGER, 2013),
elevando a tolerancia da soja ao déficit hidrico devido as fungdes desempenhadas pelo
nitrogénio.

No caso das bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), o uso de A.
brasilense permite com que as plantas inoculadas absorvam mais &4gua incrementando na
fotossintese das plantas (FRANDOLOSO et al., 2012), uma vez que a agua participa na fase
luminosa da fotossintese além de influenciar na atividade da enzima Rubisco (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Além disso, o suprimento adequado de agua as plantas, favorece o
alongamento celular pela pressdo de turgor, permitindo o crescimento das plantas
(CATUCHI et al., 2012).

A elevacdo na capacidade de absorcdo de agua e nutrientes promovida pelo uso de
A. brasilense, se deve a sintese de auxinas, giberelinas e citocininas mediadas pela bactéria
(NETO et al., 2013), onde esses hormonios véo atuar diretamente no crescimento das
plantas. Além dos efeitos relacionados ao crescimento, o uso de A. brasilense reduz os niveis
de etileno na planta, pois atua na acdo da ACC-deaminase (ARSHAD et al., 2007). Outro
efeito dessa BPCV se deve a acdo antagbnica contra alguns patdgenos, onde o A. brasilense
é capaz de sintetizar compostos toxicos a outros organismos (GLICK, 2014).

Outra técnica que visa aumentar a tolerdncia das plantas a estresses além de
incrementar na produtividade da soja, é a utilizacdo do B. japonicum associado ao A.
brasilense através da co-inoculacdo. Essa técnica visa obter o efeito sinérgico da utilizagéo
conjunta desses microrganismos, proporcionando um sistema radicular mais desenvolvido
em funcdo do efeito hormonal promovido pelo A. brasilense, o que resulta em maior
quantidade de sitios de infeccdo para o B. japonicum, permitindo o maior aporte de
nitrogénio para a soja pela maior nodulacdo (FERLINI, 2006).

O déficit hidrico afeta negativamente as trocas gasosas da soja, principalmente nos

estadios da fase reprodutiva, reduzindo o desenvolvimento e a produtividade da cultura.
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Diante disso, a maior fixacao de nitrogénio promovido pela inoculagdo de B. japonicum e a
sintese de horménios em fungdo da inoculacdo com A. brasilense, além do maior
desenvolvimento radicular e a maior fixacdo de nitrogénio em funcdo da co-inoculacéo
podem amenizar os efeitos negativos nas trocas gasosas da soja submetida ao déficit hidrico.

Portanto, o presente estudo buscou-se avaliar os tratamentos envolvendo a
inoculacdo das sementes com B. japonicum, A. brasilense e a co-inoculacdo em diferentes
estadios fenoldgicos da soja submetida ao déficit hidrico, buscando avaliar o comportamento
da cultura frente a condicao adversa, analisando o acumulo de nutrientes nos tecidos foliares,

o teor de &gua nas plantas e a fotossintese da soja.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento para a avaliagdo das trocas gasosas e teor de nutrientes na soja
inoculada e co-inoculada com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense foi
implantado em 15/12/2018 na estag@o de cultivo protegido “Professor Mario Cesar Lopes”,
em Marechal Céndido Rondon - PR. Foi adotado delineamento de blocos casualizados ao
acaso com 04 tratamentos (Testemunha; Inoculacdo de B. japonicum via sementes;
Inoculagdo com Azospirillum brasilense via sementes e co-inoculagéo de B. japonicum + A.
brasilense via sementes) e 06 repeticdes.

Foram utilizados vasos com volume de 8 dm®. O solo utilizado com substrato foi
classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA,
2013). Este apresentava as seguintes caracteristicas quimicas na camada de 0-20 cm: P de
13,19 mg dm3, Matéria organica de 49,21 g dm, pH (CaCl.) de 6,37, H+Al de 2,54 cmolc
dm3, AlI*® de 0,00 cmolc dm™, K+ de 1,56 cmolc dm3, Ca?* de 8,78 cmolc dm3, Mg?* de
3,46 cmolc dm, CTC de 16,34 cmolc dm™ e saturagdo por bases de 84,46%.

O solo foi fertilizado utilizando a recomendagdo de adubagdo para experimentos em
vasos, fornecendo: 200 kg ha™ de N, na forma de uréia, 300 kg ha* de K na forma de cloreto
de potassio e 600 kg ha* de P na forma de super fosfato simples, o que adicionou 8 kg ha™*
de Se 17 kg ha'de Ca (NOVAES et al., 1991).

Os dados meteorologicos de umidade relativa e temperatura, durante a conducao do
experimento em vasos em Marechal Candido Rondon — PR, sdo apresentados na figura 4.
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Figura 4: Condicdo de umidade relativa e temperatura durante a conducgdo do experimento
em vasos, barras indicam a umidade relativa e linha horizontal indica as
temperaturas em Marechal Candido Rondon, Parana, 2018 — 20109.

