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RESUMO

TEMPERATURA E UMIDADE DO SOLO NA
CO-INOCULACAO NA CULTURA DA SOJA

AUTOR: Evandro Ademir Deak
ORIENTADOR: Thomas Newton Martin

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € muito importante para a cultura da soja, visto que
esta é responsavel quase que integralmente pelo fornecimento de nitrogénio (N) as plantas. As
bactérias responsaveis por este processo na cultura da soja pertencem ao género
Bradyrhizobium, e para que este suprimento de N ocorra de maneira adequada, é importante
que os fatores abidticos relacionados a FBN sejam favoraveis. Objetivou-se verificar as faixas
de temperatura e umidade do solo de melhor desempenho agronémico das inoculacGes
testadas. Foram realizados experimentos de laboratorio, casa de vegetacdo e a campo, afim de
verificar as melhores condigcdes de temperatura e umidade do solo para as bactérias, bem
como avaliar o desempenho agrondmico de Bradyrhizobium spp. quando aplicado de forma
isolada (inoculacdo padrdo), ou em associacdo com Azospirillum brasilense (co-inoculagao) e
com a adicdo de um enraizador. Os tratamentos quanto a inoculagdo foram: ndo inoculado
(NI); inoculacdo com Bradyrhizobium [l (Brady)]; enraizador (E); inoculacdo com
Bradyrhizobium + enraizador (I+E); co-inoculagdo com Bradyrhizobium + Azospirillum
brasilense (1+Azo0); co-inoculagdo com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense +
enraizador (1+Azo+E). O experimento no laboratério de sementes foi realizado submetendo
todos os tratamentos a diferentes temperaturas, 15, 20, 25, 30 e 35°C. Para 0 experimento em
casa de vegetacdo e a campo, foi adicionado mais um tratamento, o ndo inoculado com
fornecimento de nitrogénio (NI+N). Em casa de vegetacdo, as plantas foram cultivadas sob
diferentes niveis de umidade do solo, 25, 50, 75 e 100% da capacidade de retencéo de adgua do
solo. A campo foram realizados dois experimentos, que consistiram na utilizacédo de diferentes
inoculacBes, com a utilizacdo ou ndo de &gua no sulco de semeadura (200 L ha). A
co-inoculacdo promove melhorias no sistema radicular da soja, em relacdo ao comprimento,
volume, area superficial e diametro de raizes. Sendo superior a testemunha ndo inoculada na
faixa de temperatura entre 20 e 30°C. A co-inoculacdo aumenta a nodulacdo das plantas de
soja, em termos de massa seca de nddulos e numero de nddulos. Na faixa entre 56 e 96% da
capacidade de retencdo de agua do solo a co-inoculacdo obteve meédias superiores quando
comparada a inoculacdo padrdo. O enraizador ndo proporcionou melhorias no sistema
radicular e na nodulacdo das plantas de soja. Além de causar reducdo no comprimento e na
area superficial de raiz quando utilizado juntamente com a co-inoculacdo. A utilizacdo de
agua no sulco de semeadura nao interfere na nodulacdo e nos componentes da produtividade
das plantas de soja. A co-inoculagdo aumenta a nodulacdo das plantas de soja, em termos de
massa seca de nddulos e nimero de nddulos.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium spp., enraizador, fatores abiéticos.



ABSTRACT

SOIL TEMPERATURE AND MOISTURE
CO-INOCULATION IN SOYBEAN CULTURE

AUTHOR: Evandro Ademir Deak
ADVISER: Thomas Newton Martin

Biological nitrogen fixation (BNF) is very important for the soybean crop, since it is almost
entirely responsible for the nitrogen (N) supply to the plants. The bacteria responsible for this
process in the soybean crop belong to the genus Bradyrhizobium, and for this supply of N to
occur properly, it is important that the abiotic factors related to BNF are favorable. The
objective of this study was to verify the temperature and soil moisture ranges of the best
agronomic performance of the tested inoculations. Laboratory, greenhouse and field
experiments were carried out to verify the best soil temperature and humidity conditions for
the bacteria, as well as to evaluate the agronomic performance of Bradyrhizobium spp. When
applied in isolation (standard inoculation), or in combination with Azospirillum brasilense
(co-inoculation) and with the addition of a rooting agent. The inoculation treatments were:
noninoculated (NI); Inoculation with Bradyrhizobium [I (Brady)]; Rooting machine (E);
Inoculation with Bradyrhizobium + rooting (I+E); Co-inoculation with Bradyrhizobium +
Azospirillum brasilense (1+Azo); Co-inoculation with Bradyrhizobium + Azospirillum
brasilense + rooting (I+Azo+E). The experiment in the seed laboratory was performed by
subjecting all treatments at different temperatures, 15, 20, 25, 30 and 35°C. For the
greenhouse experiment and the field, another treatment was added, the non-inoculated with
nitrogen supply (NI+N). In greenhouse, the plants were cultivated under different levels of
soil moisture, 25, 50, 75 and 100% of the water retention capacity of the soil. Two
experiments were carried out on the field, which consisted in the use of different inoculations,
with or without water use in the sowing furrow (200 L ha™). Co-inoculation promotes
improvements in the root system of soybean, in relation to length, volume, surface area and
root diameter. It is higher than the uninoculated control in the temperature range between 20
and 30°C. Co-inoculation increases nodulation of soybean plants, in terms of nodule dry mass
and nodule number. Between 56 and 96% of the water retention capacity of the soil, the
co-inoculation obtained higher averages when compared to the standard inoculation. The
rooting did not provide improvements in the root system and nodulation of soybean plants. In
addition to causing reduction in root length and surface area when used together with
co-inoculation. The use of water in the sowing furrow does not interfere with nodulation and
soybean productivity components. Co-inoculation increases nodulation of soybean plants, in
terms of nodule dry mass and nodule number.

Keywords: Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium spp., rooting factor, abiotic factors.
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1 INTRODUCAO

O gréo de soja (Glycine max (L.) Merrill) é a principal commodity agricola no
mercado brasileiro, devido a sua utilizacdo no cenario mundial para a alimentagdo humana e
animal. A érea brasileira destinada a agricultura no ano de 2016 foi de 57,5 milhdes de
hectares, e a cultura da soja ocupou 57% deste total, com aproximadamente 33,8 milhdes de
hectares na safra 2016/17, sendo a principal responsavel pela expansdo de areas agricolas no
pais, ocupando 70% da érea agricola destinada as culturas de verdo (CONAB, 2017). A média
brasileira foi de 3338 kg ha®, e a producdo foi de 110,16 milhdes de toneladas. A
produtividade ficou abaixo do esperado, principalmente devido a instabilidade climatica, que
é um limitante da produtividade. No Rio Grande do sul (RS) as areas cultivadas com soja
ganharam espaco, principalmente pela maior ocupacéo de areas antes destinadas a cultura do
milho, e também pela insercdo da cultura em campos nativos e pastagens. A produtividade
média do estado foi de 3270 kg ha™, e em alguns municipios a produtividade média foi
superior a 3900 kg ha™. Esta foi a maior safra do estado, principalmente devido as condices
ambientais favoraveis a cultura.

Em relacdo a produtividade da cultura, muitos sdo os fatores que exercem influéncia
sobre esta. Assim, pode-se dividi-los em protetores e promotores. Os protetores visam
proteger o potencial produtivo da cultura, evitando a competicdo da cultura com plantas
daninhas, protecdo contra o ataque de pragas e doencas. Os fatores promotores estdo
relacionados a praticas agricolas que melhoram o ambiente para a planta, como a escolha da
época de semeadura, cultivar, arranjo de plantas, sementes de qualidade, clima, solo,
qualidade de semeadura, rotacdo de culturas, calagem e o equilibrio nutricional das plantas.

Em relacdo a produtividade, o equilibrio nutricional é de extrema importancia,
principalmente quando se fala em nitrogénio (N), que participa da estrutura de aminoacidos,
proteinas, acidos nucleicos, dentre outras funcdes fisioldgicas na planta. A soja apresenta
elevada demanda por N, principalmente por apresentar alto teor de proteina nos graos (40 -

45%). Estima-se que sdo necessarios aproximadamente 80 kg de N para produzir uma
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tonelada de gréos, sendo invidvel economicamente fornece-lo via fonte mineral (HUNGRIA,
2011).

