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RESUMO

CUNHA, L. S. Engenheira agrénoma. Universidade Estadual do Oeste do Parana, Fevereiro
de 2020. Interacdo simbidtica de bactérias e doses de nitrogénio no cultivo da soja.
Orientador: José Barbosa Duarte Junior. Coorientador: Maria do Carmo Lana e Alfredo
Richart.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a inoculacdo, co-inoculagdo com bactérias B. japonicum
e A. brasilense em combinagcdo com aplicacdo de doses de N sobre as caracteristicas
agrondmicas da soja em dois experimentos (casa de vegetacdo e a campo) na safra 2018/2019.
O delineamento experimental utilizado em ambos foi o de blocos casualizado (DBC), em
esquema fatorial 4x4 com quatro repeticfes, sendo quatro tipos de inoculacdo (sem
inoculacdo, inoculagdo da bactéria B. japonicum, inoculacdo da bactéria A. brasilense e
inoculacdo das bactérias B. japonicum e A. brasilense em associacdo) e quatro doses
percentuais de N (0, 2, 4 e 8%). Quanto as avaliacbes, para ambos 0s experimentos, foram
realizadas no inicio da floracdo (estadio R;) para avaliar os componentes de nodulacéo e teor
e acumulo de N na planta; e na maturacdo plena (estddio Rg) para avaliar os caracteres
agrondmicos da cultura. O uso da inoculacdo em associacdo a aplicacdo de doses de
nitrogénio ndo influenciou as variaveis de altura de plantas, nimero de vagem por planta,
namero de graos por vagem e produtividade da soja para os dois experimentos. O nimero de
nddulos e a massa seca de raiz se mostraram maior na dose de 8 % de N, com uma media de
317 nédulos por planta e 23,42 g planta™, respectivamente, quando inoculado com o A.
brasilense. A eficiéncia de nodulacdo teve aumento quando utilizada a dose de 2 % de N com
valor de 354 g kg, utilizando a bactéria A. brasilense. O aciimulo de N na parte aérea, obteve
valor maximo na dose de 8 % o que correspondeu neste caso em 142 g de N kg' com a co-
inoculacdo, apresentando capacidade de respostas diferentes para 0s caracteres massa seca de
raiz e nimero de graos por vagem no cultivo protegido. Em condi¢des de campo, o nimero de
nodulos se mostrou maior na dose de 2 % com médias de 46 nodulos por planta quando
inoculada com B. japonicum, e nas variaveis de massas seca de nodulos, raiz e parte aérea
quando inoculado com A. brasilense na dose de 8% obtiveram maiores médias com 486,94
mg planta™, 11,91 g planta™, 95,5 g planta™, respectivamente. A eficiéncia de nodulagéo teve
aumento linear quando utilizada a dose de 8 % de N com valor de 72,32 g kg™. Para os
caracteres numero de nddulos e eficiéncia de nodulacdo, houve aumento significativo destes

quando utilizada a dose de 2 % de N, associado a pratica de adubacao nitrogenada e de 8 %, a



Vi
massa seca de nodulos, raiz, parte aérea e eficiéncia de nodulacdo, obteve resultados mais
satisfatorios que as demais doses.

Palavras-chave: Bactérias simbidticas. Fixacdo biolégica do nitrogénio. Glycine max.
Inoculacdo. Produtividade.
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ABSTRACT

CUNHA, L. S. Agronomist. State University of Western Parana, February 2020. Symbiotic
interaction of bacteria and nitrogen doses in soybean cultivation. Advisor: José Barbosa
Duarte Janior. Co-supervisor: Maria do Carmo Lana and Alfredo Richart.

The objective of this work was to evaluate inoculation, co-inoculation with B. japonicum and
A. brasilense bacteria in combination with application of N doses on the agronomic
characteristics of soybean in two experiments (greenhouse and field) in the 2018 harvest /
2019. The experimental design used in both was the randomized block (DBC), in a 4x4
factorial scheme with four replications, four types of inoculation (without inoculation,
inoculation of the bacterium B. japonicum, inoculation of the bacterium A. brasilense and
inoculation of the bacteria B japonicum and A. brasilense in combination) and four percentage
doses of N (0, 2, 4 and 8 %). As for the evaluations, for both experiments, they were carried
out at the beginning of flowering (stage R;) to evaluate the components of nodulation and N
content and accumulation in the plant; and at full maturation (stage Rg) to evaluate the
agronomic traits of the crop. The use of inoculation in association with the application of
nitrogen doses did not influence the variables of plant height, number of pods per plant,
number of grains per pod and soybean yield for both experiments. The number of nodules and
the root dry mass were higher at the dose of 8 % N, with an average of 317 nodules per plant
and 23.42 g plant®, respectively, when inoculated with A. brasilense. The nodulation
efficiency increased when the dose of 2 % N was used, with a value of 354 g kg™, using the
bacterium A. brasilense. The accumulation of N in the aerial part, obtained a maximum value
in the dose of 8 %, which in this case corresponded to 142 g of N kg™ with co-inoculation,
presenting different response capacity for the characters dry root mass and number of grains
per protected crop. In field conditions, the number of nodules was higher in the dose of 2 %
with averages of 46 nodules per plant when inoculated with B. japonicum, and in the variables
of dry masses of nodules, roots and shoots when inoculated with A. brasilense at the 8% dose,
they obtained higher averages with 486.94 mg plant®, 11.91 g plant®, 95.5 g plant™,
respectively. The nodulation efficiency increased linearly when the dose of 8 % N was used,
with a value of 72.32 g kg™. For the characters number of nodules and nodulation efficiency,
there was a significant increase when the dose of 2 % N was used, associated with the practice
of nitrogen fertilization and 8 %, the dry mass of nodules, root, aerial part and nodulation

efficiency. , obtained more satisfactory results than the other doses.
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1 INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max) € uma cultura originalmente chinesa, mais precisamente da
regido do rio Yangtzé, entretanto, a cultura hoje disseminada e cultivada ndo se assemelha
muito ao seu ancestral comum que apresenta crescimento rasteiro (NUNES, 2016). A cultura
foi introduzida no Brasil no Estado da Bahia por Gustavo Dutra, em 1882, porém o
crescimento e boa adaptacdo ocorreram na Regido Sul do pais, se expandindo posteriormente
para o cerrado brasileiro. Dentre os diversos usos do grdo da soja pode ser citada a
alimentacdo na forma de 6leos e massas, a producdo de lecitina, o uso do farelo na racéo
animal por seu alto valor proteico e na producao de biodiesel, sendo a principal matéria-prima
para este produto e representando até 80% da demanda total de fabricacdo do biodiesel no
Brasil (DALL’AGNOL, 2007).

O segundo maior produtor mundial de soja é o Brasil, sendo que o Mato Grosso, Rio
Grande do Sul e Parana sdo os trés maiores estados produtores, em ordem decrescente, sendo
responsavel na safra 2018/2019 pela producdo de 114,8 milhdes de toneladas, em 35,8
milhGes de hectares, de acordo com dados levantados pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2020).

O suprimento adequado de nutrientes ao solo é imprescindivel na busca de altas
produtividades. Assim, na determinacdo das necessidades nutricionais da planta devem ser
levadas em consideracdo a absorcdo e exportacao de nutrientes pela cultura durante seu ciclo.
A soja é muito exigente em nutrientes, sendo o nitrogénio (N) um macronutriente exigido em
grandes quantidades, portanto este deve estar presente no solo em quantidade e equilibrio
adequado (TEIXEIRA FILHO et al., 2010).

O N é constituinte de muitos componentes da célula vegetal, incluindo aminoéacidos,
proteinas e &cidos nucléicos, sendo, portanto um elemento essencial ao crescimento das
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009). Sua deficiéncia inibe rapidamente o crescimento vegetal,
podendo manifestar-se através de clorose, que inicialmente ocorre em folhas mais velhas,
reduzindo a atividade fotossintética da planta e, consequentemente, retardando o crescimento
da mesma. As plantas podem obter este nutriente via solo, fixacdo ndo bioldgica, adicdo de
fertilizantes nitrogenados e fixacéo bioldgica de nitrogénio atmosférico (FBN) (HUNGRIA,
2001).

Na agricultura moderna, o principal veiculo de adicdo de N sdo fertilizantes
inorganicos e sua utilizacdo é essencial para producdo de alimentos requisitada pela

populacdo humana. Porém, as pesquisas estdo sempre voltadas para a busca de maiores



produtividades com menos custos de producdo. Uma alternativa ao uso de fertilizantes
inorganicos é o aproveitamento do N atmosférico (N,), pela FBN por organismos fixadores de
N ou diazotréficos (LOPES, 2007).

O wuso da inoculacdo de bactérias simbidticas e diazotroficas em espécies
leguminosas é uma pratica usada frequentemente como alternativa a adubagéo nitrogenada. O
método € feito através de bactérias que realizam uma intera¢do simbiética com a planta, se
estabelecendo em suas raizes e realizando a FBN. As bactérias mais utilizadas para realizacdo
da inoculacdo séo as da espécie B. japonicum, e 0 A. brasilense por se tratar de uma bactéria
associativa tem a capacidade de colonizar qualquer tecido vegetal, sendo este mais utilizado
para inoculacdo em gramineas, como o milho, porém com grande potencial para uso na soja.
Sua contribuicdo para a planta se da& principalmente pela producdo de fitorménios,
proporcionando maior crescimento radicular, sendo essa uma acdo distinta do B. japonicum
(SILVA NETO, 2019).

Diante do exposto, é necessario fazer estudos mais profundos sobre inoculagéo, para
garantir os beneficios com cultivares de alto rendimento, e que se tenha resultados
equivalentes ao incremento no cultivo da cultura e produtividade, em decorréncia de meios
alternativos. A inoculacéo e co-inoculagdo permite fornecer via fixagdo biolégica quantidades
de N suficientes para a soja apresentar altos rendimentos agronémicos.

Dessa forma o objetivo do estudo foi avaliar a inoculagdo, co-inoculagdo com
bactérias B. japonicum e A. brasilense em combinacdo com aplicacdo de doses de N sobre as
caracteristicas agronémicas da soja em dois experimentos (casa de vegetacdo e a campo) na
safra 2018/2019.

2 REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1 ADUBACAO NITROGENADA

O N nas plantas € o componente responsavel por muitas reacfes dentre elas a
estrutura da clorofila, enzimas e proteinas, e a quantidade que o solo apresenta muitas vezes
podem variar em decorréncia da quantidade de matéria organica presente no solo, onde o
fertilizante mineral muitas vezes é limitado por ter um alto custo (ALVES, 2006).

No sistema solo-planta de um agroecossistema as principais formas de adi¢do de N
podem ser caracterizadas como sais de amonio e nitratos trazidos pela precipitacéo
pluviométrica; aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, obtidos através da fixacdo industrial do

N2 atmosférico pelo homem; aplicacdo de fertilizantes orgénicos de origem animal ou



vegetal; fixacdo biologica do N2, realizada por microrganismos, de forma simbiotica e
assimbidtica (SILVA, 2005).

As formas de perdas de N sdo através da remocdo pelas culturas, eroséo, lixiviacao,
volatilizacdo da aménia e desnitrificacdo na forma de Oxidos de N e N2. Os processos que
interligam os compartimentos do ciclo global do nitrogénio, sdo fixacdo de N (atmosférica,
industrial, simbidtica do N e ndo simbiotica do N), decaimento, amonificacdo, nitrificagéo,
imobilizacdo, desnitrificacdo (quimica e assimilatéria), volatilizacdo e lixiviacdo (BINOTTI,
2006).