Antes da semeadura, as sementes de soja da cultivar Monsoy 5947 Ipro foram
inoculadas com as bactérias B. japonicum e A. brasilense, atraves de agitacdo vigorosa em
sacos de polietileno. As sementes também foram tratadas com inseticida (Standak top® 200
mL 100 kg de sementes).

A inoculacdo e co-inoculacdo das bactérias foi realizada duas horas antes da
semeadura e mantidas a sombra em temperatura amena. Foram utilizados inoculantes
liquidos da Empresa NITRO1000 Inoculantes Bioldgicos LTDA, contendo B. japonicum,
com concentraco de 2x10° UFC mL™* (estirpes 5079 e 5080) e A. brasilense (estirpes AbV5
e AbV6) com 2x108 UFC mL™,

As doses utilizadas foram de acordo com as recomendagcfes da empresa para a
inoculacéo via sementes, sendo para o inoculante contendo B. japonicum, 100 mL por 50 kg
de sementes. Para o inoculante contendo A. brasilense foi utilizado 100 mL por 50 kg de
sementes. Em cada vaso foram semeadas 6 sementes de soja a profundidade de 4 cm e apds
a emergéncia e desenvolvimento das folhas cotiledonares foi realizado desbaste
permanecendo duas plantas em cada vaso.

Foram realizadas regas diarias com reposi¢do de dgua até que 0s vasos atingissem a
capacidade de campo, desde a germinacdo das sementes até 0 momento em que a cultura
atingiu a maturag&o fisiologica, exceto nos momentos em que foi imposto o déficit hidrico

0 que corresponde ao inicio dos estadios fenologicos Rz e Re. As plantas foram
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constantemente monitoradas, para garantir adequado crescimento. Para 0 manejo das
doencas da soja foram realizadas aplicagdes de fungicidas contendo triazél, estrobilurina e
carboxamida (400mL/ha). Para 0 manejo dos percevejos foram utilizados inseticidas
contendo imidacloprido e cipermetrina (1000 mL/ha).

Nos estadios fenolégicos Rz e Re as plantas foram regadas até atingir a capacidade
de campo. Em seguida iniciou-se a imposicdo do déficit hidrico, sendo o fornecimento
hidrico interrompido nos vasos que eram destinados ao deficit hidrico. Como a fotossintese
liquida (A), apoximou-se de zero, as plantas foram reidratadas, ap6s o término das avaliagdes

e 0s vasos foram constantemente regados até o estadio de maturacédo plena da soja.

Tabela 5: Valores das condi¢des ambientais no momento das avaliacdes das trocas gasosas
da soja submetida ao déficit hidrico, em Marechal Candido Rondon — PR, 20109.

Temperatura  U.R. U.R. U.R. DPV
média minima maxima

Estadio (C) %) (%) (%) (kPa)
Rs 27,9 675 45 90 1,31
Re 24,05 730 53 93 1,22

Temperatura; U.R. média: Umidade Relativa média; U.R. minima: Umidade Relativa
minima; U.R. mé&xima: Umidade Relativa méaxima; DPV: Diferenca de Pressdo de
Vapor entre folha e atmosfera.

Posteriormente a imposi¢do do déficit hidrico, foram efetuadas as analises das trocas
gasosas. Para a determinagéo das trocas gasosas foi utilizado o equipamento IRGA (Infra
Red Gas Analyser) modelo L16400XT (Licor Inc. Lincoln, NE). As leituras foram realizadas
no periodo compreendido entre as 08h00min e 11h00min, em dias de céu aberto, analisando
uma folha por planta completamente expandida, fotossinteticamente ativas e sem lesoes,
localizadas no tergo médio, sendo avaliadas as duas plantas de cada parcela.

Foram avaliadas a taxa de assimilagdo liquida de CO2 (A), taxa de transpiracdo da
folha (E), condutancia estomatica (gs), concentracdo interna de CO; (Ci), além das seguintes
relaces: WUE = A/E; IWUE = A/gs e Fc =A/Ci (ZHANG et al., 2001), correspondendo a
eficiéncia do uso de agua, eficiéncia intrinseca do uso de agua e eficiéncia instantanea de
carboxilacéo, respectivamente.

Em Rs, foi determinado o teor relativo de agua (TRA) sendo realizada uma avaliacdo
as 06h00min e outra avaliacdo as 12h00min, sendo calculado o valor médio entre os dois

horérios de amostragem. Para a avaliacdo do TRA foram coletados segmentos foliares de



65

area conhecida, utilizando o método de diferenca entre massa no momento, massa turgida
apos 6 horas a 25°C e massa seca ap0s 48 horas a 65°C.

Posteriormente, as folhas foram destacadas da planta e acondicionadas em sacos de
papel kraft e levadas a estufa de circulacdo forcada de ar para secagem a 65°C, por 72h, até
atingir de massa constante, onde posteriormente as amostras foram destinadas a anélise do
teor foliar de nutrientes.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e quando apresentaram 95% de
nivel de confianca, as médias foram comparados por teste de Tukey a 95% de nivel de
confianga com auxilio do software estatistico SISVAR versdo 5.1, build 72 (FERREIRA,
2011).