Um adequado suprimento do N para a soja ocorre pela simbiose entre as plantas e as
bactérias do género Bradyrhizobium spp. A partir da emissdo das primeiras raizes a planta
passa a liberar exsudatos no solo, que servem como um atrativo quimico as bactérias, que ao
entrar em contato com o sistema radicular, entram nas células causando alteracbes
morfologicas nas paredes celulares, infectando o sistema radicular e dando origem aos
nodulos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Além da inoculacdo com Bradyrhizobium que é conhecida como inoculagdo padrao,
outros organismos também sdo alvo de estudos que visam buscar melhorias na biota do solo
afim de favorecer tanto a FBN, como também promover o crescimento das plantas. Dentre as
bactérias em estudo, pesquisas realizadas com Azospirillum brasilense vem mostrando
resultados positivos para a cultura da soja quando em associacdo com Bradyrhizobium,
processo conhecido como inoculagdo mista ou co-inoculacéo.

Durante o periodo de cultivo as bactérias sdo expostas a fatores ambientais que podem
interferir na fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), e estes podem ser divididos em bidticos e
abidticos. Os bidticos estdo relacionados ao tipo de indculo utilizado, ao nivel de resposta
genética a inoculacdo e aos manejos relacionados a manutencdo da sanidade da planta. Os
fatores abioticos envolvem o ambiente de cultivo, pH do solo, temperatura do solo, umidade
do solo e presenca de substancias toxicas. O entendimento das necessidades da cultura, bem
como o ambiente onde ocorre a FBN, sdo fundamentais para obter éxito na disponibilizacao
de N.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacao e da co-inoculacao
de sementes de soja com Bradyrhizobium e Azospirillum, e a utilizacdo de um enraizador, sob
diferentes faixas de temperatura e de umidade do solo, nos componentes da produtividade da

cultura, na nodulagéo, no crescimento e desenvolvimento do sistema radicular.



15

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO NA SOJA

O N é o nutriente de maior demanda pela cultura da soja, principalmente devido a alta
concentracdo de proteina do grdo que fica em torno de 40% dependendo de fatores genéticos e
nutricionais (AVILA et al., 2007). Para a producio de uma tonelada de grios sdo necessarios
aproximadamente 80 kg de N, sendo que este pode ser provindo da decomposicdo da matéria
organica do solo, da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, ou pela FBN (HUNGRIA et al.,
2007; PRADO, 2008). A utilizacdo de N mineral é uma pratica que acarreta na elevagdo dos
custos de producdo, devido a alta demanda de N da cultura, e também pelas perdas que este
nutriente esta sujeito, deste modo o principal meio de fornecimento de N para a soja € pela
FBN (ZILLI et al., 2010).

O N representa 78% da constituicdo dos gases atmosféricos, presente na forma de
nitrogénio molecular (N,), porém ndo esta prontamente disponivel as plantas, pois as mesmas
conseguem aproveita-lo apenas na forma de amoénio (NH4") ou nitrato (NO3’). Deste modo,
torna-se necessaria sua conversao em formas assimilaveis, processo que pode ser realizado
tanto industrialmente quanto via FBN (TAIZ; ZIEGER, 2013). O processo industrial
(Haber-Bosch) requer elevadas temperaturas (200°C), alta pressdo (200 atmosferas) e a
presenca de um catalizador (ferro). Neste processo, ocorre a combinacdo do N, com o
hidrogénio, formando a aménia (NH3). No processo de FBN, o N, se difunde pelo espaco
poroso do solo onde é aproveitado pelos rizobios, que possuem um complexo enzimatico
denominado nitrogenase, que rompe a tripla ligacdo entre os atomos de N e reduz este a NH3
(PRADO, 2008). Outra importante proteina envolvida no processo de FBN é a
leghemoglobina, que tem a funcdo regular a quantidade de oxigénio no interior do nodulo,
visto gque a nitrogenase precisa de um ambiente com baixas concentracdes de oxigénio para

que ndo ocorra a sua inibicdo (HUNGRIA et al., 2007).
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Para que ocorra a FBN, o primeiro processo envolvido é a sinalizacdo e a migracdo
das bactérias até as raizes das plantas. Para isso, sdo necessarias trocas de sinais entre planta e
bactérias, tendo inicio a partir da liberacéo de atrativos quimicos, como flavondides e betainas
liberados pelo sistema radicular (BRENCIC et al., 2005). Estes atrativos quimicos induzem o
processo de transcricdo dos genes Nod, que estimulam as bactérias a sintetizar compostos
lipo-quito-oligossacarideos (fatores Nod), essenciais para as etapas de sinalizacdo, infeccdo e
formacdo dos nédulos na planta hospedeira (DEMBELLE et al., 2001). Apos esta troca de
sinais, vai ocorrer o contato e a adesdo da bactéria ao pélo radicular, onde a acdo de fatores
Nod causam deformacéo e o enrolamento do mesmo. Posteriormente, ocorre a degradacdo da
parede celular no local da infeccdo, permitindo que as bactérias entrem em contato com o lado
externo da membrana plasmatica. A fusdo de vesiculas do complexo de Golgi no local de
infeccdo forma uma extensdo tubular da membrana plasmatica, o canal de infeccdo. Este canal
envolve alteracBes na organizagdo celular da planta, e envolve a acdo de polissacarideos das
células das bactérias que irdo dar forma ao canal (BROUGHTON et al., 2006). A fusdo das
vesiculas na extremidade do canal promove o crescimento deste na regido do cortex, fazendo
com que as celulas corticais se diferenciem e formem o primdrdio nodular, onde se inicia a
formacdo do nodulo (TAIZ; ZIEGER, 2013).

Na cultura da soja o processo de FBN ¢ realizado pela associacdo simbidtica com
bactérias do género Bradyrhizobium, espécies B. japonicum, B. elkanii e B. diazoeficiens.
Estas bactérias sdo consideradas simbidticas, pois infectam as raizes da soja formando
nodulos, local onde ocorre a FBN. As plantas disponibilizam aos nddulos os carboidratos
necessarios para a quebra no N, em contrapartida as bactérias liberam amdnia (NHj3), esta
logo é convertida em formas organicas (amidas e ureideos) para evitar toxicidade aos nddulos,
posteriormente estes compostos sdo transportados para a parte aérea via xilema (ALBINO;
CAMPO, 2001; TAIZ; ZIEGER, 2013). Para um adequado fornecimento do N, é importante
que seja realizada a inoculacdo das bactérias, seja via sementes ou sulco de semeadura
(HUNGRIA et al., 2007). Para uma adequada infeccdo com bactérias selecionadas, é

importante que elas sejam colocadas proximas das sementes. Assim, logo ap6s a emissdo das
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primeiras raizes, estas passam a competir com bactérias nativas e naturalizadas pelos sitios de
infecgdo das raizes, visando a infeccdo com bactérias selecionadas e de maior eficiéncia
(COSTA et al., 2011; LOPEZ et al., 2009), visto que bactérias estabelecidas no solo sio
menos eficientes e estdo sujeitas a constantes alteracdes genéticas no solo (MELCHIORRE et
al., 2011). Apb6s a germinacdo, na presenca de bactérias, as plantas de soja levam
aproximadamente de cinco a oito dias para iniciar o processo de formacdo de nddulos, com
maior concentracdo proximo da coroa da raiz, em torno de trés a quatro centimetros
(HUNGRIA et al., 2007). A infeccdo das raizes aumenta até o inicio do enchimento de gréos.
A campo considera-se uma planta bem nodulada quando a mesma apresenta entre 20 e 30
nodulos, ou seja, de 100 a 200 mg de nddulos secos. Estes valores indicam que a FBN tera
condicdes de suprir de maneira adequada a demanda da planta por N (HUNGRIA et al.,

2007).