O N absorvido pelas plantas combina com esqueletos carbonicos para a producao de
aminoacidos, os quais resultam em proteinas que ficam armazenadas nos tecidos vegetais. Na
fase de enchimento de gréos estas reservas sdo quebradas, translocadas e armazenadas nestes
orgdos, na forma de proteinas e aminoacidos (MARSCHNER, 1995). Normalmente, cerca de
80 % do N encontrado nos grdos sdo provenientes do N estocado na parte vegetativa da
planta, e o restante € proveniente do nitrogénio assimilado apés floracdo. Os carboidratos, ao
contrario, necessarios para o enchimento dos grdos sdo provenientes da atividade
fotossintética “corrente”, ou seja, da atividade fotossintética que estd se realizando naquele
momento. Por esse motivo, quanto mais tempo durar a rea foliar verde apds a floragéo, maior
serd o rendimento de grédos (DIDONET, 2003).

O N € constituinte de véarias moléculas importantes, como proteinas, &cidos
nucléicos, alguns horménios e clorofila. Na cultura da soja, é fundamental, pois 0s gréos sao
ricos em proteina, com um teor médio de 40%, sendo a fonte de proteina de menor custo
(SILVA et al., 2017). Porém, o suprimento de N pode ndo ser totalmente atendido mediante a
fixacdo bioldgica e fornecimento do solo, necessitando, portanto de adubagdes nitrogenadas
complementares para altas (> 3.500 kg ha™) produtividades. Esse fato se agrava em solos
arenosos com baixos teores de matéria organica e baixa capacidade de troca catidnica e
anidnica, em que as perdas de N por lixiviacéo, principalmente na forma de amonio (NH,") e
nitrato (NO3’) sdo mais evidentes (ALVEZ et al., 2006).

Assim, o uso de fertilizantes em culturas de grdos e fibras também é importante na
manutencdo das reservas de N do solo. Alta produtividade da soja com doses baixas de N
aplicadas, normalmente podem indicar que a quantidade de N exportada com a colheita é
maior do que a adicionada, o que contribui para empobrecer o solo (ALVEZ et al., 2006).

Em alguns estudos com fertilizagdo nitrogenada em soja foram alcancadas
produtividades maiores do que 4.000 kg ha™* devido ao fornecimento de N (MENDES et al.,

2008). Entretanto outros trabalhos com fertilizacdo nitrogenada alcangaram 0S mesmos



patamares sem efeito do N mineral (BODRERO et al., 2004). Isso mostra as divergéncias dos
resultados relatados na literatura, o que reforga a necessidade de estudos que contribuam para

a tematica em questao.
2.2 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN)

O N é um dos nutrientes mais requeridos a producédo agricola nas regides tropicais e
as principais fontes pelas quais as plantas podem obté-los sdo a matéria organica do solo, 0s
fertilizantes nitrogenados ou FBN. Os fertilizantes nitrogenados além de apresentarem alto
custo e contribuirem para a poluicdo ambiental, tem baixo aproveitamento (méximo de 50%),
devido as perdas causadas por praticas culturais inadequadas e por processos como lixiviagéo,
desnitrificacéo e volatilizagdo da NH;" (CANTARELLA, 2007).

A FBN, que € o principal processo em que o N entra nos ecossistemas naturais,
possui um elevado custo energético de maneira que a maioria dos ecossistemas sdo limitados
ou colimitados pela disponibilidade desse nutriente (CHAPIN |11 et al. 2011).

A FBN ¢é um processo no qual o N atmosférico (N.) é convertido em amdnia (NH3"),
catalisada por organismos vivos. Os organismos responsaveis pela fixacdo de N, denominados
de diazotroficos sdo procariotos e realizam a fixagcdo por meio da enzima conhecida como
nitrogenase. Essa enzima é sensivel ao oxigénio, que pode destrui-la irreversivelmente. Essa
reacao é enderg0nica, isto €, a amdnia € mais rica em energia que o N atmosférico e, para que
a reacdo ocorra, é necessario fornecimento de energia, armazenada na forma de ATP
(SILVEIRA; FREITAS, 2007). A primeira unidade, conhecida por dinitrogenase redutase, se
liga a ATP e atua como doador de elétrons, e a outra (dinitrogenase) reduz e coleta o
substrato, (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; HOWARD et al., 2013). A FBN ¢ considerada o
processo bioldgico mais importante do planeta, depois da fotossintese (SILVA JUNIOR et al.,
2013).

A capacidade diazotréfica estd limitada a bactéria e Archaea, incluindo
cianobactérias e bactérias Gram positivas e Gram negativas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Essas bactérias vivem acopladas nas raizes das plantas em relacdo de simbiose/mutualismo
com essas, produzindo nddulos, estruturas especializadas na fixagdo de nitrogénio em
leguminosas. Por essa razdo a associagdo entre rizobios e leguminosas torna-se um tipo de
associacdo de extrema importancia agricola devido a sua peculiaridade na capacidade de
formacgéo de estruturas radiculares conhecidas como nddulos. As espécies pertencentes ao

género Rhizobium sdo as mais estudadas desse grupo (GRACAS et al., 2015).



A FBN é um processo importante no setor agricola, sendo o processo bioldgico que
contribui com a maior parte do N fixado. Estima-se que fornece cerca de 175 milhdes de
toneladas de N para a biosfera, ou seja, 65% do total, que o faz ser o segundo processo
bioldgico mais importante do planeta depois da fotossintese, junto a decomposi¢do organica
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Em todo o globo terrestre, nos diferentes ecossistemas, a FBN contribui na ordem de
cerca de 258 milhdes de toneladas de N por ano, sendo que esta contribui na agricultura em
cerca de 60 milhdes de toneladas. (EMBRAPA, 2016).

O compromisso do Brasil foi ampliar o uso da FBN na agricultura, devido ao alto
custo dos fertilizantes no mercado nacional, tendo como ferramenta agregada a tecnologia o
uso da FBN na melhor formacdo e aumento de micro-organismos como 0s rizébios para a
producdo (EMBRAPA, 2016).

2.3 SIMBIOSE COM Bradyrhizobium sp. e Azospirillum sp. NA CULTURA DA SOJA

A maioria das estirpes de FBN, aprovadas para espécies florestais, adubo verde,
forrageiras e para graos, pertence ao género Bradyrhizobium spp. , e muitas ja sdo usadas com
sucesso ha décadas, sem a perda de suas propriedades simbidticas, como as de soja e de
feijdo-caupi, o Bradyrhizobium spp. tem a vantagem de ser mais estdvel do que outros
géneros de bactérias fixadoras de N, pois 0s genes relacionados ao estabelecimento e
funcionamento da simbiose estdo localizados em cromossomo e ndo em plasmideos que
podem ser perdidos em condicBes ambientais estressantes (GUIMARAES etal., 2012;
COSTA etal., 2013; JARAMILLO et al., 2013).

Dentre os rizobios, o género Bradyrhizobium spp. € de grande importancia na
agricultura. Essas bactérias sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico em simbiose com a
soja. No Brasil, as espécies B. japonicum e B. elkanii tém sido amplamente utilizadas como
inoculantes nessa leguminosa (CHUEIRE et al., 2003).

A Embrapa Soja € referéncia mundial no desenvolvimento de tecnologias para a
cultura em regiBes tropicais e possui varias linhas de pesquisa em Microbiologia do solo:
selecdo de estirpes de rizobios mais eficientes e competitivas; caracterizacdo fisiologica,
bioquimica e genética de populagdes estabelecidas de rizébios; obtencéo de estirpes mutantes
com maior tolerancia ao aluminio (AI**) e manganés (Mn) do solo; selecdo de métodos de
inoculacdo; selecdo de genotipos de soja de alta eficiéncia de FBN. Todos esses estudos
podem ser beneficiados com o aumento do conhecimento taxondmico dos rizébios envolvidos
na FBN da soja (EMBRAPA, 2007).



Bulegon et al. (2017), afirmaram que o uso da inoculacdo com A.brasilense é
bastante estudado no Brasil em culturas anuais voltadas diretamente & produgdo de gréos,
principalmente as gramineas, como o milho, trigo, arroz e cana-de-agcUcar, e mais
recentemente em algumas leguminosas como a cultura da soja. Nestas culturas, os resultados
sdo satisfatorios, elevando varias caracteristicas biométricas e, principalmente, a
produtividade de gréos.

De acordo com Rodrigues et al. (2012), bactérias diazotroficas do género
Azospirillum merecem atencéo, pois além da FBN, podem produzir compostos promotores de
crescimento ou estimular a producdo endogena da planta desses compostos, sendo
denominados associativas facultativas, pois proliferam-se na superficie das raizes, podendo
penetrar no vegetal (DOBEREINER; BALDANI, 1982).

O interesse na utilizacdo dessa bactéria promotora de crescimento capaz de contribuir
para a nutricdo de plantas tem aumentado e tende a aumentar nos proximos anos, devido ao
alto valor financeiro investido anualmente com fertilizantes e em relagcdo ao que se chama de
Agricultura Sustentavel (HUNGRIA et al., 2010).

A inoculacdo com Azospirillum sp. é realizada de maneira similar a inoculacdo de
sementes de soja com Bradyrhizobium sp. O produto pode ser aplicado na forma sélida (como
turfa) ou na forma liquida. Também, € necessario ser cauteloso as condi¢des de temperatura,
ndo deixando exposto ao sol e sem aplicacdo conjunta com agroquimicos, ja que se trata de
microrganismos vivos (HUNGRIA et al., 2010).
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3 ARTIGO 1. INOCULACAO, CO-INOCULACAO E ADUBACAO NITROGENADA
NA CULTURA DA SOJA

RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar a inocula¢do, co-inoculagdo com bactérias
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense em combinagdo com aplicagéo de doses
de nitrogénio (N) sobre as caracteristicas agrondmicas da soja. O delineamento experimental
utilizado foi o de blocos ao acaso em esquema fatorial 4x4, sendo quatro tipos de inoculacao
(auséncia de inoculagdo, inoculagdo da bactéria Bradyrhizobium japonicum, inoculacdo da
bactéria Azospirillum brasilense e inoculacdo das Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense em associacdo) e quatro dosesde N (0% =0;2% =4,5;4% =9e 8 % =18 kg ha’
1), com quatro repeticdes. Ndo houve interagéo significativa entre as inoculacdes e doses de N
para massa seca dos nodulos, altura de plantas, nimero de vagem por planta e produtividade
de grdos nas condicOes estudadas. A utilizacdo das doses crescentes e acima de 2 % de N na
semeadura da soja promoveu reducdo no numero de nédulos formados por Bradyrhizobium
japonicum nas raizes da soja. O numero de nddulos e massa seca de raiz se mostrou maior na
dose de 8 % de N, com uma média de 317 nédulos por planta e 23,42 g planta™
respectivamente referente ao tratamento com o inoculante Azospirillum brasilense. A
eficiéncia de nodulacio obteve valor de 354 g kg™ quando utilizada a dose de 2 % de N. O
acumulo de N na parte aérea, apresentou valor maximo na dose de 8 % de N e alcancando 142
g kg™ quando realizou-se a co-inoculacdo, indicando capacidade de respostas diferentes para
0s caracteres massa seca de raiz € numero de grdos por vagem. A pratica de adubacdo
nitrogenada resultou no aumento do nimero de nodulos apenas da bactéria A. brasilense e

ganhos significativos de N na planta somente na dose de 8 % de N.

Palavras-chave: Bradyrhizobium japonicum. Azospirillum brasilense. Fixagdo bioldgica do

nitrogénio.