4.3 RESULTADOS

Considerando os resultados para o teor relativo de agua (TRA), nos momentos em
que a cultura da soja se encontrava nos estadios fenoldgicos Rs e Rs, verificou-se que a
utilizacdo das bactérias B. japonicum e A. brasilense inoculadas de forma isolada ou em co-
inoculagdo interferiram significativamente na variavel no estadio fenoldgico Rs. Todos 0s
tratamentos com inoculacdo apresentaram médias semelhantes entre si, além de
apresentarem maior TRA que o tratamento testemunha com incrementos de 13,58, 22,19, e
18% para inoculacdo com B. japonicum, A. brasilense e co-inoculacdo respectivamente.
Quando a cultura da soja se encontrava no estadio fenoldgico Re, ndo foi encontrada
diferenca significativa para as médias do TRA entre os tratamentos (Tabela 6).

Tabela 6: Valores médios para teor relativo de agua (TRA) em soja inoculada e co-
inoculadas com B. japonicum e A. brasilense no tratamento de sementes e
testemunha nos estadios fenologicos Rz e Rs, em Marechal Céndido Rondon,
Parand, 20109.

TRA (Rs) TRA (R)

Tratamento (%) (%)
Testemunha 64,21b  69,25™
B. japonicum 72,93a 72,20
A. brasilense 78,46a 66,23
Co-inoculagdo  75,81a 72,92
C.V (%) 6,90 7,62
DMS 8,58 8,89

Médias seguidas das mesmas letras mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. ns: néo significativo.
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Para o teor foliar de nutrientes no estadio fenoldgico Rz da soja, ndo foi verificada
diferenca entre os tratamentos envolvendo a inoculagéo e co-inoculacdo de B. japonicum e
A. brasilense e a testemunha para Ca, P e K. Entretanto, para Mg e N, a inoculacéo e a co-
inoculagdo com as bactérias influenciaram significativamente como pode ser observado na
tabela 7.

Tabela 7: Valores médios para o teor foliar de nutrientes e indice SPAD soja inoculada e co-
inoculada com B. japonicum e A. brasilense no tratamento de sementes e
testemunha no estadio fenologico Rs em Marechal Candido Rondon, Parana, 2019.

N P K Ca Mg SPAD

Tratamentos (g/kg)

Testemunha  49,09b  4,80™  20,00™  14,28™  2,32b 43,45h
B. japonicum  72,46a 5,96 19,45 14,13 4,06a 46,28a
A. brasilense  53,53b 5,74 19,88 13,91 3,57ab  44,67ab
Co-inoculacdo 53,74b 591 19,22 14,34 3,65ab  44,15ab
C.V (%) 11,31 24,20 3,08 6,74 22,36 3,22
DMS 12,15 2,55 1,14 1,79 1,42 2,36

Médias para teor foliar de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg) e indice SPAD
seguidas das mesmas letras mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

No caso do Mg, a inoculagédo com B. japonicum elevou em 42,78% o teor foliar do
nutriente em comparacao a testemunha, no entanto, essa forma de inoculagdo ndo apresentou
diferenca em comparacao aos demais tratamentos envolvendo inoculacdo e co-inoculacao.
Para a inoculagdo isolada de A. brasilense e a co-inoculagdo, percebe-se que esses
tratamentos ndo apresentaram diferenca no teor de Mg foliar em comparacéo a testemunha.

Em relacdo ao teor foliar de N, a inoculacdo com B. japonicum proporcionou
incremento de 47,6% no teor do elemento, onde esse tratamento se mostrou superior a
inoculagéo apenas com A. brasilense, co-inoculagdo e a testemunha.

Ainda na tabela 7 verifica-se que o indice SPAD apresentou resultados semelhantes
ao teor de N foliar. O tratamento com B. japonicum apresentou as maiores médias para a
variavel, demonstrando a relagdo entre o teor de N e o teor de clorofila uma vez que o
elemento é constituinte da molécula de clorofila (TAIZ, ZEIGER, 2013).

Para as trocas gasosas no estadio fenoldgico Rz da cultura da soja, percebe-se que 0s
tratamentos com inoculagéo e co-inoculagdo envolvendo o uso das bactérias B. japonicum e

A. brasilense influenciou significativamente as taxas de trocas gasosas foliares. Houveram
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efeitos significativos para assimilacdo liquida de CO> (A), condutancia estomatica (gs),
concentracdo interna de CO (Ci), transpiragdo (E), eficiéncia no uso da agua (WUE),
eficiéncia intrinseca no uso da agua (IWUE) e eficiéncia instantanea de carboxilacédo (fc)
(Tabela 8).