2.1.1 Co-inoculacédo — Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense

No Brasil o processo de FBN na cultura da soja € alvo de estudos desde a década de 60,
quando a pesquisadora Joana Dobereiner deu inicio aos trabalhos envolvendo microrganismos
e plantas. A partir de entdo, o melhoramento de plantas passou a ser baseado também na FBN,
bem como na selecdo de estirpes de bactérias que tornem o processo de FBN mais eficiente
(HUNGRIA et al., 2006). As pesquisas desenvolvidas no pais sdo importantes no processo de
FBN, por isso hoje as pesquisas ndo sdo desenvolvidas apenas no sentido de avaliar a
re-inoculacdo com estirpes selecionadas, mas também em relacdo a distribuicdo e
sobrevivéncia de rizobios no solo, novas técnicas de inoculacdo, e também a associacdo de
bactérias com outros géneros (BARBARO et al., 2009). Neste contexto, surgem estudos
relacionados a associacdo de Bradyrhizobium spp. com Azospirillum brasilense, pratica
conhecida como co-inoculagdo. Azospirillum brasilense pertencem a um grupo conhecido
como bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), devido a capacidade de

colonizar as raizes das plantas estimulando o crescimento radicular (KLOEPPER et al., 1989).
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Plantas inoculadas com Azospirillum brasilense apresentaram maior massa de raizes laterais,
favorecendo a absorcdo de nutrientes, atribuindo este fato a producdo de &cido indol-acético
(AlA), giberilinas e citocininas (TIEN et al., 1979).

A este grupo de bactérias dispde-se de um grande numero de trabalhos no mundo
relacionados a produtividade das culturas de grdos. Em pesquisa realizada por Diaz-Zorita et
al. (2015), estes autores analisaram 47 artigos e verificaram que 86% dos trabalhos realizados
com Azospirillum sdo realizados com cereais, e na média de todas as avaliagdes a utilizacao
de Azospirillum proporcionou um incremento médio de 10% na produtividade de grdos, com
14% em cereais de inverno, 9,5% em cereais de verdo e 6,6% em leguminosas. Em geral, 70%
dos experimentos realizados com Azospirillum apresentam resultados positivos em relagdo a
produtividade de grdos, sem levar em consideracdo outras praticas de manejo do solo
(DIAZ-ZORITA; FERNANDEZ-CANIGIA, 2009). Os motivos pelos quais inoculantes a
base de Azospirillum sdo pouco utilizados na agricultura se devem a inconsisténcia dos
resultados obtidos (DOBELLAERE et al., 2001). Um dos principais motivos para os casos de
resultados ndo satisfatdrios se deve a fatores abioticos, que estdo interagindo com as bactérias
(BASHAN; DE-BASHAN, 2010). Por ser uma bactéria associativa, Azospirillum ndo libera
todo o N fixado, e ndo produz quantidades suficientes para atender a demanda das plantas,
sendo necessaria a adubacdo nitrogenada complementar no caso de gramineas, ao contrario
das bactérias simbioticas que liberam todo o N fixado as plantas (HUNGRIA et al., 2011).

No caso da soja, Azospirillum brasilense vem sendo estudada no sentido de promover
melhorias ao sistema radicular, possibilitando aumento na area de infeccdo aos rizébios. Para
a soja as pesquisas estdo direcionadas na pratica da co-inoculacdo, onde além das tradicionais
bactérias do género Bradyrhizobium, aparece também a associacdo destas com as bactérias do
género Azospirillum (BULEGON, 2014). A associacdo de dois géneros de bactérias é
conhecida por inoculacdo mista ou co-inoculacao, a qual pode resultar em um efeito sinérgico,
e apresentar resultados melhores do que quando utilizados de forma isolada (BARBARO et

al., 2009).
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Os efeitos benéficos da co-inoculacdo estdo associados a producdo de fito-horménios,
principalmente auxinas, citocininas e giberelinas (TIEN et al., 1979), proporcionando
alteracbes na morfologia do sistema radicular, como maior comprimento e nimero de raizes
laterais e adventicias (DOBBELAERE; OKON, 2007). Tais alteracbes morfologicas permitem
que as plantas explorem maior volume de solo, tornando-as mais resistentes a possiveis
déficits hidricos e mais eficientes na absor¢do de nutrientes (COHEN et al., 2015). As
alteracbes provocadas na morfologia do sistema radicular das plantas inoculadas com
Azospirillum estdo altamente correlacionadas com o aumento na producdo e secrecdo de
auxinas (acido indol acético), que sdo fito-hormdnios envolvidos no crescimento e
desenvolvimento das plantas (DOBBELAERE; OKON, 2007). Além das alteragGes
morfologicas, outro fator que torna a planta mais resistente ao deficit hidrico é a maior
producdo de &cido abscisico (ABA). Naturalmente as plantas aumentam a producdo deste
hormdnio sob condigGes de déficit hidrico. O aumento das taxas de ABA na planta serve
como um sinalizador radicular para o fechamento estomatico, reacdo que fard com que a
planta perca menos agua e alongue o sistema radicular (ZHANG, OUTLAW, 2001). Outro
papel importante do ABA €é em relacdo ao estimulo para a ramificacdo de raizes,
proporcionando melhores condicdes de absorcao de agua pela planta (DE SMET et al., 2006).

A co-inoculacdo quando realizada de maneira inadequada pode causar prejuizos, pela
inibicdo da formacdo de nddulos, e também reduzir a massa de raizes, sofrendo variacfes em
funcdo da concentragio de bactérias por semente (BARBARO et al., 2009). As respostas no
comprimento de plantulas, massa seca da parte aérea e do sistema radicular no
desenvolvimento inicial de plantulas de soja inoculadas e co-inoculadas com Azospirillum
brasilense e Bradyrhizobium japonicum variam quanto a cultivar testada (BULEGON et al.,
2014). Hungria et al. (2011) verificaram que a co-inoculacdo promoveu incremento no
namero de nodulos na cultura da soja quando comparado a inoculacdo padrdo, com
incremento de 8,4% na produtividade de grdos. Porém, o uso de Azospirillum em

concentracdes superiores a 2,5 x 10° células por semente™ aplicados no sulco de semeadura
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causou reducdo no numero de nddulos e na produtividade de grdos de soja. Estes resultados
demonstram a importancia de fornecer a quantidade adequada de bactérias.

Outra alternativa para a ampliagcdo do sistema radicular das plantas pode ser por meio
do uso de produtos conhecidos como enraizadores. O uso de produtos estimulantes do
crescimento radicular é pouco difundido para grandes culturas. Estes podem promover
resultados positivos dependendo das variaveis ambientais durante o ciclo da cultura.
Resultados positivos na produtividade de graos foram encontrados por Brancalido et al. (2009)
utilizando um produto hormonal no tratamento de sementes na cultura da soja. Castro et al.
(2008) ndo verificaram diferencas no desenvolvimento de plantulas de soja quando
submetidas ao uso de um produto bioestimulante contendo hormoénios vegetais. Assim,

tornam-se necessarios mais estudos relacionados ao uso destes produtos na agricultura.

2.2 FATORES QUE AFETAM A FBN

A infeccdo de raizes por parte de bactérias fixadoras de nitrogénio para posteriormente
formar nddulos efetivamente ativos € um atributo que depende de muitos fatores, dentre eles a

temperatura e a umidade do solo (THOMAS; COSTA, 2010).

2.2.1 Temperatura do solo

Em regides tropicais as temperaturas elevadas sao uma das principais restricdes a FBN
em leguminosas. Temperaturas acimas dos 40°C podem afetar drasticamente as relacdes
simbidticas entre planta e rizébio, reduzindo a quantidade de N fixada e a produtividade de
grdos (HUNGRIA et al., 1997). A faixa de temperatura ideal da rizosfera varia entre espécies
e estirpes de bactérias. A expressdo génica dos fatores nodulinos, bem como a capacidade de
ocupacdo dos nodulos entre bactérias € alterada conforme a temperatura do ambiente. Na
faixa de temperatura entre 20 e 30°C existe diferencas na expressdo génica entre bactérias das

espécies B. diazoefficiens, B. japonicum e B. elkanii, bem como as diferengas existem para
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estirpes de bactérias dentro da mesma espécie (SHIRO et al., 2016). Neste sentido é
importante que na escolha das bactérias seja levado em consideragdo a adaptacdo das espécies
ao ambiente em questao.

A temperatura do solo tem influéncia desde 0 momento da semeadura até o nivel
maximo de nodulagdo da planta. Temperaturas adequadas favorecem o metabolismo normal
da planta, permitindo a formacdo de mais raizes, assim a planta ird se desenvolver
adequadamente, fornecendo a energia necessaria para a quebra no N nos nddulos (CAMARA,
2014). Atemperatura na qual a planta de soja melhor se desenvolve esté situada na faixa de 25
a 30°C (SMITH, 1995). Temperaturas do solo acima dos 39°C no momento da semeadura ja
causam reducdo significativa na populacdo de Bradyrhizobium (THOMAS; COSTA, 2010),
reduzindo o numero de nodulos e também a atividade da enzima nitrogenase (HUNGRIA,;
KASCHUK, 2014). Além disso, temperaturas elevadas deixam as bactérias sujeitas a
alteracbes genéticas, tornando-as menos eficientes quando comparadas a bactérias

selecionadas (HUNGRIA et al., 1997).