INOCULATION, CO-INOCULATION AND NITROGEN FERTILIZATION IN
SOYBEAN CULTURE

ABSTRACT
The objective of this work was to evaluate inoculation, co-inoculation with bacteria

Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense in combination with application of



11

nitrogen (N) doses on the agronomic characteristics of soybean. The experimental design used
was a randomized block in a 4x4 factorial scheme, with four types of inoculation (absence of
inoculation, inoculation of the bacterium Bradyrhizobium japonicum, inoculation of the
bacterium Azospirillum brasilense and inoculation of the Bradyrhizobium japonicum and
Azospirillum brasilense in association) and four doses. of N (0% = 0; 2% = 4.5; 4% = 9 and
8% = 18 kg ha-1), with four replications. There was no significant interaction between
inoculations and N doses for nodule dry mass, plant height, number of pods per plant and
grain yield in the studied conditions. The use of increasing doses and above 2% of N in
soybean sowing promoted a reduction in the number of nodules formed by Bradyrhizobium
japonicum in the soybean roots. The number of nodules and root dry matter was higher at the
dose of 8% N, with an average of 317 nodules per plant and 23.42 g plant-1, respectively,
referring to the treatment with the inoculant Azospirillum brasilense. The nodulation
efficiency obtained a value of 354 g kg-1 when the dose of 2% of N was used. The
accumulation of N in the aerial part, presented a maximum value in the dose of 8% of N and
reaching 142 g kg-1 when performed. co-inoculation, indicating different response capacity
for the characters dry root mass and number of grains per pod. The practice of nitrogen
fertilization resulted in an increase in the number of nodules only of the bacterium A.
brasilense and significant gains of N in the plant only in the dose of 8% of N.

Keywords: Bradyrhizobium japonicum. Azospirillum brasilense. Biological nitrogen fixation.

3.1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) é uma das mais importantes culturas oleaginosas do mudo e
€ muito exigente em nutrientes, sendo o nitrogénio (N) um macronutriente exigido em
grandes quantidades, portanto este deve estar presente no solo em quantidade adequada. A
estimativa da producdo de grdos da safra 2018/19 foi de 242,1 milhdes de toneladas,
apresentando variacdo positiva de 6,4 % em relacdo a safra passada, representando aumento
na producdo de 14,5 milhdes de toneladas (Conab, 2019).

No Brasil, a producdo de soja foi de 115 milhdes de toneladas com uma
produtividade de 3.206 kg ha™ na safra de 2018/219. No Parana, a producdo de soja foi
inferior aquela verificada em 2017/18, principalmente em razdo das condig¢Bes climaticas
adversas em fases criticas do desenvolvimento da cultura. Dessa forma, o rendimento médio
alcancado foi de 2.989 kg ha™ e a producéo final ficou em 16.252,7 milhdes de toneladas,

simbolizando diminuicdo de 15,2 % em comparacéo ao exercicio anterior (Conab, 2019).
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A adubacdo com fertilizantes industrializados é a pratica mais comum para o
suprimento de N na maioria das culturas agricolas. Apesar de apresentar alta solubilidade, e
consequentemente rapida disponibilidade a absorcdo, € um nutriente com grandes potenciais
de perdas no ambiente e, consequentemente, grandes quantidades do nutriente sdo necessarias
as culturas (Teixeira Filho et al., 2010).

Porém, as pesquisas estdo sempre voltadas para a busca de maiores produtividades.
Como alternativa ao uso do N, ha a possibilidade da utilizacdo de inoculantes a base de
bactérias fixadoras de N, principalmente do género Bradyrhizobium e Azospirillum spp. e por
meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (Milléo e Cristofoli, 2016).

Muitos trabalhos apresentam, quando realizada a inoculagdo, ganhos em rendimento
ou possibilidade da reducdo das dosagens de N aplicadas, sem haver perdas em produtividade
(Cavallet et al., 2000; Hungria et al., 2010; Corassa et al., 2013). Em outros trabalhos,
contudo, a FBN consegue suprir apenas parte do N necessario (Fukami et al., 2016), sendo a
adubacdo nitrogenada indispensavel para a obtencéo de bons resultados (Morais et al., 2016).

Além disso, ha casos onde a simples inoculacdo permite a obtencdo de bons
rendimentos ou de ganhos em crescimento das plantas (Garcia Oliveras, 2012; Brum et al.,
2016; Martinez et al., 2016). A ndo obtencdo de qualquer ganho pela inoculacdo também é
relatada na literatura (Repke et al., 2013).

No Brasil, a FBN é essencial para o cultivo da soja, tornando-se uma das tecnologias
mais difundida no cenario agricola nacional. Além disso, evita a contaminacdo de aguas
subterraneas com nitrato, oriundo do uso intensivo de fertilizantes nitrogenados na
agricultura, pois o ion tem alta taxa de lixiviacdo no solo (Fagan et al., 2007).

Assim, analisando estudos com a inoculacdo de bactérias B. japonicum, e co-
inoculacdo com A. brasilense, entende-se que a fixacdo simbiotica € um processo essencial
para o cultivo da soja, onde aumentara o rendimento agronémico e tera um incremento no
contelldo de N da planta em decorréncia de maior FBN realizada, reduzindo os custos de
producdo com fertilizantes, acréscimo da quantidade de nodulacdo, producdo e outros
caracteres que promovem respostas significativas. Além de que se deduz que a co-inoculagdo
com as bactérias B. japonicum e A. brasilense, pode melhorar o desempenho das culturas,
respeitando as demandas de sustentabilidade agricola, socioecondmico e ambiental.

Neste sentido é necessario fazer estudos mais profundos sobre inoculacdo, para
garantir os beneficios com cultivares de alto rendimento, e que se tenha resultados
equivalentes ao incremento no cultivo da cultura e produtividade, em decorréncia de meios

alternativos. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a inoculacdo, co-inoculacdo com
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bactérias B. japonicum e A. brasilense em combinagdo com aplicagdo de doses de N sobre as

caracteristicas agrondmicas da soja.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local e conducéo do experimento

O experimento foi implantado e conduzido na Safra 2018/19, em casa de vegetacdo
Professor Méario César Lopes, area de apoio pertencente ao Nucleo de EstacGes Experimentais
da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus Marechal Céandido
Rondon, localizado nas coordenadas 24°33°24°’S de latitude e 54°3°24°W de longitude ¢
altitude de 420 metros.

O solo utilizado como substrato é classificado como LATOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico de textura argilosa (Embrapa, 2013) e foi caracterizado quimicamente, cujos
resultados foram: M.O. = 28 g dm™; P = 14 mg dm™; pH em CaCl, = 5,16; K, Ca, Mg, H +
Al, respectivamente, 0,38; 3,67; 0,86; 4,40 cmol, dm: T =9,31 cmol, dm3e V = 53%. Na
casa de vegetacdo foi instalado Datalogger (marca HOMIS modelo 494) com sensor de
temperatura e umidade relativa do ar, onde os dados meteoroldgicos foram coletados e
armazenados diariamente, e seus valores médios sao apresentados na figura 1, de acordo com
0 estadio fenolodgico da soja.

Para realizagdo do experimento, foram utilizado 64 vasos de 12 L contendo solo,
homogeneizado e esterilizado, usado como substrato, onde foi semeado quatro sementes por
vaso no dia 02 de fevereiro de 2019, a 3 cm de profundidade.

O molhamento das plantas foi realizado diariamente, para repor a &gua
evapotranspirada durante todo o experimento, e o teor de dgua do solo foi mantido préximo a

capacidade de campo.
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Figura 1. Dados médios de temperaturas maxima e minima (°C), umidade relativa do ar
(UR%) registrados durante a conducdo do experimento, de acordo com o0s estadios
fenoldgicos da cultura da soja, Marechal Candido Rondon - PR, 2019.

3.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizado em esquema
fatorial 4x4, sendo quatro tipos de inoculagdo (sem inoculagdo, inoculacdo da bactéria B.
japonicum, inoculacdo da bactéria A. brasilense e inoculacdo das bactérias B. japonicum e A.
brasilense em associacao) e quatro doses percentuais de N (0 =0;2=45;4=9e8 % =18
kg ha™), com quatro repeticdes, totalizando 16 tratamentos, sendo: T; - Sem inoculago + 0 %
de N (testemunha); T, - Sem inoculacdo + 2 % de N; T3 - Sem inoculacdo + 4 % de N; Ty -
Sem inoculacdo + 8 % de N; Ts - Inoculagdo com B. japonicum + 0 % de N; Tg - Inoculacéo
com B. japonicum + 2 % de N; T; - Inoculacdo com B. japonicum + 4 % de N; Tg -
Inoculagdo com B. japonicum + 8 % de N; T - Inoculagdo com A. brasilense + 0 % de N; Ty
- Inoculagdo com A. brasilense + 2 % de N; Ti; - Inoculagdo com A. brasilense + 4 % de N;
T12 - Inoculagdo com A. brasilense + 8 % de N; Ti3 - Co-inoculagdo + 0 % de N; T4 - Co-
inoculagdo + 2 % de N; Ty5 - Co-inoculagdo + 4 % de N e Ty - Co-inoculacdo + 8 % de N.

Para os tratamentos com a adubagdo nitrogenada, foram utilizados 2,4 g dos
formulados contendo NPK 0-20-20, 2-20-20, 4-20-20 e 8-20-20, correspondendo a 0, 2, 4 e 8

% de N respectivamente, aplicados nos vasos no ato da semeadura.

3.2.3 Implantagdo do experimento
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A cultivar de soja utilizada foi a RK6316 IPRO com a tecnologia INTACTA RR2
PRO™! a qual apresenta grupo de maturacdo de 6.3, com caracteristicas singulares tais como:
habito de crescimento indeterminado, flexibilidade de épocas e ambientes de plantio com alto
potencial produtivo, apresenta 6tima arquitetura de plantas com resisténcia ao acamamento,
sistema radicular agressivo, ciclo favorecendo o cultivo da segunda safra antecipada, alto teto
produtivo com resposta ao investimento, além de uma excelente adaptabilidade de clima, solo
e de regido (Kws, 2009).

Os inoculantes utilizados para a soja foi o Nitro 1000 liquido constituido por
bactérias da espécie B. japonicum estirpes SEMIA 5079 + SEMIA 5080, e o inoculante
liquido constituido por bactérias da espécie Azospirillum brasilense estirpe AbV5 + AbV6,
ambos inoculantes com recomendacao de utilizacdo de 100 mL para 50 kg de sementes. A
mistura foi realizada em um recipiente plastico, simulando a operacdo de tratamento industrial
com inoculadora, no momento da semeadura, até chegar a homogeneidade das sementes.

Aos sete dias ap6s a emergéncia, realizou-se o desbaste, deixando as duas plantas
mais vigorosas em cada vaso, as quais foram utilizadas para a realizacdo da avaliacdo dos
componentes de nodulacédo, teor e acimulo de N na cultura e caracteres agronémicos.

Realizou-se tratos culturais como o controle da Ferrugem Asiatica (Phakopsora
pachyrhizi), com aplicacdo de um fungicida composto por protioconazol e trifloxistrobina de
maneira preventiva em relacdo ao aparecimento da doenca, garantindo assim o maior
potencial de controle dos fungos. Foi aplicada a quantidade liquida recomendada do produto,
sendo 0,4 L ha™, em um volume de calda de 150 L ha™. O controle foi realizado em duas
aplicacdes, sendo a primeira realizada de forma preventiva ao aparecimento da doenca, entre
os estadios fenoldgicos R; e a segunda 14 dias ap6s no estadio Rs.

Para o controle da Mosca Branca (Bemisia tabaci) foi utilizado o produto a base de
neonicotinoide (tiametoxam) e piretroide (lambda-cialotrina). A aplicacdo foi realizada no
inicio da infestacdo da praga que ocorreu entre os estadios R; e Rs, numa dose de 250 mL ha”
! em um volume de calda de 200 L ha™. O controle foi realizado em duas aplicacdes. Apés 10

dias de intervalo fez-se a reaplicacdo do produto visando quebrar o ciclo da praga.