Tabela 8: Valores médios para as trocas gasosas na soja inoculada e co-inoculada com B.
japonicum e A. brasilense no tratamento de sementes e testemunha no estadio
fenoldgicos Rs, em Marechal Candido Rondon, Parang, 2019.

A gs Ci E WUE IWUE Fc
Tratamentos  pmol mol  pmolm~ mmol  pmolCO > umol  pmol m
CO,m? m?st 241 m?st /mmolH.O0  COf 251
st m? st molm~  CO!
2g71
Testemunha 19,36b 0,33b 285,83a 2,690 7,24a 58,49b 0,07b
B.japonicum 24,80a 0,45a 279,63a 3,62a  6,85ab 55,16b 0,09ab
A.brasilense  24,37a 0,290 225,14b  4,0la 6,12ab 86,74a 0,11a
Co-inocul. 24,782 0,27b 222,40b 4,09a 5,82b 87,69a 0,11a
C.V (%) 10 13,40 9,16 12,08 11,43 18,32 21,96
DMS 3,88 0,02 38,60 0,72 1,24 21,97 0,03

Médias de Assimilacéo liquida de CO; (A), condutancia estomatica (gs), concentragdo interna de CO; (Ci),
transpiracéo (E), eficiéncia no uso da &gua (WUE), eficiéncia intrinseca no uso da agua (iWUE) e eficiéncia
instantanea de carboxilagdo (Fc) seguidas das mesmas letras mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

No caso da A, ndo houve diferenca entre os tratamentos envolvendo inoculagéo e co-
inoculacdo. No entanto, todos foram superiores a testemunha onde a inoculacdo com B.
japonicum, A. brasilense e co-inocula¢do apresentaram médias de 24,80, 24,37 e 24,78 pumol
CO2 m?2 s, respectivamente, enquanto a testemunha apresentou 19,36 umol CO2, m2st A
Inoculacéo e co-inoculagdo de sementes incrementaram a fotossintese em 21,92 , 20,54 e
21,86%, respectivamente.

Em relacdo a gs, a inoculacdo com B. japonicum promoveu maior abertura estomatica
das plantas de soja, com média de 0,45 mol m? s, frente a 0,29 mol m? s? para A.
brasilense, 0,27 mol m? s para a co-inoculacéo e 0,33 mol m s referente & testemunha,
0 que representa incrementos na ordem de 35,54, 39,56 e 27,12%, respectivamente.

Para a Ci, plantas inoculadas com A. brasilense e a co-inoculagdo foram semelhantes
e resultaram nas menores medias para a variavel, sendo que a inoculagdo com A. brasilense
resultou em um actimulo de CO na cdmara subestomatica de 225,16 pmol m s enquanto

que a co-inoculagdo apresentou 222,40 pmol m s*. Entretanto as maiores médias para Ci



68

foram encontradas para a testemunha e a inoculagéo isolada com B. japonicum as quais
foram semelhantes entre si com médias de 285,83 e 279,63 umol m2s™ o que representa um
incremento de aproximadamente 60 umol m s na concentragio de COx.

Em relacdo a E, todos os tratamentos envolvendo o uso dos inoculantes contendo as
estirpes de B. japonicum e A. brasilense e a associacdo de ambas bactérias em co-inoculacéo
apresentaram médias semelhantes entre si para a variavel analisada, e transpiraram mais do
que a testemunha. As médias para a inoculacdo com B. japonicum, A. brasilense e a co-
inoculacio foram 3,62, 4,00 e 4,09 mmol m2 s respectivamente, enquanto a testemunha
apresentou 2,69 mmol m2 s de gua transpirada.

A maior quantidade de &gua perdida para a atmosfera na forma de vapor de agua por
meio da E, pode ser observada nos tratamentos envolvendo o uso da inoculacgéo isolada com
B. japonicum e A. brasilense e a co-inoculacdo com essas bactérias onde a superioridade
verificada em relagdo a testemunha foi de 0,93, 1,32 e 1,40 mmol m2 s, respectivamente,
0 que representa 25,76; 32,86 e 34,26% a mais de &gua perdida para a atmosfera.

Para a WUE, a testemunha apresentou 7,25 pumolCO 2 /mmol H.0 m? s sendo
superior a co-inoculacio que apresentou 5,82 pmolCO 2/mmol H.0 m? s, o que representa
19,73% a mais de eficiéncia para a testemunha em relagéo a co-inoculagdo. Para a inoculagao
isolada com B. japonicum e A. brasilense ndo foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos além de ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a testemunha e a
co-inoculacdo.

Considerando a iWUE, verifica-se que os tratamentos com a inoculagéo isolada com
A. brasilense e a co-inoculagdo apresentaram médias de 86,74 e 87,69 umol CO2/ mol m2s°
! respectivamente sendo semelhantes entre si, no entanto, apresentaram superioridade
significativa em comparacdo a testemunha e a inoculacdo com B. japonicum que
apresentaram médias de 58,50 e 55,16 umol CO2/ mol m2s, respectivamente.