2.2.2 Umidade do solo

A FBN ¢ sensivel ao estresse hidrico, tanto por falta quanto por excesso de agua
(SANTOS et al., 2012). Uma das principais causas da baixa nodulacédo é a deficiéncia hidrica,
reduzindo as condicBes 6timas para a formagdo de nodulos e a sobrevivéncia das bactérias
(THOMAS; COSTA, 2010). O impacto da baixa umidade do solo sobre as bactérias depende
da intensidade, da duracdo e do estadio de desenvolvimento das plantas (CRISTOPHE et al.,
2011). Os maiores efeitos do déficit hidrico sobre a nodulacdo e rendimento de gréos ocorre
durante o estabelecimento da simbiose e formacdo de nddulos no estadio V2, no pleno
florescimento (R2) e no enchimento de gréos (R5) (CHRISTOPHE et al., 2011; FEHR;
CAVINES, 1977; GONZALEZ-DUGO; DURAND; GASTAL, 2010).

A deficiéncia hidrica reduz a atividade fotossintética da planta, a formacdo de nddulos

e a sintese de leghemoglobina, enzima responsavel pelo transporte de oxigénio no interior dos
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nddulos (SANTOS et al., 2012). A melhoria do teor de umidade do solo pode ser contornada
com a adocgdo de préticas agricolas que proporcionem melhor cobertura superficial do solo,
consequentemente reduzindo a temperatura do mesmo (HUNGRIA; VARGAS, 2000). Solos
com maior umidade tendem a reduzir a temperatura em relacdo a solos secos, evitando assim
a morte de bactérias antes mesmo da infeccdo, além de evitar o fechamento estomatico das
plantas, o que reduz a atividade fotossintética comprometendo a nodulagdo (CAMARA,
2014).

A soja possui 0 sistema radicular constituido por uma raiz principal (pivotante), e
raizes laterais, e a morfologia destas é afetada por condi¢cdes de estresses hidricos, afetando
diretamente a absorcdo de &gua e nutrientes do solo (FENTA et al., 2014). A reducdo na
quantidade de raizes devido ao déficit hidrico esta relacionado a um menor volume de solo
explorado, com reducdo no nimero de noédulos (MARQUEZ-GARCIA et al., 2015). A
atividade da leghemoglobina que € a enzima responsavel pelo transporte de oxigénio no
nodulo também é reduzida (KUNERT et al.,, 2016). Isso pode ser devido ao déficit de
carboidratos enviados aos nodulos, pela ruptura da barreira de difusdo de oxigénio ou pela
reducdo nos niveis de leghemoglobina (ARRESE-IGOR et al., 2011). Pesquisas recentes
demonstram que uma alternativa para adaptacdo a déficits hidricos pode ser por meio da
utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), que favorecem a
emissdo de raizes laterais aumentando o volume de solo explorado, consequentemente
melhorando a nodulacdo das plantas em condicdes de déficit hidrico (ROLLI et al., 2015).
Devido as alteracbes na morfologia radicular e na nodulacdo em relacdo a temperatura e
umidade do solo (KUNERT et al., 2016), € importante entender o sistema solo planta,

buscando alternativas que possam contribuir para maximizar o processo de FBN.



23

3 ARTIGO 1 - TEMPERATURA E UMIDADE DO SOLO COMO FATORES
DETERMINANTES PARA A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO NA
CULTURA DA SOJA

RESUMO - A temperatura e a umidade do solo no momento da semeadura e nos primeiros
dias ap6s a germinacdo sdo fatores decisivos para obter uma formagao adequada de nddulos.
O objetivo deste trabalho foi determinar a faixa de temperatura e umidade do solo em que
Bradyrhizobium spp., Azospirillum brasilense e um enraizador tém a maior contribui¢cdo no
desenvolvimento e na nodulagdo do sistema radicular de soja. Foram realizados dois
experimentos, o experimento 1 foi realizado no laboratorio de sementes, em um fatorial (6x5),
com quatro repeticbes. Os tratamentos quanto a inoculacdo foram: ndo inoculado (NI);
inoculacdo com Bradyrhizobium [I (Brady)]; enraizador (E); inoculagdo com Bradyrhizobium
+ enraizador (I+E); co-inoculagdo com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense (I+Azo);
co-inoculacdo com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense + enraizador (I1+Azo+E).
Quanto as temperaturas foram de 15, 20, 25, 30 e 35°C. O experimento 2 foi realizado em
casa de vegetacdo, em vasos com 6 dm3 de solo, em um fatorial (7x4), com 0s mesmos
tratamentos utilizados no experimento do laboratério de sementes, além de uma testemunha
ndo inoculada com aplicacdo de nitrogénio mineral (NI1+N). Quanto aos niveis de umidade do
solo foram de 25, 50, 75 e 100% da capacidade de retencdo de agua do solo (CR). A
co-inoculacdo promove melhorias no sistema radicular da soja, em relagdo ao comprimento,
volume, area superficial e diametro de raizes. Sendo superior a testemunha nédo inoculada na
faixa de temperatura entre 20 e 30°. A co-inoculacdo aumenta a nodulacdo das plantas de soja,
em termos de massa seca de nodulos e nimero de nddulos. Na faixa entre 56 e 96% da
capacidade de retencdo de agua do solo a co-inoculacdo obteve meédias superiores quando
comparada a inoculacdo padrdo. O enraizador ndo proporcionou melhorias no sistema
radicular e na nodulacdo das plantas de soja. Além de causar reducdo no comprimento e na

area superficial de raiz quando utilizado juntamente com a co-inoculagéo.

Palavras-chave: Inoculacdo. Co-inoculagédo. Bradyrhizobium spp. Azospirillum spp.
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SOIL TEMPERATURE AND HUMIDITY AS DETERMINANTS FOR
BIOLOGICAL NITROGEN FIXATION IN SOYBEAN CROP

ABSTRACT - The temperature and humidity of the soil at the time of sowing and in the first
days after germination are decisive factors for adequate nodule formation. The objective of
this work was to determine the soil temperature and humidity range in which Bradyrhizobium
spp., Azospirillum brasilense and a rooting plant have the greatest contribution in the
development and nodulation of the soybean root system. Two experiments were carried out,
experiment 1 was performed in the seed laboratory, in a factorial (6x5), with four replications.
The inoculation treatments were: noninoculated (NI); Inoculation with Bradyrhizobium [l
(Brady)]; Rooting machine (E); Inoculation with Bradyrhizobium + rooting (I+E);
Co-inoculation with Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense (I+Azo); Co-inoculation with
Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense + rooting (I+Azo+E). As temperatures were 15, 20,
25, 30 and 35°C. Experiment 2 was carried out in a greenhouse, in pots with 6 dm3 of soil, in
a factorial (7x4), with the same treatments used in the experiment of the seed laboratory,
besides an uninoculated control with application of mineral (NI+N). Soil moisture levels were
25, 50, 75 and 100% of the water retention capacity of the soil (CR). Co-inoculation promotes
improvements in the root system of soybean, in relation to length, volume, surface area and
root diameter. It is higher than the uninoculated control in the temperature range between 20
and 30°C. Co-inoculation increases nodulation of soybean plants, in terms of nodule dry mass
and nodule number. Between 56 and 96% of the water retention capacity of the soil, the
co-inoculation obtained higher averages when compared to the standard inoculation. The
rooting did not provide improvements in the root system and nodulation of soybean plants. In
addition to causing reduction in root length and surface area when used together with

co-inoculation.