3.2.4 Variaveis analisadas
Foram realizadas avaliacdes no periodo da floracdo (estadio R;) para determinar os
componentes de nodulagdo e o teor e acimulo de N na planta; e na maturacdo plena (estadio

Ro) para avaliar os caracteres agrondmicos da cultura.
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3.2.5 Componentes de Nodulacéo

As plantas foram colhidas no estadio Ry, para avaliar os componentes de nodulacg&o, tais
como: numero de nddulos, massa da matéria seca dos nddulos; massa da matéria seca da parte
aérea; massa da matéria seca da raiz; eficiéncia de nodulagdo; teor de nitrogénio na parte
aerea e acumulo de nitrogénio na parte aérea.

Para a determinagdo do nimero de nddulos as plantas foram levadas ao laboratorio onde
foram separadas em raiz e parte aérea. Em seguida as raizes foram lavadas cuidadosamente
sobre peneira para evitar perda de nodulos, onde os mesmo, foram destacados das raizes, para
determinacdo do nimero de nddulos e massa seca dos nddulos, de acordo com Alcéntara et al.
(2014). Posteriormente fez-se a contagem de cada nddulo presente nas raizes individuais de

cada planta, com o auxilio de um contador manual.

3.2.6 Determinacao da massa seca dos ndédulos, massa seca da parte aérea e massa seca
da raiz

Posteriormente os nddulos foram acondicionados em sacos de papel e levados a
estufa, com circulacdo forcada de ar, mantida a temperatura de 65 °C por 72 horas. Apds
esfriar em dessecador, cada repeticdo foi pesada em balangca com preciséo de 0,001 g
(Hungria et al., 2001). Os resultados foram expressos em g por planta. O mesmo
procedimento foi realizado com as plantas e raizes para determinar a massa seca da parte

aérea e massa seca da raiz.

3.2.7 Teor de Nitrogénio e Eficiéncia de Nodulagéo

Apos seco em estufa o material foi moido para anélise do teor de N total. O contetdo
de N foi determinado a partir de materiais vegetais moidos pelo método de Kjeldahl, de
acordo com Bremner (1983), determinando-se a percentagem de N na matéria seca da parte
aérea. O N acumulado na parte aérea foi calculado multiplicando-se o peso da matéria seca da
parte aérea pelo teor de N (%) e dividindo por 100 e a eficiéncia de nodulacéo foi determinada

dividindo-se o N total da parte aérea pela massa seca de nédulos (Melo e Zilli, 2009).

3.2.8 Caracteres Agrondmicos

Na fase de maturacdo plena (Rg) da cultura foram avaliadas plantas para obter
resultados equivalentes aos caracteres agronémicos, tais como: altura de plantas, nimero de
vagens por planta, nimero de grdos por vagem, massa de 1000 grdos e rendimento de gréaos.

A colheita procedeu-se manualmente no dia 10 de junho de 2019.
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Antes da colheita realizou-se a medicdo da altura de plantas, onde foi medida da
superficie do solo ao &pice da planta utilizando-se uma fita métrica graduada, e ap06s a
colheita procedeu-se a contagens do numero de vagem por planta e nimero de gréos por
vagem conforme a quantidade obtida por planta. A determinacdo da massa de 1000 gréos foi
realizada pela contagem e pesagem de 1000 grdos e o rendimento médio foi determinado a
partir da pesagem de grdos da unidade experimental com umidade corrigida para 14 %
(Alcéantara et al., 2014).

3.2.9 Analise estatistica

Os dados de nodulagdo, teor e acimulo de N e caracteres agrondmicos foram
submetidos a analise de variancia e regressdo com software SISVAR, ao nivel de 5 % de
probabilidade de erro (Ferreira, 2011).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Observou-se que o nimero de nodulos (Figura 2) quantificados referentes a bactéria
de Bradyrhizobium japonicum, apresentou efeito significativo (p<0,01) com valores baixos,
onde na dose 0 % de N quantificou-se uma média de 1 nédulo e na dose 2 % de N obteve-se
68 nodulos por planta.
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Figura 2. Numero de nddulos de raizes de plantas de soja em func¢do da inoculagdo com
Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasilense e doses de nitrogénio na base, na safra
2018/19, em LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.
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No entanto, verificou-se queda dos numeros de nddulos nas doses de 4 e 8 % de N
aplicados na inoculacdo com B. japonicum, dessa forma, as doses de N na semeadura,
associado a efeitos de temperatura (Figura 1) e influencia do pH do solo, podem culminar na
inibicdo da infeccdo (estimulada por exsudatos) da bactéria e, consequentemente, na formacéo
do namero de nddulos por plantas ao incrementar as doses de N.

A Dbaixa nodulagédo apresentada, pode estar relacionado com a esterilizagcdo do solo
que foi realizado antes da semeadura, com o intuito de eliminar organismos do solo,
quantificando assim a nodulacdo apenas providos da inoculacdo direta e adubacéo
nitrogenada; e para reducdo da ocorréncia de doengas e competicdo das plantas daninhas.
Pode estar associado também ao ato da amostragem, pois quando retirou-se as plantas do vaso
para a contagem do namero de nédulos no estadio R; da cultura, observou-se uma quantidade
de nodulos deixados no solo, levado em consideracdo que havia duas plantas por vaso para a
realizacdo das avaliagdes no estadio R; e Rg, assim, isso pode ter evidenciado a reducdo de
nddulos presente nas raizes das plantas.

Conforme Barzotto (2015), o processo de FBN pode ser avaliada pelo nimero de
nodulos e pela massa seca dos nodulos. Este autor obteve resultados parecidos em seu estudo
sobre nitrogénio e agua como fatores de produtividade da soja (Glycine max (L.), onde
observou que os valores de numero de nédulos foram diminuindo conforme foi aumentando
da dose de N, em cobertura no estadio reprodutivo R, da soja, diminuindo assim esta variavel
e a FBN.

Estes resultados também foram observados por Campos e Lantmann (1998) e Araljo
e Hungria (1999), em um estudo sobre nodulacdo e rendimento da soja co-infectada com
Bacillussubtilis e Bradyrhizobium japonicum/Bradyrhizobium elkanii e efeitos de
micronutrientes na fixacao bioldgica do nitrogénio e produtividade da soja respectivamente,
onde obtiveram valores que chegaram a 42 unidades de nddulos por planta nas condicGes
climaticas do Parana nas localidades de Londrina, Ponta Grossa, e Campo Mourao.

No entanto, para os dados referentes ao tratamento com o inoculante Azospirillum
brasilense este aumentou conforme o aumento da dose de N utilizada (p<0,05), onde a
guantidade do nimero de nddulos se mostrou maior na dose de 8% de N, com uma média de
317 nodulos por planta, mostrando que a adubacdo nitrogenada no ato da semeadura da soja
aumentou a nodulacdo juntamente com a FBN.

Esses efeitos podem ocorrer através de varios mecanismos, que incluem a
antecipacdo na FBN dos nodulos, aumento da matéria seca dos nodulos, promocdo da

ocorréncia de nodulacdo através do aumento da formacdo de pélos radiculares e raizes
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secundarias (com aumento dos locais de infeccdo, inibicdo de fitopatdgenos e producdo de
fitohorménios), bem como efeitos na particdo da matéria seca entre raizes e brotos (Hungria et
al., 2013; Galindo et al., 2017; Moretti et al., 2018).

Além disso, a nodulacdo sofre interferéncia dos teores de N existentes no solo,
podendo o crescimento e a eficiéncia dos nédulos na fixacdo do N, ndo serem suficiente para
suprir as necessidades da planta.

Esta variabilidade de resultados do ndmero de nodulos entre as cultivares esta
relacionada a caracteres intrinsecos (genéticos) das cultivares avaliada conforme resultados
encontrados por Bohrer e Hungria (1998), em um estudo sobre avaliagdo de cultivares de soja
quanto a fixacdo bioldgica do nitrogénio. Esse fator pode ser explicado também devido a soja
ter sido conduzida em condic¢des controladas, com solo esterilizado e pela aplicacdo de N
realizada em semeadura, que contribuiu significativamente para a formacéo e quantidade de
nodulos na planta.

Para os valores de massa seca dos nodulos por planta, ndo houve diferenca
significativa, obtida nos tratamentos testados. Aratani et al. (2008) em seu estudo, verificaram
gue a adubacdo nitrogenada ndo prejudicou a nodulacdo nem interferiu na massa seca dos
nddulos coletados no estadio de florescimento pleno. Assim, os resultados desse trabalho
ressaltam a importancia do manejo e época adequado de aplicacdo de N na soja, para que
evite prejuizos para a FBN.

Para a massa seca da raiz (Figura 3) quando analisado o tratamento com o inoculante
Azospirillum brasilense, observou-se interacao significativa, onde a massa seca da raiz obteve
valores médios de 10,25; 6,81; 7,86 e 23,42 g planta™ nas doses de 0 %, 2 %, 4 % e 8 % de N
respectivamente (p<0,05), ou seja, os menores valores de massa seca da raiz foram nas duas
doses centrais conforme aumento da adubacdo nitrogenada, evidenciando que a aplicacdo de
N interfere na producdo de massa de raiz. Porém este caractere aumentou na dose de 8 % de N

e superou a inoculac@es realizadas (ponto de minima de 2,5 %).
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Figura 3. Massa seca da raiz de plantas de soja em funcdo da inoculacdo com Azospirillum
brasilense, co-inoculacdo e doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19, em LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.

Esse elevado incremento deve estar relacionado com a influéncia dessa bactéria
sobre o crescimento das raizes de soja, pois além da FBN, a producéo de fitormonios pode ter
influenciado o crescimento de raizes laterais secundarias, permitindo maior associacdo com
microorganismos benéficos e maior absorcéo de agua e nutriente. Além de que essas respostas
pode indicar que o A. brasilense, é tanto eficiente em fixar nitrogénio atmosférico, que o B.
japonicum e a adubacdo com N em plantas de soja.

As bactérias associadas a raiz que beneficiam o crescimento de plantas sdo capazes
de produzir auxina (AlA), o que gera um aumento no crescimento radicular e pode também
contribuir para a formacdo de raizes laterais e pélos radiculares. Com o crescimento das
raizes, estas se tornam mais eficientes em absorver dgua e nutrientes (Dimpka et al., 2009).

As bactérias promotoras do crescimento vegetal contribuem beneficamente para as
plantas das seguintes maneiras: FBN e solubilizacdo de fosfato inorganico (Kuklinsky-Sobral
et al., 2004), producdo de fitormdnios (Brandl e Lindow, 1998) e agentes de controle
biolégico (May et al., 1997).

No entanto, no tratamento com a co-inoculagdo, a massa seca da raiz diminuiu
conforme 0 aumento da dose de N aplicada. Isso significa que o N aplicado afetou o0 aumento
da massa seca da raiz, onde diminuiu a acdo das bactérias diazotroficas em associacdo e

consequentemente diminuindo a atividade de FBN e crescimento radicular das plantas, logo,
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essa diminuicdo de massa seca da raiz com o uso de dois microrganismos simultaneos pode
acarretar competicao entre ambos, sem alcancar a eficiéncia com a co-inoculagéo.

Bulegon et al. (2014) com o proposito de avaliarem o desempenho de B. japonicum e
A. brasilense, de forma isolada e co-inoculada na germinacdo e desenvolvimento inicial de
diferentes cultivares de soja cultivadas na regido oeste do Parana, concluiram em seus estudos
em condig¢des laboratoriais que a co-inocula¢do ndo se mostrou eficiente frente a inoculagéo
isolada das respectivas bacterias, em relacdo as cultivares testadas.