No caso da Fc, plantas de soja inoculadas com A. brasilense e co-inoculadas foram
semelhantes e demonstraram incrementos significativos de 0,045 e 0,041 umol m2 st COz
! em relagdo a testemunha, demonstrando que esses tratamentos elevam a fixagdo do
carbono, enquanto que a inoculagdo apenas com B. japonicum se assemelhou a inoculagéo
com A. brasilense e a co-inoculagéo além de n&o diferir significativamente da testemunha.

Para as trocas gasosas no estadio fenoldgico R6 os tratamentos com a utilizagéo das
bactérias B. japonicum e A. brasilense e a co-inoculacdo de ambas bactérias influenciaram
nas variaveis A, E e na Fc, enquanto que as variaveis gs, Ci, WUE e iWUE nédo foram

significativos, como observado na tabela 9.
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Tabela 9: Valores médios para as trocas gasosas na soja inoculada e co-inoculada com B.
japonicum e A. brasilense no tratamento de sementes e testemunha no estadio
fenoldgicos Re,em Marechal Candido Rondon, Parang, 2019.

A gs Ci E WUE IWUE Fc
Tratamentos umol  molm? pmolm? mmol umolCO pmol  pmol
CO,m st st m?s!  ,/mmol CO)Y m?st
2g1 H,Om? molm CO;*
st 251

Testemunha 20,61b 0,31™ 259,70™  3,41c 6,30 ™ 70,83™ 0,06b
B. japonicum  24,27ab 0,36 257,91 4,13a 5,94 69,18 0,09ab

A. brasilense  25,54a 0,35 251,06 4,09ab 6,30 74,52 0,10a
Coinoculagdo  23,05ab 0,34 254,32 3,43bc 6,82 71,25 0,09ab
C.V (%) 11,02 11,32 13,75 10,71 11,86 18,44 24,75
DMS 428 0,06 81,45 0,67 1,25 21,92 0,03

Médias de Assimilacdo liquida de CO- (A), condutancia estomatica (gs), concentracdo interna de CO; (Ci),
transpiracdo (E), eficiéncia no uso da agua (WUE), eficiéncia intrinseca no uso da agua (iWUE) e eficiéncia
instantanea de carboxilagdo (Fc) seguidas das mesmas letras mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% deprobabilidade. ns: ndo significativo.

Em relacdo a A, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com
inoculagéo e co-inoculagdo, no entanto a inoculagéo apenas com A. brasilense resultou em
plantas com maior assimilagdo de CO2 em relagdo a testemunha com incremento de 4,94
umol CO, m2s™ o que corresponde a um aumento de 19,31% na A. Para a inoculagio apenas
com B. japonicum e a co-inoculacdo, percebe-se que os tratamentos foram semelhantes entre
si e ndo apresentaram diferenca significativa para A em comparacdo a testemunha e a
inoculgagdo apenas com A. brasilense.

Quanto a E, ainoculagdo com B. japonicum fez com que as plantas de soja perdessem
mais agua. A co-inoculagdo e a testemunha transpiraram 0,70 e 0,72 mmol m-? s,
respectivamente, a menos que a inoculacao apenas com B. japonicum, 0 que representa uma
reducdo na transpiracéo de 16,91 e 17,48%, respectivamente. No caso da inoculagdo com A.
brasilense, foi observada média semelhante para E quando comparada a inoculagdo com B.
japonicum e a co-inoculacao, entretanto foi superior a testemunha, transpirando 0,68mmol
m2 s amais do que a testemunha, o que corresponde a um aumento de 16,63% na E.

Em relacéo a Fc, plantas de soja inoculadas com A. brasilense mostraram se mais
eficientes na fixacdo do CO., apresentando 0,04 pmol m? s CO,* a mais do que a
testemunha, fixando 40% a mais de CO2. No caso da inoculagdo com B. japonicum e a co-

inocualcdo os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre si, além de nédo
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diferir significativamente quando comparados a testemunha e a inoculacdo com A.

brasilense.

4.4 DISCUSSOES

Apesar de o TRA ndo ser significativo em Rs, alguns pardmetros fotossintéticos
acabaram sendo influenciados pelos tratamentos. Portanto, quando o TRA ¢ analisado de
forma isolada acaba ndo representando de forma eficaz os tratamentos envolvendo a
inoculagdo de B. japonicum, A. brasilense e a co-inoculagéo.

Em condigdes de vasos os parametros associados a fotossintese, principalmente a A
em alguns casos acaba ndo apresentando as mesmas respostas que o TRA, sendo que isso
ocorre ao fato de que independentemente do tratamento aplicado, a soja cultivada em vasos
acaba consumindo de forma semelhante a dgua disponivel no substrato, em condi¢des de
déficit hidrico (BULEGON, 2019).