Keywords: Inoculation. Co-inoculation. Bradyrhizobium spp. Azospirillum spp.
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INTRODUCAO

A cultura da soja demanda em torno de 78 kg de nitrogénio (N) para cada tonelada de
grdos produzidos (PRADO, 2008), e o principal meio de fornecimento deste nutriente as
plantas é pela fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), realizada por bactérias fixadoras de
nitrogénio (BFN) do género Bradyrhizobium spp. (HUNGRIA et al., 2007) Estas bactérias
possuem um complexo enzimatico denominado nitrogenase, que converte 0 nitrogénio
atmosférico (N,) em formas assimilaveis pelas plantas (ORMENO-ORRILLO et al., 2013).
Estima-se que a inoculacdo possibilite uma economia de aproximadamente 3,2 bilhdes de
dolares em fertilizantes nitrogenados por ano agricola da cultura da soja no Brasil (HUNGRIA
et al., 2006 a). A FBN pode disponibilizar aproximadamente 300 kg de N ha™, suprindo
aproximadamente 94% da necessidade de N de cultivares com alto potencial produtivo e o
restante provem da decomposicdo da matéria organica do solo (HUNGRIA et al., 2006a).

Nos ultimos anos muitos estudos estdo sendo desenvolvidos com a associacdo de
Bradyrhizobium spp. com Azospirillum brasilense (BRACINI et al., 2016; CEREZINI et al.,
2016; HUNGRIA et al., 2013; ZUFFO et al., 2016), pratica conhecida por inoculacdo mista
ou co-inoculacdo. A espécie A. brasilense pertence a um grupo de bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCP) que colonizam a rizosfera (KLOEPPER; SCHROTH., 1978).
As BPCP estimulam a planta a produzir fito-horménios de crescimento, dentre eles as auxinas,
giberelinas, citocininas e etileno (TIEN et al., 1979) que estimulam o crescimento da parte
aérea e a emissao de raizes laterais (FERLINI, 2006), além de induzir a resisténcia da planta a
doencas (WANG et al., 2009), solubilizar fosfatos (RODRIGUEZ et al., 2004) e fixar
nitrogénio do ambiente (ASHRAF et al., 2011). O maior volume de raizes possibilita maior
absorcdo de nutrientes e area para infeccao por Bradyrhizobium spp. (BALDANI et al., 1997).

Préticas agricolas inadequadas como a inoculacdo mal realizada, manejo inadequado
do solo, exposicao do inoculante a temperaturas e umidades inadequadas reduzem a eficiéncia

da FBN (HUNGRIA et al., 2000). Com isso, existe a necessidade de entender 0 ambiente em
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que ocorre 0 maior desenvolvimento das plantas de soja, bem como o ambiente que
proporcione as melhores condi¢des de sobrevivéncia, infeccdo e FBN pelas bactérias.

A FBN tem sua contribuicdo reduzida sob condicbes ambientais de baixa
disponibilidade hidrica e prolongados periodos com alta temperatura, situacdes que
frequentemente ocorrem no Brasil (ZULLU JUNIOR et al., 2008). As previsdes climaticas
para os proximos 70 a 100 anos indicam aumento da temperatura média em aproximadamente
4°C em muitos locais do mundo (CLINE, 2007). No Brasil a temperatura média anual é de
22°C no sul e 26°C no norte, podendo passar dos 30°C em algumas regides.

Quando a planta € submetida a temperaturas elevadas, a FBN reduz a medida que a
temperatura ultrapassa as condi¢des Otimas de crescimento, reduzindo o nimero de nodulos e
a atividade da nitrogenase, dependendo da estirpe de bactéria utilizada (HUNGRIA;
KASCHUK, 2013). Além da temperatura média, outro fator muito importante é a temperatura
do solo, que pode atingir mais de 40°C a 5 cm de profundidade, e mais de 50°C a 1 cm de
profundidade durante a estacdo de cultivo da soja dependendo do tipo e manejo do solo
utilizado, limitando a FBN e a viabilidade dos nddulos no solo (HUNGRIA; VARGAS, 2000).
A camada superficial de 0 a 10 cm de profundidade é a que sofre maior influéncia das
variacOes de temperatura, é também o local de maior concentracdo de raizes, com
aproximadamente 50% do total de carbono acumulado (BORDIN et al., 2008).As
temperaturas favoraveis para a cultura da soja estdo situadas entre 25 e 30°C, nos estadios
iniciais temperaturas abaixo dos 25°C reduzem o potencial produtivo da cultura (SMITH,
1995). A temperatura favoravel para a FBN em leguminosas fica entre 27 a 40°C, tendo
variacdo conforme a estirpe de bactéria utilizada, porém temperaturas superiores a 37°C ja
podem causar a morte dos rizobios, além da possibilidade de causar modificacdo genética nas
bactérias, tornando-as menos eficientes em relacdo a estirpes selecionadas (HUNGRIA;
STACEY, 1997). Outra condi¢do que pode reduzir a nodulacdo é o teor de umidade no solo,
que esta relacionado com as propriedades fisicas do mesmo. Os teores de argila, silte e areia
afetam a capacidade de armazenamento de agua, podendo ser melhorada com a adoc¢do de

praticas conservacionistas que proporcionem melhorias na estrutura e no teor de matéria
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organica (HUNGRIA; VARGAS, 2000). O impacto da baixa umidade do solo sobre as
bactérias depende da intensidade, da duracdo e do estadio de desenvolvimento das plantas
(CRISTOPHE et al., 2011). Os maiores efeitos do déficit hidrico sobre a nodulagdo e
produtividade de grdos ocorrem durante o estabelecimento da simbiose e formacéo de nddulos
no estadio V2, no pleno florescimento (R2) e no enchimento de grdos (R5) (CHRISTOPHE et
al., 2011; FEHR; CAVINES, 1977; GONZALEZ-DUGO et al., 2010).

Visando reduzir os efeitos negativos de temperatura e umidade do solo sobre a
nodulacdo e FBN, algumas estratégias podem ser adotadas para estimular a infeccdo das
bactérias nas raizes, melhorando a nodulagdo e a produtividade da cultura nestas condicbes
(HUNGRIA et al.,, 2015). Neste contexto, a co-inoculacdo de Bradyrhizobium com A.
brasilense pode ser uma alternativa, podendo aumentar a nodulacdo, e consequentemente a
FBN (HUNGRIA et al., 2013).

O uso de enraizadores (nutrientes, hormdnios), também pode ser uma alternativa, pois
estes produtos quando aplicados diretamente sobre as sementes podem proporcionar um
rapido estabelecimento das plantulas, devido a melhorias no sistema radicular. Alguns
nutrientes favorecem a divisdo celular, elongacdo e diferenciacdo celular, aumentando a
absorcdo de agua e nutrientes, possibilitando melhores condi¢es nutricionais das plantas
(SILVA et al., 2008). Nutrientes como o Molibdénio (Mo) e o Cobalto (Co) atuam como
cofatores enzimaticos da nitrogenase no processo de transporte de elétrons nas reagdes
bioguimicas de FBN, o Co atua na producdo de leghemoglobina, portanto a presenca destes
nutrientes favorece a FBN (SFREDO; OLIVEIRA, 2010).

Diante dos fatores ambientais que podem interferir na viabilidade dos nddulos e na
FBN, é importante que sejam estudadas medidas mitigatdrias visando contornar problemas
com temperatura e umidade do solo, afim de manter a eficiéncia deste processo. Objetivou-se
com a presente pesquisa determinar a faixa de temperatura e umidade do solo em que
Bradyrhizobium spp., Azospirillum brasilense e um enraizador possuem a maior contribuicéo

no crescimento e na nodulacdo do sistema radicular da soja.
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MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, um no laboratdrio de sementes (Experimento 1) e

0 outro em casa de vegetacao (Experimento 2).

Experimento 1

O experimento 1 foi realizado no Laboratério Didatico e de Pesquisas em Sementes do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, no municipio
de Santa Maria, RS, no ano de 2016. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
em um fatorial 6 x 5, sendo seis inoculagdes e cinco temperaturas, com quatro repeticoes. Os
tratamentos quanto a inoculacdo foram: ndo inoculado (NI); inoculagdo com Bradyrhizobium
[I (Brady)]; enraizador (E); inoculacio com Bradyrhizobium + enraizador (I+E);
co-inoculagdo com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense (1+Azo); co-inoculagdo com
Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense + enraizador (I+Azo+E). Quanto as temperaturas
foram de 15, 20, 25, 30 e 35°C.