Para a massa seca da parte aérea, observou-se que para o tratamento sem inoculacéo,
esta aumentou conforme o aumento linear da dose de N aplicada (Figura 4), ou seja, a
inoculagdo com as bactérias diazotroficas ndo interferiram no acréscimo da massa seca da
parte aérea (p<0,01). Resultados semelhantes foram encontrado por Zilli et al. (2010), em seu
estudo sobre a eficacia da inoculacdo de Bradyrhizobium em pré-semeadura da soja, onde a
aplicacéo de 200 kg ha™* de N produziram maior massa seca de parte aérea ao inocular com B.
japonicum.

Em um estudo sobre amendoim inoculado com estirpes de rizobios em
LATOSSOLO do cerrado matogrossense Cardinal de Almeida (2017), verificou que a
testemunha nitrogenada ndo apresentou diferenca significativa quando comparada aos
tratamentos de inoculacdo para a massa seca da parte aérea das plantas de amendoim. Isso
indica que possivelmente o fertilizante nitrogenado podera ser parcialmente substituido pela
inoculacdo com os rizobios 0s quais podem proporcionar crescimento semelhante, mas com

menor custo e maior sustentabilidade na producao.
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Figura 4. Massa seca da parte aérea de plantas de soja (R;) em funcdo das doses de
nitrogénio na base, na safra 2018/19 em LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico de
Marechal Candido Rondon, PR.

Para Barzotto (2015), em relacdo a doses de N a massa seca da parte aérea nédo
apresentou diferencas significativas, porém, em tratamentos com uréia e uréia revestida de
polimero, aplicados em superficie com doses de 45 e 90 kg ha™ e uma testemunha sem N,
Barker et al. (2005), observaram efeitos significativos no estadio Rg com a dose de 90 kg ha™.
Outro experimento desenvolvido por trés anos em Midsouthern (EUA), com altas doses de
adubacdo nitrogenadas de 290, 310 e 360 kg ha™ em ambiente irrigado e ndo irrigado, Ray et
al. (2006), observaram um aumento significativo no acimulo de MS de 14 % e 17 %,
aproximadamente, em relacdo aos dois tipos de ambientes.

Vale ressaltar que esta variavel é importante para se obter resultados do teor de N
presente no material vegetal, onde para que este seja avaliado é necessario que a massa seca
da parte aérea seja triturada para que possa ser digerida e consequentemente destilada, para
verificagdo do teor de N presente na folha.

Para o tratamento utilizando a inoculacdo com B. japonicum, obteve-se resposta
linear decrescente do teor de N na planta conforme o aumento da dose de N aplicado
(p<0,01). Isso significa que a aplicacdo de N prejudicou a acdo da bactéria, onde somente a
mesma é capaz de suprir a necessidade do teor de N na folha. Para os demais tratamentos ndo
houve diferenca significativa, ou seja, qualquer um dos tratamentos seja com A. brasilense,
com a co-inoculacdo ou aplicacdo de fertilizantes nitrogenados ndo ira ter efeitos superiores
ao inoculante utilizado com a bactéria B. japonicum.

Para cardinal de Almeida (2017), mesmo ndo havendo efeito significativo das
estirpes estudadas, sobre o teor de N na parte aérea do amendoim, os valores encontrados
foram proximos aos observados nas testemunhas nitrogenada e absoluta. Segundo Pereira
(2016), o teor de clorofila na folha é utilizado para predizer o nivel nutricional de N em
plantas, devido ao fato de a quantidade desse pigmento correlacionar-se positivamente com
teor de N na planta.

Fagan et al. (2007), verificaram que no estadio R, ocorre um alto acimulo de matéria
seca e nutrientes pela planta. Esse processo se inicia em folhas, hastes e raizes, comegando a
partir desse momento destinar parte dos nutrientes inclusive o N, para as flores e depois para

vagens e sementes, diminuindo assim o teor de N nas folhas.
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Como pode ser observado na figura 5, quando as sementes foram inoculadas com o
A. brasilense a eficiéncia de nodulagéo teve aumento para a dose de N de 2 % com valores
médios de 354 g kg™ (p<0,05), no entanto quando aumentou a dose para 4 % a eficiéncia de
nodulagdo teve uma leve diminuicdo de 351 g kg™ (p<0,05), caindo drasticamente com

aplicacdo de 8 % de N, prejudicando assim a eficiéncia de nodulagéo nas plantas.
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Figura 5. Eficiéncia de nodulacdo de plantas de soja em funcdo da inoculacdo com
Azospirillum brasilense e doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19 em LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.

Assim, a eficiéncia de nodulacdo explica os valores de nodulagdo utilizando a
bactéria A. brasilense, provavelmente relacionado ao balanco de AIA, uma vez que esta
possui maior superficie radicular facilitando a colonizacdo por parte das bactérias
proporcionando incremento na nodulacdo e maior aporte do N com o desenvolvimento da
planta (Aradjo et al., 2005).

Sobre 0 acumulo de N na parte aérea de plantas de soja (Figura 6), submetidas a
diferentes doses de N, o tratamento de co-inoculagdo se mostrou significativo (p<0,05)
guando comparado aos outros tratamentos com as bactérias. Assim, o acimulo de N na parte
aérea aumentou conforme a aplicacdo de N, para o tratamento da co-inoculagdo, onde foi
observado o valor maximo na dose de 8 % de N de 142 g kg™ de acimulo de N na parte aérea.
Isso significa que a baixa nodulagdo ocorrida nos tratamentos sem a inoculagéo e inoculagéo

com B. japonicum pode ter influenciado no acimulo de N na parte aérea, ou seja, grande parte
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do N acumulado nas plantas cultivadas na casa de vegetacdo em estudo foi proveniente da
FBN promovidos pela associagdo das bactérias, conforme o aumento da dose de N aplicado.
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Figura 6. AcUmulo de nitrogénio na parte aérea de plantas de soja em funcdo da co-
inoculacdo e doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19 em LATOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.

Os resultados apresentados demonstram a capacidade das bactérias B. japonicum e A.
brasilense, em estabelecer simbiose eficiente com a cultivar RK6316 IPRO em solos com e
sem a elevada populacdo rizobiana, proporcionando eficiéncia ao aumento da taxa de
inoculacdo. Logo, somado ao N aplicado, o fertilizante nitrogenado pode ter contribuido
intensamente para o desenvolvimento das plantas.

Em um estudo similar, Brito et al. (2011), avaliando os efeitos da adubacéo
nitrogenada sobre a fixacdo simbidtica de N em feijdo caupi, confirmaram a contribuicdo
sinérgica entre o fertilizante nitrogenado, a fixacdo simbiotica e 0 N do solo para o acumulo
de N em plantas de feijao caupi.

Resultados semelhantes a esse estudo foram encontrados por Brito et al. (2009) em
um estudo sobre a marcha de absor¢do do N do solo, do fertilizante e da fixacdo simbiotica
em feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) walp.) e feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.)
determinada com uso de 15N, relatam que 93 % do N acumulado em planta de feijao-caupi
foi derivado da FBN com estirpe BR 2001, quando aplicados 27 kg ha™ de N.

No referido estudo ndo houve diferenca significativas encontradas para a variavel

altura de plantas. Segundo Sediyama et al. (1989), fatores como temperatura, umidade,
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fertilidade do solo, época de semeadura e densidade de plantas afetam a altura de planta, o
grau de acamamento e a produtividade da cultura. No entanto, é preciso destacar que a altura
das plantas de soja € uma caracteristica geneticamente controlada (Vernetti e Vernetti Junior,
2009), ou seja, as variagdes no ambiente podem afetar a expressdo génica mas se a planta
estiver em condicOes 6timas, deverd apresentar altura proxima a descrita para a variedade.

Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et al. (2014), trabalhando com
a cultivar Tatu de amendoim submetida a inoculagdo com rizébios, os quais ndo observaram
diferencas significativas entre a altura de plantas inoculadas e ndo inoculadas. Entretanto,
Schossler et al. (2016), avaliando a influéncia da inoculagdo e co-inoculagdo de Rhizobium
tropici e A. brasilense em sementes de feijoeiro sobre a produtividade de grdos da cultura,
observaram efeito significativo dos tratamentos com inoculacdes isoladas, assim como da co-
inoculacdo de ambas as bactérias sobre a altura de plantas.

Quanto ao numero de vagens por planta, ndo houve diferencas significativas
encontradas entre os tratamentos estudados. Resultados semelhantes foram encontrados por
Perusso (2013), estudando os componentes de rendimento da cultura da soja em funcdo da
aplicacdo de N no florescimento, verificou que ndo houve diferenca entre os tratamentos, no
entanto, as medias das vagens por planta foram superiores quando as plantas receberam
alguma dose de N em cobertura, se comparadas as plantas sem aplicacéo de N.

Petter et al. (2012) investigando o efeito da adubacdo nitrogenada no inicio do
florescimento sobre a produtividade e 0os componentes de producdo na cultura da soja em
solos do Cerrado, verificaram que o numero de vagem por planta foi significativamente
influenciado pela adubacdo nitrogenada tardia em todas as cultivares testados. Os autores
observaram que as doses de 20 e 40 kg ha™ de N proporcionaram aumento no niimero de
vagem por planta, enquanto que as doses de 80 e 160 kg ha™ de N reduziram esse niimero.

Sobre o numero de grdos por vagem (Figura 7), para o tratamento com a co-
inoculagdo, o mesmo diminuiu de forma linear conforme o aumento da dose de N,
demostrando assim que 0 numero de gréos por vagem foi prejudicado conforme a utilizacado
de fertilizante nitrogenado. Esse resultado é explicado em fungédo da eficiéncia das bactérias
em diferentes estadios fenoldgicos da cultura, onde entende-se que ambas bactérias possuli

efeito diferente em cada fase estudada.
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Figura 7. Numero de grdos por vagens de plantas de soja em funcdo da co-inoculagédo e
doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19 em LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
de Marechal Candido Rondon, PR.

Diferente dos resultados encontrados por Perusso (2013) em um trabalho avaliando
0s componentes de rendimento da cultura da soja em funcdo da aplicacdo de N no
florescimento, onde, a andlise estatistica demonstrou que ndo houve diferencga significativa
entre os tratamentos para 0 nimero de grdos por vagem, estando de acordo com Thomas e
Costa (2010), os quais sugerem gue o numero de grdos por vagem, dentre 0s componentes, é
0 que apresenta menor variacdo, sendo que isso foi evidenciado em varios trabalhos,
demonstrando uma uniformidade do melhoramento na busca de plantas com producéo de, em

média, dois graos por vagem.

Ndo foram constatadas diferencas significativas de produtividade no uso da
inoculacdo com as bactérias e aplicacdo de diferentes doses de N nas condicdes estudadas,

sendo que a produtividade média foi de 137,54 g planta™.