Quando se analisa 0 TRA em Rs, é possivel observar que o uso dos tratamentos acaba
elevando o TRA das plantas de soja em relacdo a testemunha, o0 que ajuda a explicar em
parte os resultados obtidos para as variaveis relacionadas a fotossintese. Plantas de soja que
apresentam maior TRA mostram-se fotossinteticamente superiores. Isso se deve a
importancia da dgua no processo fotossintético, pois 0s primeiros elétrons para o transporte
eletrbnico e o inicio da fotossintese das plantas, origina-se com hidrolise da agua, além do
papel crucial da &gua na eliminacdo de radicais livres, conferindo protecdo ao aparato
fotossintético (SLAMA et al., 2015) e auxiliando na regulagdo térmica da planta (ROSA et
al., 2005).

A utilizacdo da bactéria A. brasilense de forma isolada e em co-inoculacdo permite
com que as plantas sejam supridas de agua, o que esta relacionado a algumas respostas
fisiologicas que levam as plantas de soja ao melhor aproveitamento da agua disponivel,
reduzindo as perdas de agua durante o processo de assimilacdo de CO> (SWARTHOUT et
al., 2009). O A. brasilense exerce influéncia sobre a regulacdo estomética (KUSS et al.,
2007) podendo estar associado a sinalizacdo via acido abscisico, que leva a planta a fechar
estdmatos (CASSAN, PERRIG, et al., 2009), mantendo as plantas com maior TRA em
relacdo a testemunha.

O aumento do TRA em funcéo da inoculagdo com A. brasilense, tambem pode ser
explicado pelo fato da bactéria promover reducdo no tamanho dos estdmatos além de
incrementar a espessura da epiderme foliar (LARRABURU; LLORENTE, 2015). Essas
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alteracfes anatébmicas resultam em menor perda de agua (TAIZ; ZEIGER, 2013). Diante
disso, a inoculagdo de A. brasilense mostra-se como uma ferramenta para elevar a tolerancia
das plantas a deficiéncia hidrica (BULEGON, 2016).

Quanto ao maior TRA observado para inoculagdo com B. japonicum, maior
crescimento das plantas em funcdo do maior aporte de N para as plantas inoculadas, o que
pode ser constatado pela analise do teor de nutrientes nas folhas. O N tem papel de grande
importancia para o crescimento da soja, pois participa da constituicdo de aminoacidos,
proteinas e lipideos (HUNGRIA et al., 2011). O suprimento adequado desse nutriente via
FBN auxilia na manutencdo do teor de &gua nas plantas, uma vez que o N atua no
metabolismo. Isso se deve ao fato de o elemento ser constituinte da clorofila e aminoacidos
elevando a fotossintese da planta, além de manter as plantas com maior conteudo de agua
nos tecidos aumetando o TRA (TAIZ, ZEIGER, 2013).

Para o teor de nutrientes foliares, os maiores teores de Mg e N obtidos no tratamento
envolvendo o uso de B. japonicum podem ajudar a explicar os maiores valores médios
obtidos para o indice SPAD, uma vez que esses elementos constituem a molécula de
clorofila, além de ser constituinte de enzimas e proteinas (TAIZ; ZEIGER, 2013). A maior
quantidade de N acumulada nas folhas de soja em funcéo da utilizag&o de B. japonicum se
deve ao processo da fixacdo bioldgica do elemento, resultando em maior aporte e acimulo
de N na parte aérea da soja (FAGAN et al., 2007).

Quanto as variaveis relacionadas a fotossintese, constata-se que em Rz ocorreu
aumento significativo na A em funcdo da inoculacdo das sementes com as bactérias B.
japonicum, A. brasilense e a co-inoculacdo. Esses ganhos podem ser associados a maior E
em plantas submetidas aos tratamentos, o que indica que as bactérias elevam o suprimento
de 4gua para as plantas de soja inoculadas, sendo explicado pelo maior TRA, elevando a
quantidade de agua perdida para a atmosfera, mas em contrapartida permitindo maior
assimilacdo de COo.

Os maiores valores para A e menores Ci em funcédo dos tratamentos com A. brasilense
e co-inoculagdo remete que plantas submetidas a esses tratamentos conseguem atingir
maiores taxas fotossintéticas, demonstrando que o uso de A. brasilense aumenta a eficiéncia
de assimilacdo de CO: (Fc). Resultado semelhante foi obtido em Re sendo que apesar da
variavel Ci ndo ser significativa a A e a Fc apresentaram comportamentos semelhantes,
demonstrando o aumento na Fc promovido pelo uso do A. brasilense em relagdo a

testemunha.
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Quanto a Fc, observa-se que os tratamentos que receberam a inoculagdo de A.
brasilense de forma isolada ou em co-inoculagédo apresentaram maior eficiéncia na fixacao
do CO2 em relagdo a testemunha sendo que Fc apresentou aumento com o uso das bactérias
enquanto que a Ci decresceu. Resultado semelhante foi obtido no trabalho de Bulegon et al.
(2016) onde que a Fc apresentou correlagdo com a Ci demonstrando a capacidade da bactéria
estimular a fixagdo de CO2 na soja. Esse incremento na Fc em fungdo da inoculagéo de A.
brasilense estd atrelado a maior atividade da enzima Rubisco, onde as plantas inoculadas
acabam aproveitando melhor o substrato disponivel, elevando a A (FLEXAS et al., 2006).