O tratamento de sementes com inseticida e fungicida foi realizado para todos o0s
tratamentos 24 horas antes da semeadura, com produto comercial formulado a base de
piraclostrobina 25 g L™ + tiofanato metilico 225 g L™ + fipronil 250 g L™ (Standak Top®) na
dose de 2 mL kg® de sementes. A inoculacdo com Bradyrhizobium foi realizada com
inoculante liquido com garantia de 7 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC mL™ de
produto comercial) de Bradyrhizobium japonicum estirpe CPAC 15 (semia 5079) e
Bradyrhizobium diazoefficiens estirpe CPAC 7 (semia 5080), na dose de 2 mL kg™ de
sementes. Para os tratamentos com Azospirillum foi utilizado inoculante liquido contendo
Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 com garantias de 2 x 102 UFC mL™, na dose
de 2 mL kg™ de sementes. O enraizador utilizado foi um produto com garantias de: célcio (Ca)
- 0,22 g L™ enxofre (S) - 4,4 g L™; molibdénio (Mo) - 5,5 g L™; potassio (K.0) - 2,2 gL e
zinco (Zn) 8,8 g L™, na dose de 2 mL kg™ de sementes. As doses utilizadas foram de acordo

com as recomendagdes do fabricante dos produtos. As sementes foram inoculadas uma hora
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antes da semeadura e mantidas a sombra em ambiente arejado para secagem. A
homogeneizacdo do tratamento quimico, bem como dos inoculantes junto as sementes, foi
realizado com auxilio de sacos de polietileno (5 L). Para cada tratamento foram tratadas 0,1
kg de sementes, afim de facilitar a dosagem dos produtos, com volume de calda de 6 mL kg™
de sementes.

O experimento no laboratdério de sementes foi instalado no més de fevereiro de 2016.
Utilizou-se a cultivar Nidera 6209 Roundup Ready, pertencente ao grupo de maturacgdo 6.2,
com tipo de crescimento semideterminado, flores roxas, alto potencial de ramificacdo, com
recomendacdo de populacdo de plantas entre 200 e 300 mil plantas ha® (NIDERA
SEMENTES LTDA, Registro n° 29989).

As plantulas foram submetidas aos testes de primeira contagem (PC) e percentual de
germinacdo (PG) conforme Regras para Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009). O teste
de PC e PG foi realizado com quatro repeticbes de 50 sementes, semeadas em rolos de trés
folhas de papel toalha (germitest) umedecidas com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes a
massa do papel seco. Os rolos de papel foram acondicionados em sacos plasticos e levados ao
germinador do tipo Biochemical oxygen demand (B.O.D.), e foram mantidos na posicéo
vertical, sob temperaturas conforme os tratamentos descritos pelo periodo de oito dias. Para
avaliacdo da germinacdo foi realizada a primeira contagem aos cinco dias e a contagem final
aos oito dias apos a semeadura (DAS). Os resultados foram expressos em porcentagem média
de plantulas normais.

O teste de comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR), foi
realizado com quatro repeticdes de 25 sementes, semeadas em rolos de trés folhas de papel
toalha (germitest) umedecidas com agua destilada na proporcéo de 2,5 vezes a massa do papel
seco. Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos e levados ao germinador tipo B.O.D.,
e foram mantidos na posicdo vertical, sob temperaturas de acordo com cada tratamento pelo
periodo de sete dias. Apos este periodo foram retiradas as primeiras 10 plantulas normais por
repeticdo e medidas com régua milimétrica (raiz primaria e hipocétilo), expressando 0s

resultados em centimetros por plantula (NAKAGAWA,1999).
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Para determinagdo dos parametros morfolégicos do sistema radicular foram utilizadas
raizes de quatro plantulas normais por repeticdo, obtidas aleatoriamente do teste de
comprimento de plantulas. As raizes das plantulas de cada tratamento foram digitalizadas com
auxilio de um Scanner Epson 11000 XL, as quais foram dispostas em uma pequena lamina de
agua, cuidando-se para ndo sobrep6-las. Apds este procedimento as raizes foram analisadas
com auxilio do Software WinRhizo Pro, determinando o comprimento total de raiz (CTR),

area superficial de raiz (ASR), volume de raiz (VR) e didmetro de raiz (DR).

Experimento 2

O experimento 2 foi conduzido em uma casa de vegetacdo ndo climatizada,
pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM,
no municipio de Santa Maria, RS, no periodo de 21 de outubro a 05 de dezembro de 2016.
Foram utilizados vasos com 6 dm?3 de solo seco ao ar, caracterizado como um Argissolo
Vermelho Distrofico Arénico (EMBRAPA, 2013), pertencente a Unidade de Mapeamento S&o
Pedro. O solo foi coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade, posteriormente foi
deixado secar a sombra e homogeneizado. O solo apresentou 0s seguintes atributos quimicos
e fisicos: pH em &gua - 5,5; MO - 2,6%; argila - 26,0%; P weniichz - 9,8 mg dm®; K - 0,215
cmol. dm*; Ca - 5,9 cmol, dm*; Mg - 3,4 cmol. dm?; S - 12,9 mg dm®; H + Al - 3,1 cmol, dm?;
CTC - 12,6 cmol, dm*; V% - 75,4,

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em um fatorial
(7 x 4), sendo sete inoculacBes e quatro umidades, com trés repeticdes. Os tratamentos quanto
a inoculacdo foram: ndo inoculado (NI); ndo inoculado, com o fornecimento de nitrogénio na
dose de 700 mg planta™ (N1+N); inoculagdo com Bradyrhizobium [I (Brady)]; enraizador (E);
inoculacdo com Bradyrhizobium + enraizador (I+E); co-inoculacdo com Bradyrhizobium +
Azospirillum brasilense (I+Azo); co-inoculagcdo com Bradyrhizobium + Azospirillum
brasilense + enraizador (1+Azo+E). Quanto aos niveis de umidade do solo foram de 25, 50,

75 e 100% da capacidade de retencdo de agua do solo (CR). O tratamento de sementes e as
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inoculacbes foram realizadas com o0s mesmos produtos e métodos j& descritos para o
experimento 1.

Para determinar os niveis de umidade do solo, foram utilizadas quatro repeticbes de
100 g de solo seco em estufa a 65°C, este foi levado ao laboratorio onde foi alocado em um
funil com um papel filtro, derramando-se 100 mL de agua por repeti¢do. Apo6s 24 h o solo foi
novamente pesado e por diferenca do solo seco para o solo umido estabelecido o limite
superior de retengcdo de agua do solo (100% da capacidade de retencdo). Posteriormente o
volume de &gua para cada nivel de umidade foi ajustado pela massa de solo utilizada nos
Vasos.

Os nutrientes fosforo (P) e potéassio (K) foram aplicados nas dosagens de 290 mg dm3
e 70 mg dms respectivamente, de acordo com a analise do solo e as recomendacdes de Novais
et al. (1991). Estes foram homogeneizados individualmente no volume de solo da cada vaso.
A adubacdo com N foi realizada apenas para o tratamento NI+N, aplicando-se 700 mg planta™,
parcelado em quatro aplicacdes de 175 mg planta™ realizadas semanalmente (CAMPO;
HUNGRIA, 2007), com a primeira aplicacdo realizada no momento da semeadura antes da
primeira irrigacdo. O P foi fornecido na forma de superfosfato triplo (46% de P), o K na
forma de cloreto de potéssio (60%), e 0 N na forma de ureia (45% de N).

A semeadura foi realizada no dia 21 de outubro de 2016, utilizou-se a mesma cultivar
do experimento 1. Foram semeadas 10 sementes equidistantes por vaso a trés centimetros de
profundidade. No momento da semeadura foi aplicado o nivel de 50% da CR para todos 0s
tratamentos, afim de possibilitar e ndo prejudicar a emergéncia das plantas nos tratamentos
com baixo e elevado teor de umidade. Aos sete DAS foi realizado o desbaste deixando-se
quatro plantas equidistantes por vaso. Nesta data foram aplicados os tratamentos de umidade e
mantidos até o final da conducdo do experimento. A umidade do solo foi controlada com
pesagens diarias dos vasos por meio de amostragens, a reposicdo de agua foi realizada
diariamente por tubos de PVC (19 mm de diametro interno) perfurado (furos de 3 mm)
instalado no centro de cada vaso. A pesagem de todos 0s vasos com ajuste de umidade e o

rodizio foi realizado a cada trés dias.
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Aos 35 dias apds a emergéncia (DAE) foram determinadas as seguintes variaveis:
namero de folhas (NF), determinada pela média da contagem direta do niamero de folhas de
todas as plantas do vaso, massa seca da parte aérea (MSPA) (plantas cortadas no ponto de
insercdo dos cotilédones), numero de nédulos (NN), massa seca de ndédulos (MSN) e massa
seca de raiz (MSR). Para determinacdo do NN as raizes de todo o volume do vaso foram
lavadas e posteriormente os nédulos foram separados das raizes e contabilizados. O material
coletado (parte aérea, raizes, nddulos) foi acondicionado em sacos de papel e colocado em
estufa com circulagdo de ar forcado a 60°C até atingir massa constante, posteriormente pesado
em balanca de precisdo de 0,1 g. Também foi realizada uma avaliacdo indireta do teor de
clorofila, mensurada com um clorofildometro da marca comercial ClorofiLOG® modelo CFL
1030, produzido pela Falker Automacdo Agricola, equipamento que fornece um indice
adimensional, o indice de Clorofila Falker (ICF). Esta mensuracéo foi realizada no foliolo do
meio no terceiro trifélio completamente desenvolvido de cima para baixo de todas as plantas
do vaso, totalizando quatro mensuragdes por repeticao.