3.4 CONCLUSOES

N&o houve interacdo significativa entre as inoculagdo e doses de N para massa seca
dos nodulos, altura de plantas, namero de vagem por planta e produtividade de gréos nas
condigdes estudadas. O numero de nodulos e massa seca de raiz da soja se mostrou maior na
dose de 8 % de N, com uma média de 317 nédulos por planta e 23,42 g planta™, inoculadas
com o A. brasilense. A eficiéncia de nodulacdo obteve maior valor (354 g kg™) quando

utilizada a dose de 2 % de N.
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O acumulo de N na parte aérea apresentou melhor valor na dose de 8 % de N e
alcancando 142 g kg* quando realizou-se a co-inoculago, indicando capacidade de respostas
diferentes para os caracteres massa seca de raiz e numero de grdos por vagem. A pratica de
adubacdo nitrogenada resultou no aumento do nimero de nodulos apenas da bactéria A.

brasilense e ganhos significativos de N na planta somente na dose de 8 % de N.
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4 ARTIGO 2. CARACTERES AGRONOMICOS DA SOJA EM FUNCAO DA
INOCULACAO, CO-INOCULACAO E DOSES DE N EM LATOSSOLO VERMELHO
EUTROFERRICO

RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar os caracteres agrondémicos da soja em funcdo da
inoculacdo, co-inoculacdo e doses de N em LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em esquema fatorial 4x4, sendo
quatro tipos de inoculacdo (sem inoculagdo, inoculacdo da bactéria B. japonicum, inoculagdo
da bactéria A. brasilense e inoculagdo das B. japonicum e A. brasilense em associa¢do) e
quatro doses de N (0 = 0; 2 = 4,5;: 4 =9 e 8 % = 18 kg ha™), com quatro repeticdes. Foram
realizadas avaliacGes no periodo da floracdo (estadio R;), e na maturacdo plena (estadio Ry).
Né&o foram constatadas diferencas significativas para os caracteres altura de plantas, nimero
de vagem por planta, nimero de grdos por vagem, acimulo de nitrogénio na planta e
produtividade de grdos nas condicdes estudadas. A média do nimero de nddulos mostrou-se
maior na dose de 2 % de N equivalentes a 46 nodulos por planta quando inoculada com B.
japonicum, e nas varidveis de massas seca de nodulos, raiz e parte aérea quando inoculado
com A. brasilense na dose de 8% obtiveram maiores médias com 486,94 mg planta™, 11,91 g
planta™, 955 g planta™, respectivamente. A eficiéncia de nodulagdo teve aumento linear
quando utilizada a dose de 8 % de N com valor de 72,32 g kg™. Para os caracteres niimero de
nodulos e eficiéncia de nodulacdo, houve aumento significativo destes quando utilizada a dose
de 2 % de N, associado a pratica de adubagéo nitrogenada. Utilizando as doses de 8 %, a
massa seca de nodulos, raiz, parte aérea e eficiéncia de nodulacdo, obteve resultados mais

satisfatorios que as demais doses.

Palavras-chave: Bradyrhizobium japonicum. Nédulos. Eficiéncia de nodulagéo.
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AGRONOMIC CHARACTERS OF SOY AS A FUNCTION OF INOCULATION, CO-
INOCULATION AND NITROGENATED FERTILIZATION IN EUTROFERRICO
RED LATOSOL

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the agronomic traits of soybean as a function of
inoculation, co-inoculation and N doses in Eutropheric RED LATOSOL. The experimental
design used was a randomized block in a 4x4 factorial scheme, with four types of inoculation
(without inoculation, inoculation of the bacterium B. japonicum, inoculation of the bacterium
A. brasilense and inoculation of B. japonicum and A. brasilense in association) and four doses
of N(0=0;2=45;4=09and 8 % = 18 kg ha), with four replications. Evaluations were
carried out during the flowering period (stage Ri), and at full maturity (stage Rg). No
significant differences were found for the characters plant height, number of pods per plant,
number of grains per pod, nitrogen accumulation in the plant and grain yield in the studied
conditions. The average number of nodules was higher at a dose of 2 % N equivalent to 46
nodules per plant when inoculated with B. japonicum, and in the dry mass variables of
nodules, roots and shoots when inoculated with A. brasilense in the dose of 8 % obtained
higher averages with 486.94 mg plant™®, 11.91 g plant™®, 95.5 g plant™, respectively. The
nodulation efficiency increased linearly when the dose of 8% N was used, with a value of
72.32 g kg™. For the characters number of nodules and nodulation efficiency, there was a
significant increase when the dose of 2 % N was used, associated with the practice of nitrogen
fertilization. Using the doses of 8 %, the dry mass of nodules, roots, shoots and nodulation

efficiency, obtained more satisfactory results than the other doses.
Keywords: Bradyrhizobium japonicum. Nodules. Nodulation efficiency.

4.1 INTRODUCAO
A soja (Glycine max L.) € uma das mais importantes culturas oleaginosas do mundo.
A estimativa da producdo de grdos no Brasil da safra 2018/19 é de 242,1 milhdes de
toneladas, apresentando variagdo positiva de 6,4 % em relagdo a safra passada, representando
aumento na producdo de 14,5 milhdes de toneladas (Conab, 2019).
Atualmente, a cultura da soja vem mantendo a tendéncia de crescimento na area
cultivada. No Parand, o rendimento médio alcancado foi de 2.989 kg ha™ e a produgdo final

ficou em 16,25 milhGes de toneladas, na safra 2018/19 (Conab, 2019). Porém na safra atual
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2019/2020 a é&rea plantada com a oleaginosa totalizou aproximadamente 5,48 milhGes de
hectares, com estimativa de produtividade de 3.598 kg ha™, sendo que a producéo total obteve
incremento de 21,25 % (Conab, 2020).

A cultura da soja é exigente em varios nutrientes para um bom desenvolvimento, e
dentre eles 0 N é o0 mais requerido (Hungria e Campo, 2000). O fornecimento do N pode ser
realizado de trés formas: mineral, orgénica e pela FBN (Hungria et al., 2001).

Na busca de minimizar a contaminacdo ambiental, elevando a qualidade dos
alimentos, reduzindo a dependéncia de adubos quimicos e com baixo custo, da-se enfoque a
substituicdo de insumos minerais por microrganismos (Hungria, 2011). Dentre eles, a FBN é a
mais comumente adotada no Brasil e assume extrema importancia visto que é capaz de suprir
toda a exigéncia de nitrogénio pela soja ao longo do ciclo de cultivo, dispensando totalmente
a necessidade de qualquer insumo quimico (Rolas, 2004).

Nas condicOes tropicais brasileiras, o processo de FBN através da simbiose com
Bradyrhizobium pode fornecer todo o N que a soja necessita, desde que respeitados 0s
procedimentos para uma adequada nodulacdo. A recomendacdo para o cultivo de soja € a
utilizacdo de inoculante sem a suplementacdo com fertilizante nitrogenado, ou de até 20 kg
ha’ na semeadura (Embrapa, 2011). No entanto, a adubagdo nitrogenada para a cultura da
soja € tema muito polémico dentro da comunidade cientifica (Sediyama, 2016).

Alguns estudos reportaram que o uso de fertilizantes nitrogenados, em doses
superiores a 20 kg ha™* de N, pode reduzir a nodulacéo e a eficiéncia da FBN, e ndo melhora o
desempenho produtivo da cultura (Hungria et al., 2006b; Aratani et al., 2008; Kaschuk et al.,
2016). Por outro lado, pesquisas realizadas demonstraram que adubacdo nitrogenada pode
melhorar o desenvolvimento e a produtividade da cultura da soja (Barranqueiro e Dalchiavon,
2017; Moreno et al., 2018). Aradjo e Carvalho (2006) comentaram que em algumas situacdes,
como em areas de primeiro cultivo de soja, onde ndo existem popula¢des de rizébio no solo, a
aplicacéo de baixas doses de N na semeadura (20 a 30 kg ha™ de N) deve ser recomendada
com a finalidade de disponibilizar N as plantas até o inicio da nodulacdo. Portanto, tem-se
disseminado, no Brasil, que a soja necessita de uma adubag¢ao nitrogenada de “arranque”, para
suprir uma eventual deficiéncia de N durante a fase inicial da cultura, que ainda ndo foi
infeccionada pelas bactérias B. japonicum (Almeida, 2015).

Uma alternativa promissora explorada no Brasil ¢ a mistura de inoculantes
oficialmente recomendados para a soja com outras bactérias promotoras de crescimento ou
bactérias associativas, uma técnica definida como co-inoculagdo (Hungria et al., 2013). Esta

metodologia vem sendo adotada por apresentar boa produtividade e resultados melhores que
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cada estirpe isolada. Além de contribuir para aumento da nodulacéao, ela tem um 6timo efeito
no crescimento radicular e pode ser utilizado tanto na semente quanto no sulco de semeadura
(Hungria et al., 2013). A co-inoculacdo é muito utilizada e estudada em outros paises por
apresentar uma 6tima produtividade comparada a técnica padrdo (Atieno et al., 2012). Porém,
apesar de a técnica apresentar altos rendimentos conforme os estudos observados acima, no
Brasil ela ainda ndo é muito explorada.

Assim, entende-se que a fixacdo simbidtica € um processo essencial para o cultivo da
soja, onde estudos com a adubacdo mineral, inoculacdo de bactérias B. japonicum, e co-
inoculacdo com A. brasilense, devem ser estudados com mais frequéncia, para que assim
possa ter-se novos resultados.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os caracteres agronémicos da soja em

funcdo da inoculacdo, co-inoculacdo e doses de N em LATOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local e conducéo do experimento

O experimento foi implantado e conduzido na Safra 2018/19, em éarea experimental
da Cooperativa Agroindustrial (COPAGRIL), situada na cidade de Marechal Candido Rondon
- PR, localizado nas coordenadas 24°33°24”’S de latitude e 54°3°24°°W de longitude ¢
altitude de 420 metros acima do nivel do mar. Os dados meteorolégicos foram coletados
periodicamente (Figura 1).
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Figura 1. Dados médios de temperaturas maxima e minima (°C) e precipitacdo (mm)
registrados durante a condugdo do experimento, de acordo com os estadios fenoldgicos da
cultura da soja, Marechal Candido Rondon - PR, 2020.

O solo da regido € classificado como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico de
textura argilosa (Embrapa, 2013). Antes da instalacdo do experimento foi realizada coletas de
solo nas profundidades de 0-20 cm e 20-40 cm, em seguida procedeu-se a analise quimica do
solo no Laboratério de Quimica Ambiental e Industrial, pertencente a Universidade Estadual
do Oeste do Parand (UNIOESTE), e foi caracterizado quimicamente, cujos resultados foram:
M.O. =28 gdm™; P = 14 mg dm™; pH em CaCl, = 5,68; K, Ca, Mg, H + Al respectivamente,
0,10; 2,40; 1,40; 3,29 cmol. dm™®; T = 7,19 cmol, dm™e V = 54,22 %.

Para realizagdo do experimento, foi utilizado uma érea de 1.296 m?. As parcelas
tinham como dimensdes: 6,0 m de comprimento e 3,0 m de largura, onde foram compostas
por 5 linhas contendo 5 metros de comprimento cada e espacadas por 0,5 m, caracterizando
uma unidade experimental de 18 m2. A area (til da parcela foi composta pelas duas linhas
centrais desprezando-se 0,5 m das extremidades das parcelas. A semeadura foi realizada no

dia 02 de outubro de 2018, sendo o milho cultivado anteriormente.

4.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizado em esquema
fatorial 4x4, sendo quatro tipos de inoculagdo (sem inoculagdo, inoculacdo da bactéria B.
japonicum, inoculagdo da bactéria A. brasilense e inoculacdo das bactérias B. japonicum e A.
brasilense em associacao) e quatro doses percentuaisde N (0 =0;2=45;4=9e8 % =18
kg ha*), com quatro repeticdes, totalizando 16 tratamentos, sendo: Ty - Sem inoculacio + 0 %
de N (testemunha); T, - Sem inoculacdo + 2 % de N; T3 - Sem inoculacdo + 4 % de N; Ty -
Sem inoculacdo + 8 % de N; Ts - Inoculagédo com B. japonicum + 0 % de N; Tg - Inoculagéo
com B. japonicum + 2 % de N; T; - Inoculacdo com B. japonicum + 4 % de N; Tg -
Inoculagdo com B. japonicum + 8 % de N; T - Inoculagdo com A. brasilense + 0 % de N; Ty
- Inoculagdo com A. brasilense + 2 % de N; Ty; - Inoculagdo com A. brasilense + 4 % de N;
T12 - Inoculagdo com A. brasilense + 8 % de N; Ti3 - Co-inoculagdo + 0 % de N; T4 - Co-
inoculacdo + 2 % de N; Ty5 - Co-inoculagdo + 4 % de N e Ti6 - Co-inoculacdo + 8 % de N.
Para os tratamentos com a adubacdo nitrogenada, foram utilizados 46 g dos formulados
contendo NPK 0-20-20, 2-20-20, 4-20-20 e 8-20-20, correspondendo a 0, 2, 4 € 8 % de N

respectivamente, aplicados na linha de semeadura.
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4.2.3 Implantagéo do experimento

A cultivar de soja utilizada no estudo foi a RK6316 IPRO com a tecnologia
INTACTA RR2 PRO™ a qual apresenta grupo de maturagdo de 6.3, com caracteristicas
singulares tais como: habito de crescimento indeterminado, flexibilidade de épocas e
ambientes de plantio com alto potencial produtivo, apresenta 6tima arquitetura de plantas com
resisténcia ao acamamento, sistema radicular agressivo, ciclo favorecendo o plantio da
segunda safra antecipada, alto teto produtivo com resposta ao investimento, além de uma
excelente adaptabilidade de clima, solo e de regido (Kws, 2009).