Em relacéo a gs, nota-se que os tratamentos que receberam A. brasilense, tiveram
médias semelhantes a testemunha, mantendo os estdbmatos mais fechados do que o
tratamento que recebeu a inoculacdo de B. japonicum. Esse efeito promovido pelo A.
brasilense pode ser uma ferramenta de defesa da planta frente a condicdes de estresse,
considerando que o fechamento estomatico é a primeira forma das plantas tolerarem o déficit
hidrico e as altas temperaturas, com o intuito de reduzir as perdas de agua pela transpiracao
(HUESO, GARCIA E HERNANDEZ, 2012).

O uso de A. brasilense promove o efeito biorregulador nas plantas (PEDRAZA,
2008) o qual esté relacionado a sintese de hormdnios como auxinas, giberelinas e citocininas
(NETO et al., 2013). Dessa forma acredita-se que o uso de A. brasilense exerce influéncia
sobre a regulacdo estomatica (KUSS et al., 2007), uma vez que abertura e fechamento
estomatico sofre a influéncia de inumeros fatores dentre eles o efeito hormonal (TAIZ;
ZEIGER, 2013), onde a utilizag&o A. brasilense auxilia a planta de soja a manter maior teor
de agua em seus tecidos mesmo em situacgdes de déficit hidrico.

No caso da Ci, de acordo com Bulegon (2016), a maior Ci pode ser considerada
benéfica ou indesejada o que vai depender da A, onde valores adequados de A e alta Ci
demonstra que o aparato fotossintético esta ativo, enquanto que baixos valores de A e altos
valores de Ci remetem a uma deficiéncia no aparato fotossintético.

Apesar da reducdo na Ci, a taxa fotossintética se manteve alta, sendo que o uso de
A. brasilense promoveu a maior fixa¢do de CO, enquanto que para a testemunha além da
menor Ci apresentou menor A em relacdo aos demais tratamentos o que se deve a uma falha
no aparato fotossintético, onde essa falha esta atrelada a falta de agua promovida pelo déficit
hidrico. A falta de agua afeta drasticamente a atividade da Rubisco, onde o CO; nédo é
carboxilado e incorporado no ciclo de Calvin, dessa forma reduz a fotossintese (TAIZ;
ZEIGER, 2013).
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Em relagdo a inoculagéo apenas com B. japonicum elevou a A, E e gs em comparacao
a testemunha o que se deve ao maior acimulo de nitrogénio, como pode ser observado na
analise foliar de nutrientes. A inoculacdo de B. japonicum nas sementes de soja permite o
suprimento de nitrogénio através da FBN, onde o elemento participa de inUmeras enzimas e
proteinas, sendo indispensdvel para o metabolismo e crescimento das plantas além de
participar da constituicdo da molécula de clorofila (TAIZ; ZEIGER, 2013),

Dessa forma a inoculagdo com B. japonicum favorece o crescimento da soja mesmo
em situacdes de déficit hidrico, permitindo maior absorcao de dgua do solo. Plantas supridas
com agua mantem seus estdmatos abertos por mais tempo, permitindo as trocas gasosas entre
a planta e o ambiente, onde nesse processo inevitavelmente vai ocorrer a perda de agua na
forma de vapor (PIMENTEL, 2004). Por outro lado, a maior gs e E acabam permitindo a
maior difusdo de CO- para o interior dos estbmatos, elevando a atividade fotossintética da
soja (BULEGON et al., 2016).

Assim, plantas que apresentam maior gs apresentam a enzima Rubisco mais ativa,
devido a ndo haver limitacdo do substrato, apresentando maiores taxas fotossintéticas
(FLEXAS et al., 2006), onde a gs € o mecanismo fisioldgico das plantas que controla a E
(JADOSKI et al., 2005), sendo a E responsavel pelas trocas gasosas entre a planta e o
ambiente. Além disso, a E ird auxiliar no resfriamento foliar em situaces de altas
temperaturas, garantindo que a atividade do aparato fotossintético ndo seja comprometida
pela reducdo da atividade de enzimas, como a Rubisco (TAIZ; ZEIGER, 2013).

No caso da IWUE, os tratamentos envolvendo a inoculagdo com A. brasilense e a co-
inoculacdo resultaram em plantas com A superior a testemunha e semelhante ao B.
japonicum mesmo com gs semelhante a testemunha e menor que o B. japonicum, o que
demonstra que a presenca de A. brasilense proporciona respostas fisiolégicas nas plantas,
levando a um melhor aproveitamento da dgua (INAGAKI et al., 2015).