Os resultados foram submetidos as pressuposicdes do modelo matematico,
posteriormente foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de F. Para as
médias das variaveis qualitativas quando significativas, foram comparadas pelo teste de
Sckott-Knott a 5% de probabilidade, e para as médias das variaveis quantitativas quando
significativas foram submetidas a analise de regressao polinomial. Foi utilizado o software
estatistico Sisvar® (FERREIRA, 2008), e para a realizacdo dos graficos foi utilizado o

software Sigma Plot 12.5.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Experimento 1
Na andlise de variancia do experimento 1, houve efeito significativo para a interacéo

entre inoculacdo e temperatura para as variaveis analisadas (p<0,05), exceto para o PG onde
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apenas a temperatura foi significativa.
No teste de PC, a testemunha ndo inoculada foi o tratamento com maior percentual, e
o tratamento com I+E apresentou as menores médias, sendo o Unico tratamento que teve
diferenca minima significativa, diferindo da testemunha ndo inoculada na faixa entre 19 e
33°C, sendo que na temperatura de 26°C onde ambos tiveram o melhor desempenho, a
testemunha foi 11% superior (Figura 1A). Os demais tratamentos também foram inferiores em
relacdo a testemunha para esta variavel, porém sem diferir estatisticamente. Bulegon et al.
(2014) verificaram médias inferiores na PC para a cultivar Apolo e Turbo quando foi utilizada
a co-inoculacéo, verificando que existe diferenca no comportamento de cultivares em relacéo
a inoculacdo de sementes e germinacdo, possivelmente devido a fatores genéticos, vigor e
quantidade de reservas acumuladas. O desenvolvimento mais lento de plantulas que
receberam as inoculagdes e principalmente o enraizador pode estar relacionado ao efeito
toxico dos nutrientes presentes neste produto junto as sementes (PLAZINSK; ROLFE, 1985).
A utilizacdo de Bradirizobium spp., Azospirillum e o enraizador ndo interferiram no
PG das plantulas. Verifica-se que a inoculagdo normalmente tem influéncia no
desenvolvimento apenas a partir da germinacéo das plantas (ZILLI et al., 2006). O maior PG
foi encontrado na temperatura de 25°C, que é a temperatura preferencial para esta fase da
cultura (SMITH, 1995), nesta temperatura 93% das sementes germinaram. Nas temperaturas
de 15 e 35°C as plantas ndo emitiram raizes secundarias, ndo sendo contabilizadas no teste de
germinacdo (Figura 1 B). A auséncia do efeito das inoculacdes sobre a germinacdo pode estar
relacionada ao processo fisiologico de liberacdo natural de horménios e nutrientes que estéo
presentes nas sementes (TAIZ e ZIEGER, 2013). O percentual minimo de germinacao exigido
na legislacdo brasileira para a producdo de sementes de soja € de 80%, e valores acima deste
foram obtidos na faixa entre 22 e 28°C, isso demonstra a importancia de um bom manejo do
solo para manter a temperatura do solo adequada no momento da semeadura, afim de obter a
populacdo de plantas desejada.
O tratamento I+Azo+E apresentou superioridade de 4% no CPA em relacdo a

inoculacédo padréo na temperatura de 25°C que foi a que possibilitou o maior desenvolvimento
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das plantas, com 8,9 e 8,5 cm para a 1+Azo+E e NI respectivamente (Figura 1C). Isso deve-se
provavelmente aos estimulos na producdo de hormdnios vegetais que as bactérias promovem,

favorecendo a emisséo de raizes laterais e maior crescimento da parte aérea (CROZIER et al.,

1988).
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Figura 1. Primeira contagem (A), percentual de germinacdo (B), comprimento de parte aérea
(C) e comprimento de raiz (D), em funcdo de inocula¢bes nas temperaturas de 15, 20 25, 30 e
35°C, Santa Maria, RS, 2016.

Em relacdo ao comprimento de raiz, o tratamento 1+Azo foi o melhor tratamento,
sendo superior ao tratamento NI na faixa entre 20 e 25°C, a maxima eficiéncia técnica (MET)

foi na temperatura de 25°C com 15,6 cm, enquanto NI ficou com 13,5 cm, ou seja, a



35

co-inoculagdo incrementou em 15% o CR (Figura 1D). O maior crescimento inicial das
plantulas indica que as mesmas possam interceptar maior quantidade de luz solar e
consequentemente realizar mais fotossintese. Melhoria no sistema radicular deixa a planta
mais eficiente em absorver agua e nutrientes, bem como mais eficiente sob condicdes de baixa
disponibilidade hidrica, além de permitir maior competitividade em relacdo a plantas
daninhas.

Apds o escaneamento das raizes verificou-se que o tratamento co-inoculado (1+Az0)
promoveu médias superiores para 0 CTR, neste tratamento as meédias foram superiores
estatisticamente em relacdo ao NI na faixa entre os 17 aos 31°C (Figura 2A). Quando o
enraizador foi aplicado juntamente com a co-inoculacdo houve reducdo no CTR,
demonstrando que a adicdo deste produto que contém micronutrientes juntamente com a
inoculacdo e co-inoculacdo de sementes pode causar a morte das bactérias, devido as
formulages salinas e com baixo pH, causando reducio na nodulagio e na FBN (BARBARO
et al., 2009; EMBRAPA, 2014). O maior comprimento de raiz no tratamento co-inoculado foi
na temperatura de 25°C com comprimento de 37 cm, sendo 33% superior em relacdo a
testemunha com 28 cm. Ainda em relacdo a faixa de temperatura, verificou-se que o
tratamento co-inoculado chegou aos 28 cm ja na temperatura de 20°C, mantendo-se acima
deste valor até os 30°C, deste modo € possivel verificar uma ampla faixa de temperatura em
que este tratamento apresenta resultados positivos. Em relacdo a inoculacdo padrdo que teve
média de 29 cm aos 25°C, os ganhos foram de 27%. A area superficial de raiz e o volume de
também obtiveram as maiores médias para o tratamento com a co-inoculacdo sem o uso do
enraizador (Figura 2 B, D).

O aumento no namero de raizes laterais, da densidade de pélos radiculares e de suas
ramificacdes, favorece a infeccdo das raizes por Bradyrhizobium melhorando a FBN, isso esta
relacionado ao aumento na producdo de genes Nod quando é realizada a inoculacdo com

Azospirillum (BURDMANN et al., 2000).
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Figura 2. Comprimento total de raiz (A), area superficial de raizes (B), didmetro de raiz (C) e
volume de raizes (D) de plantulas de soja, em funcéo de inoculagdes nas temperaturas de 15,
20 25, 30 e 35°C, Santa Maria, 2016.

Para a varidvel DR os menores didmetros foram encontrados nos tratamentos com
temperaturas em torno dos 25°C (Figura 2 C). O tratamento I+Azo foi 0 que apresentou as
menores médias, principalmente na faixa entre 20 e 30°C, isso ocorreu por que este
tratamento favoreceu a emissdo de um maior namero de raizes, logo estas raizes mais novas
sdo de diametro menor, reduzindo a médias do diametro das raizes. A presenca de raizes
novas € interessante para a FBN, pois estdo mais propensas a infeccdo pelas bactérias, logo
existem mais pontos de infeccdo, bem como raizes finas sdo as principais responsaveis pela

absorcdo de agua e nutrientes (HUNGRIA, 2000).
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Experimento 2

No experimento 2 houve interagdo entre inoculacdo e umidade do solo para as
variaveis analisadas (P < 0,05), exceto para o0 NF e MSR.