Os inoculantes utilizados para a soja foi o Nitro 1000 liquido constituido por
bactérias da espécie B. japonicum estirpes SEMIA 5079 + SEMIA 5080, e o inoculante
liquido constituido por bactérias da espécie A. brasilense estirpe AbV5 + AbV6, ambos
inoculantes com recomendacdo de utilizagdo de 100 mL para 50 kg de sementes. A mistura
foi realizada em um recipiente pléstico, simulando a operacdo de tratamento industrial com
inoculadora, no momento da semeadura (semeadura direta), até chegar a homogeneidade das
sementes. Durante a conducdo do experimento realizou-se tratos culturais como a capina entre
as linhas e parcelas. Realizou-se também o manejo fitossanitario da cultura, onde procedeu-se
o controle no estadio R3 para o controle do percevejo verde (Nezara viridula L.) através do
monitoramento, com realiza¢Ges de aplicagfes do ingrediente ativo Deltametrina (piretroide)
na dosagem recomendada pelo fabricante: 300 mL ha™, ajudando assim na diminuicdo de

ataques de pragas e doencas na cultura.

4.2.4 Variaveis analisadas
Foram realizadas avaliacbes no periodo da floracdo (estadio R;), para determinar 0s
componentes de nodulacdo e o teor e acimulo de N na planta; e na maturacdo plena (estadio

Ro) para avaliar os caracteres agrondmicos da cultura.

4.2.5 Componentes de Nodulagao

As plantas foram colhidas no estadio R;, para avaliar os componentes de nodulacéo,
tais como: numero de nddulos, massa da matéria seca dos nddulos; massa da matéria seca da
parte aérea; massa da matéria seca da raiz; eficiéncia de nodulagéo; teor de nitrogénio na parte
aérea e acumulo de nitrogénio na parte aérea.

Para a determinacdo do nimero de nédulos as plantas foram levadas ao laboratorio

onde foram separadas em raiz e parte aérea. Em seguida as raizes foram lavadas
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cuidadosamente sobre peneira para evitar perda de nddulos, onde os mesmo, foram
destacados das raizes, para determinacdo do numero de nédulos e massa seca dos nédulos, de
acordo com Alcantara et al. (2014). Posteriormente fez-se a contagem de cada nddulo

presente nas raizes individuais de cada planta, com o auxilio de um contador manual.

4.2.6 Determinacao da massa seca dos nédulos, massa seca da parte aérea e massa seca
da raiz

Posteriormente os nddulos foram acondicionados em sacos de papel e levados a
estufa, com circulacdo forcada de ar, mantida a temperatura de 65 °C por 72 horas. Apos
esfriar em dessecador, cada repeticdo foi pesada em balangca com preciséo de 0,001 g
(Hungria et al., 2001). Os resultados foram expressos em g por planta. O mesmo
procedimento foi realizado com as plantas e raizes para designar a massa seca da parte aérea e

massa seca da raiz.

4.2.7 Teor de Nitrogénio e Eficiéncia de Nodulacéo

Apds seco em estufa o material foi moido para andlise do teor de N total. O conteddo
de N foi determinado a partir de materiais vegetais moidos pelo método de Kjeldahl, de
acordo com Bremner (1983), determinando-se a percentagem de N na matéria seca da parte
aérea. O N acumulado na parte aérea foi calculado multiplicando-se o peso da matéria seca da
parte aérea pelo teor de N (%) e dividindo por 100 e a eficiéncia de nodulacdo foi determinada

dividindo-se o N total da parte aérea pela massa seca de ndédulos (Melo e Zilli, 2009).

4.2.8 Caracteres Agrondmicos

Na fase de maturacdo plena (Rg) da cultura foram avaliadas plantas para obter
resultados equivalentes aos caracteres agronémicos, tais como: altura de plantas, nimero de
vagens por planta, nimero de gréos por vagem, massa de 1000 grdos e rendimento de gréos.
A populacdo de plantas foi determinada de trés contagens do nimero de planta por metro
linear dentro da parcela. A colheita de plantas procedeu-se manualmente no dia 18 de
fevereiro de 2019.

Antes da colheita realizou-se a medic¢do da altura de plantas, onde foi medida da
superficie do solo ao apice da planta utilizando-se uma fita métrica graduada, e apos a
colheita procedeu-se a contagens do numero de vagens por planta e nimero de gréos por
vagem conforme a quantidade obtida por planta. A determinacdo da massa de 1000 gréos foi

realizada pela contagem e pesagem de 1000 gréos e o rendimento medio foi determinado a
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partir da pesagem de grdos da unidade experimental com umidade corrigida para 14 %
(Alcantara et al., 2014).

4.2.9 Andlise estatistica

Os dados de nodulacdo, teor e acimulo de N e caracteres agronémicos foram
submetidos a analise de variancia e regressdo com software SISVAR, ao nivel de 5% de
probabilidade de erro (Ferreira, 2011).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que o numero de ndédulos (Figura 2) quantificados referentes a bactéria
de B. japonicum e a co-inoculacdo, apresentou efeito significativo (p<0,01), com valores
baixos, onde na dose 0 % de N quantificou-se uma média de 12 e 4 nddulos, sendo
encontrados maiores valores do nimero de nédulos quando utilizada a dose de 2 % de N com
uma média de 46 e 45 nddulos por planta respectivamente. A média da populacdo de plantas
foi de 14 plantas por metro, sendo que esta ndo houve efeito significativo para a mesma.

No entanto, verificou-se queda do nimero de nddulos nas doses de 4 e 8 % de N
aplicados na interacdo com ambas bactérias, dessa forma, as doses de N na semeadura,
associado a efeitos de temperatura (Figura 1) e influéncia do pH do solo, culminaram na
inibicdo da infeccdo da bactéria e, consequentemente, na formacéo do nimero de noédulos por

plantas ao incrementar as doses de N.



41

50

BRADYmY = 12,833 + 28,558x -5,9583x?
R2 = 0,99**

40

30

20

NUmero de Nédulos

10

COIN e § = 4,4167 + 32,817x - 6,25x2
R2 = 0,89**

0 T T T T 1
0 2 4 6 8

Doses de Nitrogénio (%)

Figura 2. Numero de nddulos de raizes de soja em funcdo da inoculacdo com B. japonicum,
co-inoculacdo e doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19, em LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.

A formacéo e desenvolvimento de ndédulos, bem como o tamanho dos mesmos,
podem ser influenciados positivamente por varios fatores, dentre estes o crescimento do
sistema radicular. Segundo Barbaro (2009) o maior crescimento do sistema radicular,
possibilita maior capacidade de formacdo de nddulos, onde a co-inoculagdo reflete no
tamanho dos nédulos formados, possibilitando expressar seu maximo potencial em fixar N.

Trabalho realizado por Gitti (2015), demonstra que sementes de soja inoculadas e co-
inoculadas a base de Bradyrhizobium sp. e Bradyrhizobium sp. + A. brasilense, influenciaram
positivamente no incremento de nodulos por planta, obtendo média de 88,4 nddulos por
planta. Tal resultado se demonstrou superior em relacdo aos demais tratamentos. A inoculacéo
de sementes na cultura da soja € uma préatica excelente e precisa ser fomentada no cultivo
dessa leguminosa, uma vez que a populacao de bactérias eficientes na FBN pode ser reduzida
no periodo de entressafra de soja, devido a competi¢do por microrganismos nativos do solo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Campos e Lantmann (1998) e Araujo
e Hungria (1999), os quais autores obtiveram valores que chegaram a 42 unidades de nodulos
por planta nas condigdes climaticas do Parand, corroborando com os dados encontrados neste
estudo.

Para Prando et al. (2019), em um trabalho sobre a co-inoculacdo da soja com

Bradyrhizobium e Azospirillum na safra 2018/2019 no Parana, a nodulacdo média foi de 20,8
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nodulos planta™ nas parcelas co-inoculadas e 15,5 nédulos planta™ nas néo inoculadas, tendo
um aumento de 34%. Ja Nogueira et al. (2018) constataram aumento médio de 33,3% no
nGmero de nédulos plantas™ co-inoculadas com Bradyrhizobium + Azospirillum em relagdo as
ndo inoculadas. Além disso, a co-inoculacdo resultou em precocidade de nodulacdo, o que
favorece o estabelecimento da cultura.

Com relacdo a massa seca dos nédulos (Figura 3), verificou-se aumento da mesma de
acordo com o aumento das doses de N utilizadas para os tratamentos sem inoculacao
(p<0,05), inoculacdo com A. brasilense (p<0,01), e a co-inoculacdo (p<0,05). No entanto, 0s
dados referentes ao tratamento utilizando a bactéria A. brasilense sobressaiu-se mais que 0s
demais, obtendo assim maiores valores de massa seca dos nddulos nas doses de 0 % (137,4
mg planta™) e 8 % de N (486,94 mg planta™), apresentando uma leve diminuicdo nas duas
doses centrais. Isso significa que a adubacdo nitrogenada pode ter influenciado na reducao
desse caractere, se mostrando menos eficaz quando comparado aos demais resultados desse

tratamento.
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Figura 3. Massa seca dos nodulos de raizes de soja em funcdo da auséncia de inoculagéo,
inoculagdo com A. brasilense, co-inoculagéo e doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19,
em LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.

Estes resultados estdo bem acima dos encontrados por Campos e Lantmann (1998),
os quais obtiveram média de 67 mg planta™ de massa da matéria seca dos nddulos no Estado
do Parand, em seu estudo sobre efeitos de micronutrientes na fixacdo biolégica do nitrogénio

e produtividade da soja. Aradjo e Hungria (1999) estudando a nodulagéo e rendimento da soja
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co-infectada com Bacillussubtilis e Bradyrhizobium japonicum/Bradyrhizobium elkanii,
obtiveram média de 140 mg planta™ de massa da matéria seca dos nddulos, valores préximos
aos encontrados no presente trabalho, demonstrando ndo haver restricdes para o0
desenvolvimento da nodulacao.

Resultado inverso foi encontrado por Zuffo et al. (2019), em um trabalho sobre a
adubacdo nitrogenada na soja inibe a nodulagédo e ndo melhora o crescimento inicial das
plantas, onde verificou-se que houve inibicdo da matéria seca dos noédulos com a aplicacao
das doses de N. Tais resultados corroboram aos verificados por Hungria et al. (2006b), os
quais verificaram que a adubacgdo nitrogenada inibiu a massa seca dos nédulos na cultura da
soja.

No tratamento com a bactéria B. japonicum, a massa seca da raiz teve um pequeno
aumento até a dose de 2 % de N (2,90 g), diminuindo drasticamente quando aplicadas as
doses de 4 e 8 % de N (Figura 4). Isso significa que a aplicacdo de N diminui a atividade de
FBN e crescimento radicular das plantas, quando utlizadas em associacdo a bactéria estudada,
acarretando na diminuicdo da massa seca de raiz.