No caso da WUE, percebe-se que a testemunha se mostrou mais eficiente que a co-
inoculacdo, entretanto com menor A. A superioridade apresentada pela testemunha nessa
variavel esta relacionada ao fato de a testemunha ter apresentado menor E que 0s demais
tratamentos e com mais CO2 na cdmara subestomatica em comparacéo aos tratamentos com
A. brasilense e a co-inoculagdo permitindo uma assimilacdo de CO2 com menor quantidade
de &gua perdida, o que elevou a WUE da testemunha.

A WUE é um parametro importante para a selecdo de genotipos tolerantes ao déficit
hidrico, onde o fato da testemunha apresentar boa WUE se deve a cultivar de soja utilizada

apresentar boa tolerancia ao déficit hidrico, onde que a planta acaba utilizando de forma mais
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eficiente a &gua armazenada em seus tecidos com menor E, devido a uma rapida adaptacédo
fisiologica provocada pelo estresse do ambiente (HOSSAIN et al., 2014).

Em Re € possivel observar que a inoculagdo apenas com A. brasilense apresentou
maior A que a testemunha, no entanto, a gs nao apresentou diferenca entre os tratamentos,
onde alguns trabalhos demostram que mesmo que haja redugdo da gs a A ndo é limitada t&o
drasticamente quanto a E (CHAVES; OLIVEIRA, 2004), pois mesmo com 0s estdmatos
parcialmente abertos o CO. difunde-se para a camara subestomatica, permitindo com que a
A ndo seja afetada de forma tdo drastica, (TAIZ; ZEIGER, 2013)

A inoculagdo com A. brasilense apresentou maior Fc demonstrado a capacidade
dessa bactéria em elevar a atividade da Rubisco, aumentando a A (FLEXAS et al., 2006),
onde o uso da bactéria acabou elevando as taxas fotossintéticas da soja em comparacao a
testemunha. Dessa forma, a inoculacdo com bactérias do género Azospirillum originaram
plantas com maior eficiéncia fotossintética pelo fato de apresentarem incrementos nas taxas
de trocas gasosas (FRANDOLOSO et al., 2012).

Ja a utilizacdo de B. japonicum permitiu o suprimento de nitrogénio através da
fixacdo bioldgica, mantendo as plantas com médias semelhantes a inoculacdo apenas com
A. brasilense, sendo que isso se deve ao fato do elemento participar de inlmeras enzimas e
proteinas, sendo indispensavel para o metabolismo e crescimento das plantas, participando
da constituicdo da molécula de clorofila (TAIZ; ZEIGER, 2013), 0 que ajuda a manter a

capacidade fotossintética das plantas de soja inoculadas com essa bactéria.

4.5 CONCLUSOES

A inoculacdo com B. japonicum, A. brasilense e co-inoculacdo elevam o teor relativo
de agua no estadio fenoldgico Rz da soja em 13,58, 22,19 e 18% respectivamente.

A inoculacdo das sementes com B. japonicum resulta em maior acimulo foliar de N
e Mg, com incrementos de 47,6 e 42,78% respectivamente, incrementando o teor de clorofila
da soja em 6,51%.

O uso das bactérias B. japonicum e A. brasilense em inocula¢do ou co-inoculagéo

promove aumento nas taxas fotossintéticas da soja sob a condi¢éo de deficit hidrico.
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5.CONCLUSOES GERAIS

A cultura da soja fica exposta a inimeras situacfes adversas no ambiente produtivo,
como é o caso do déficit hidrico. As bactérias fixadoras de nitrogénio e as promotoras de
crescimento vegetal se mostram capazes de proporcionar inimeros beneficios a cultura da
soja frente inUmeras situacodes.

A prética da inoculacdo e da co-inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense, no
tratamento de sementes, proporciona inumeros beneficios para a cultura da soja,
influenciando positivamente alguns parametros relacionados a biometria das plantas como o
diametro de coleto, nimero de nodulos por planta, massa seca de raiz e a massa seca total.

Além disso, a produtividade a campo também é incrementada quando se faz o uso
dessas bactérias, principalmente em condigdes em que a cultura é exposta ao déficit hidrico.
Quando a soja é exposta ao déficit hidrico, plantas que recebem essas bactérias, demonstram
maior capacidade fotossintética, utilizando o CO> disponivel de forma mais eficiente e
controlando as trocas gasosas com o meio de forma mais eficiente, mantendo a planta
hidratada mesmo nas fases de maior demanda de &gua pela cultura.

Entretanto, para obtencéo de resultados satisfatorios, inimeros cuidados relacionados
ao manejo desses microrganismos devem ser adotados, com o intuito de explorar da melhor
forma os beneficios promovidos pelo B. japonicum e o A. brasilense. Portanto, a realizacdo
de novos estudos envolvendo essas bactérias € essencial, visando aprimorar o processo de
inoculacdo e co-inoculagdo, para cada situacdo que a cultura é exposta, obtendo-se assim,
altos patamares de produtividade com reducdo dos custos de producdo e de forma mais

sustentavel.