No entanto, observou-se comportamento inverso para o tratamento com o inoculante
A. brasilense, onde a massa seca da raiz obteve valores médios de 4,25; 2,33; 2,97 ¢ 11,91 g
planta™ nas doses de 0, 2, 4 e 8 % de N respectivamente (p<0,01), ou seja, 0s menores valores
de a massa seca da raiz foram nas duas doses centrais conforme aumento da adubacdo
nitrogenada, evidenciando que a aplicacdo de N interfere na producdo de massa de raiz.

Porém este caractere aumentou na dose de 8 % de N e superou a inoculacgdes realizadas.
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Figura 4. Massa seca da raiz de plantas de soja em funcdo da inocula¢do com B. japonicum,
A. brasilense e doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19, em LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.

Estes efeitos podem ser devido a diversos mecanismos, entre eles, antecipacdo na
FBN nos nodulos, incremento na massa seca dos nddulos, promocdo na ocorréncia de
nodulacdo heter6loga através do aumento da formacdo de pélos radiculares e raizes
secundarias, aumento nos sitios de infeccdo, inibicdo de fitopatdgenos e producdo de
fitormonios e, influéncias na particdo de matéria seca entre as raizes e parte aérea (Hungria,
2011).

As bactérias A. brasilense produzem fitorménios e assim como Bradyrizobium sp.
possuem capacidade de fixacdo de nitrogénio, estas caracteristicas promovem aumento do
volume radicular e dessa forma as bactérias podem atuar em conjunto no crescimento da
cultura quando submetidas a co-inoculagdo (Gitti, 2015).

Resultados semelhantes foram encontrados por Barbaro (2009), em varios ensaios
com A. brasilense, onde, verificou-se incrementos no rendimento de fabaceas com a
inoculacdo mista (co-inoculagéo), obtendo-se valores superiores aos obtidos com somente a
inoculagdo com Bradyrhizobium.

Ferlini (2006) e Costa (2014) salientam que o A. brasiliense tem capacidade de
produzir fitormdénios que geram maior crescimento do sistema radicular, acrescentando a
possibilidade de explorar volume mais amplo de solo e buscando nutrientes em maiores
profundidades.

Para a massa seca da parte aérea (Figura 5), verificou-se aumento da mesma de
acordo com o aumento das doses de N utilizadas para os tratamentos sem inoculacdo (p<0,05)
e inoculacdo com A. brasilense (p<0,01). No entanto, os dados referente ao tratamento
utilizando a bactéria A.brasilense sobressaiu-se mais que o tratamento sem a inoculagdo,
obtendo assim maiores valores de massa seca da parte aérea nas doses de 0 % (34,37 g), 4 %
(21,9 g) e 8 % de N (95,5 g), tendo uma leve diminuicdo na dose de 2 % de N. Isso significa
que a adubacéo nitrogenada pode ter influenciado na reducdo desse caractere, se mostrando

menos eficaz quando comparado aos demais resultados desse tratamento.
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Figura 5. Massa seca da parte aérea de plantas de soja (R;) em funcdo da auséncia de
inoculagéo, inoculacdo com A. brasilense e doses de nitrogénio na base, na safra 2018/19 em
LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico de Marechal Candido Rondon, PR.

De acordo com Soares et al. (2015) e Felisberto et al. (2015), estas variacGes estdo
relacionadas as diferencas no potencial genético, habito de crescimento, e outros atributos de
cada cultivar.

Sabe-se que o N é componente responsavel por varias reacdes nas plantas. Além de
fazer parte da estrutura da clorofila, de enzimas e proteinas, as clorofilas atuam na conversédo
da radiacdo luminosa em energia quimica, na forma de ATP (adenosina trifosfato) e NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida) (Blankenship, 2009), sendo assim, as
clorofilas estdo relacionadas com a eficiéncia fotossintética das plantas, desde o crescimento a
adaptabilidade aos diferentes ambientes. Portanto, os maiores nimeros e massa de nodulos
promoveram uma maior fixacdo de N e, consequentemente, uma maior quantidade de
clorofila. Tais condi¢des proporcionaram um aumento na taxa fotossintética na planta, na qual
proporcionam ganhos na producdo de fotoassimilados e, consequentemente, melhor acimulo
de matéria seca da parte aérea e das raizes (Zuffo et al., 2019).

Maiores valores de massa seca da parte aérea podem ser referidos, principalmente, a
capacidade da planta de soja em explorar maior volume de solo e absorver agua e nutrientes
em quantidades adequadas para seu desenvolvimento, bem como apresentar maior taxa
fotossintética, e como consequéncia, podera acumular quantidade maiores de fotoassimilados
na parte aérea das plantas, os quais serdo redistribuidos de 6rgdos de residéncia como folhas,

caules e vagens para 0s graos.
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Para Jorddo et al. (2015), embora tenha ocorrido efeito positivo da adubagéo
nitrogenada de 100 kg ha™ nas plantas dos sistemas de produc&o no outono/inverno, nota-se
que ndo houve aproveitamento do fertilizante nitrogenado para aumentar a producéo de massa
seca da parte aérea. Em muitos casos, o N aplicado no outono/inverno € absorvido pelas
plantas e que, apos o inicio da decomposicao da palhada dessas plantas, ha inicio de uma forte
competicdo entre os microorganismos do solo e as plantas de soja pelo N mineralizado da
palhada. Este processo de mineralizacdo do N é influenciado por inumeros fatores, como por
exemplo, o teor de N-total do solo, que comumente, quanto menor é este teor, maior sera a
taxa de imobilizacdo do N pelos microorganismos do solo.

Diferente dos resultados encontrados no estudo de Barbaro et al. (2009), onde
verificaram que a massa seca da parte aérea nao deferiu entre os tratamentos com adubacéo
nitrogenada, inoculacédo, co-inoculacédo e o controle (sem inoculacdo e adubacédo nitrogenada).
Outro estudo realizado por Molla et al. (2011), mostraram que a massa seca da parte aérea das
plantas de soja ndo diferenciou-se entre os diferentes tratamentos de inoculagdo e co-
inoculacdo. No trabalho realizado por Galal (1997), as médias do tratamento de inoculacéo
com B. diazoefficiens e N mineral e do tratamento de co-inoculacdo com B. diazoefficiens, A.
brasilense e N mineral ndo foram estatisticamente diferentes.

Na figura 6, é verificada interacdo significativa para a eficiéncia de nodulacdo
(p<0,01), onde observou-se que no tratamento de co-inoculacdo, este caractere aumentou
conforme o aumento linear da dose de N aplicada, ou seja, a associacdo das bactérias

inoculadas, contribuiu de forma eficaz no aumento da eficiéncia de nodulagédo nas plantas.
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Figura 6. Eficiéncia de nodulacdo de plantas de soja em funcdo da co-inoculacéo e doses de
nitrogénio na base, na safra 2018/19 em LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico de
Marechal Candido Rondon, PR.

A solubilizacdo de fosfato € um dos principais processos que promove beneficios
para a FBN, uma vez que o fosfato € um dos constituintes de ATP, e o ATP por sua vez €
caracterizado como a energia necessaria para o processo de FBN (Marra, 2009). Para cada
molécula de N, fixada, sdo necessarios 16 ATPs, 0 que representa um custo energetico
elevado (Moreira e Siqueira, 2006). Assim, o maior aporte de P pelas bactérias
solubilizadoras pode contribuir para maior fixacdo de N e, consequentemente, maior
nodulacéo.

Além disso, o conjunto de diferentes bactérias tem um efeito sinérgico com resposta
positiva entre bactérias simbioticas (B. diazoefficiens) e diazotréficas (Bacillus subtilis e A.
brasilense), resultando na potencializacdo da nodulagdo e maior crescimento radicular que é
realizada por bactérias simbioticas. Além disso, bactérias diazotréficas induzem a producédo
de genes para que ocorra a nodulacdo (Barbaro, et al., 2009). Com isso, pode-se afirmar que a
co-inoculacdo apresenta 6timo desempenho quando comparado ao tratamento de inoculagéo
padrdo com a utilizacdo de uma bactéria isolada.

N&o foram constatadas diferencas significativas para os caracteres altura de plantas,
nimero de vagem por planta, nimero de grdos por vagem, acimulo de N na planta e
produtividade no uso da inocula¢do com as bactérias e aplicacdo de diferentes doses de N nas

condicdes estudadas, sendo que a produtividade média foi de 3.871 kg ha™.

4.4 CONCLUSOES

N&o foram constatadas diferencas significativas para os caracteres altura de plantas,
namero de vagem por planta, nimero de grdos por vagem, acimulo de nitrogénio na planta e
produtividade de gréos nas condicdes estudadas.

O numero de nodulos se mostrou maior na dose de 2 % com medias de 46 nodulos
por planta quando inoculada com B. japonicum, e nas variaveis de massas seca de nodulos,
raiz e parte aérea quando inoculado com A. brasilense na dose de 8% obtiveram maiores
médias com 486,94 mg planta®,11,91 g planta™®, 95,5 g planta™, respectivamente. A eficiéncia
de nodulacgéo teve aumento linear quando utilizada a dose de 8 % de N com valor de 72,32 g
kg™. Para os caracteres nimero de nddulos e eficiéncia de nodulagdo, houve aumento

significativo destes quando utilizada a dose de 2 % de N, associado a pratica de adubacdo
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nitrogenada. Utilizando as doses de 8 %, a massa seca de nddulos, raiz, parte aérea e
eficiéncia de nodulagdo, obteve resultados mais satisfatorios que as demais doses.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Para o0 experimento em casa de vegetacdo, ndo houve interacdo significativa entre as
inoculacdo e doses de N para massa seca dos nodulos, altura de plantas, numero de vagem por
planta e produtividade de gréos nas condicdes estudadas.

A utilizacdo das doses crescentes e acima de 2 % de N na semeadura da soja
promoveu reducdo no numero de nddulos formados por B. japonicum nas raizes da soja. O
numero de nodulos e massa seca de raiz da soja se mostrou maior na dose de 8 % de N, com
uma média de 317 nédulos por planta e 23,42 g planta™, porém quando inoculadas com o A.
brasilense. A eficiéncia de nodulagdo teve aumento positivo quando utilizada a dose de 2 %
de N com valor de 354 g kg™

O actmulo de N na parte aérea apresentou melhor valor na dose de 8 % de N e
alcancando 142 g kg* quando realizou-se a co-inoculagéo, indicando capacidade de respostas
diferentes para os caracteres massa seca de raiz e nimero de grdos por vagem. A pratica de
adubacdo nitrogenada resultou no aumento do numero de nodulos apenas da bactéria A.
brasilense e ganhos significativos de N na planta somente na dose de 8 % de N.

Para o experimento de campo, ndo foram constatadas diferencas significativas para
os caracteres altura de plantas, nUmero de vagem por planta, nimero de grdos por vagem,
acumulo de nitrogénio na planta e produtividade de graos nas condi¢des estudadas.

O numero de nodulos se mostrou maior na dose de 2 % com médias de 46 nodulos
por planta quando inoculada com B. japonicum, e nas variaveis de massas seca de nédulos,
raiz e parte aérea quando inoculado com A. brasilense na dose de 8% obtiveram maiores
médias com 486,94 mg planta,11,91 g planta™, 95,5 g planta™, respectivamente. A eficiéncia
de nodulagéo teve aumento linear quando utilizada a dose de 8 % de N com valor de 72,32 g
kg'. Para os caracteres nimero de nddulos e eficiéncia de nodulacdo, houve aumento
significativo destes quando utilizada a dose de 2 % de N, associado a pratica de adubacéo
nitrogenada. Utilizando as doses de 8 %, a massa seca de nddulos, raiz, parte aérea e

eficiéncia de nodulacédo, obteve resultados mais satisfatorios que as demais doses.