Para a variavel NF ndo houve interacdo entre inoculacdo e umidade do solo, porém
ambos os fatores foram significativos. O tratamento NI+N apresentou 11% a mais de folhas
em relacdo aos demais tratamentos, e as inoculagcdes ndo diferiram entre si para esta variavel
(Tabela 1). Para os niveis de umidade do solo o maior desenvolvimento das plantas foi
observado na umidade de 63% da CR (Figura 3 A). A aplicacdo de N mineral para a cultura da
soja ndo é uma pratica recomendavel devido ao alto custo que representa, e pela inibi¢cdo ou
reducdo na formacdo de nodulos. Porém, quando aplicado via fonte mineral este esta
prontamente disponivel as plantas, ndo demandando gasto energético da planta na fase de
infeccdo e formacdo dos nodulos, bem como para a quebra do Ny, isso justifica os resultados

obtidos para o NF (HUNGRIA et al., 2007).

Tabela 1. Efeito da inoculacédo e da co-inoculacdo de sementes no nimero de folhas de soja.
Experimento realizado em casa de vegetacdo, em Santa Maria, RS, 2016.

Tratamentos” Numero de folhas

NI 6,080~

NI+N 6,81 a

| (Brady) 6,14 b
E 6,14 b

I+E 6,06 b
I+Az0 6,16 b
I+Azo+E 6,18 b
CV % 4,93
Média 6,22

*Tratamentos: NI - ndo inoculado; NI+N - ndo inoculado com 700 mg planta™; | (Brady) - inoculacdo com
Bradyrizhobium; E - enraizador; I+E - inocula¢do com Bradyrizhobium + enraizador; 1+AZO — co-inoculagdo de
Bradyrizhobium + Azospirillum brasilense; I1+AZO+E - co-inoculagdo de Bradyrizhobium + Azospirillum
brasilense + enraizador. **médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Skott-Knott (o< 0,05).
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Figura 3. Numero de folhas (A), indice de clorofila falker (B), nimero de nédulos (C), massa
seca de nodulos (D), massa seca da parte aérea (E) e massa seca de raiz (F) de plantas de soja,
em funcdo de inoculacGes em solo com umidades de 25, 50, 75 e 100% da capacidade de
retencdo, Santa Maria, RS, 2016.
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Para o ICF a aplicacdo de fertilizante nitrogenado possibilitou incremento para esta
variavel (Figura 3B), apresentando diferenca significativa acima de 39% da CR. 1sso esta
relacionado a um maior teor de clorofila nas folhas, uma vez que o N faz parte da molécula de
clorofila, demonstrando que estas plantas estdo melhor nutridas em relacdo ao N. Nogueira et
al. (2010) mensuraram o teor de clorofila de plantas de soja com doses crescentes de N de até
200 kg ha™, verificando um acréscimo linear no teor de clorofila até a dose testada.

O ICF apresentou pouca variagdo entre as inoculagdes, caindo drasticamente para 0s
niveis de umidade acima dos 50%. A reducdo no teor de clorofila foliar nas plantas que
estavam bem hidratadas justifica-se pelo maior teor de agua no interior da folha (GAMON;
PEARCY, 1989). Santos et al. (2006), observaram que plantas de soja submetidas a restri¢éo
hidrica apresentaram teor de clorofila superior em relacdo a plantas bem hidratadas. Ja no teor
de umidade de 100%, devido ao estresse hidrico causado pelo excesso de umidade do solo as
plantas apresentaram aspecto amarelado. Segundo Pires et al, (2002), o encharcamento do
solo provoca alteracbes na atmosfera do mesmo, causando a reducdo nos niveis de Oy,
acumulando CO,, metano etileno, gas sulfidrico, H, e consequentemente reducdo na
respiracao.

Neste trabalho ndo foram encontradas diferencas significativas para a MSR, porém foi
possivel verificar incremento no NN e MSN para os tratamentos com a co-inoculacdo (Figura
3 C, D). Conforme verificado por Burdmann et al, (2000), a utilizacdo de Azospirillum na soja
favorece a emissdo de raizes laterais, permitindo uma melhor exploracdo do volume de solo,
facilitando o contato entre raiz e bactérias Bradyrhizobium, permitindo assim melhorias na
nodulacéo.

A co-inoculagdo promoveu aumento no nimero de nddulos, sendo que o tratamento
I+Azo foi o tratamento para esta variavel. Em relacdo a inoculacdo apenas com
Bradyrhizobium, a co-inoculacdo 1+Azo foi superior estatisticamente a este tratamento nas
umidades acima de 70%, aumentando a diferenca entre estes tratamentos até a umidade de

100%. No ponto de maxima eficiéncia técnica que foi na umidade de 76% com média de 112
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nddulos por planta para 1+Azo, sendo 20% superior ao | (Brady) com 93 nddulos por planta,
ja em relacdo a testemunha NI com 85 nddulos por planta o incremento foi de 31%.

Para o tratamento com aplicacdo de N mineral a formacao de nddulos ficou abaixo dos
demais tratamentos, com média de apenas 2,5 nddulos por planta, ndo havendo equagdo com
grau de ajuste significativo. Isto demonstra que a aplicacdo deste nutriente na forma mineral
torna-se extremamente prejudicial a formacdo de nddulos, além de gerar um custo
desnecessario. O fornecimento de N mineral inibe a formagdo de nddulos, podendo ou ndo
retomar no momento em que este se esgota (HUNGRIA et al., 2007). A aplicagcdo de N
mineral inibe a atividade da nitrogenase em muitos organismos diazotroficos de forma
irreversivel, podendo reduzir sua atividade para menos de 10% da eficiéncia inicial, além de
inibir a sintese da nitrogenase (REIS; TEIXEIRA, 2005). Um fator prejudicial é que as raizes
ja formadas tornam-se mais resistentes a infeccédo, isto faz com que apenas as raizes novas
que estdo sendo formadas possam ser infectadas (HUNGRIA et al., 2007). Assim, qualquer
fator que possa interferir na infeccdo e formacdo dos nddulos resultara em reducgéo
irreversivel destes, pois 0 momento favoravel a infeccao ja foi perdido.

No nivel de 25% de umidade ndo houve a formagdo de nodulos devido a baixa
disponibilidade hidrica. O déficit hidrico dependendo da época e da intensidade compromete a
sobrevivéncia das bactérias (SANTOS et al., 2012). Além de limitar a formacdo e a
longevidade dos nodulos, o déficit hidrico pode também inibir a sintese de leghemoglobina
que é responsavel pelo transporte de oxigénio (O,) em quantidades suficientes até a
nitrogenase que é sensivel ao excesso de O, (TAIZ; ZIEGER, 2013).

A MSPA foi superior nos tratamentos com maior ICF, evidenciando que as plantas que
receberam N mineral estavam melhor nutridas. O N exerce papel fundamental no
metabolismo das plantas, atuando da sintese de proteinas, acidos nucleicos, e por ser
constituinte da molécula de clorofila (TAIZ; ZIEGER, 2013). Porém, plantas com maior
MSPA ndo necessariamente vao resultar em maiores produtividades. Zilli et al. (2010)

verificaram aumento no teor de MSPA em plantas que receberam 200 kg ha® quando
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comparadas a inoculacdo com Bradyrhizobium, porém sem diferenca estatistica para a
produtividade.

A MSR néo foi influenciada pelas inoculagcGes, apenas os niveis de umidade do solo
foram significativos. Pela equacéo ajustada foram encontrados os maiores valores na umidade
de 62% da CR, com 1,73 g de raiz por planta (Figura 3F). Neste teor de umidade foi 0 que a
planta mais conseguiu aproveitar a agua disponivel, visto que o déficit ou excesso hidrico séo
prejudiciais. Também foi préximo a este nivel de umidade que a planta apresentou valores
superiores para 0 numero e massa seca de nodulos, demostrando que um bom sistema
radicular permite melhor exploracdo do volume de solo pelas raizes, e consequentemente mais
area para infeccdo por Bradyrhizobium. Serafim et al. (2012), testando doses de potassio e
niveis de umidade do solo verificaram que o maior namero de gréos por vaso foi obtido na
umidade de 59%, demonstrando que a umidade do solo em torno de 60% da CR € o nivel em
que as plantas melhor se desenvolvem.

A maior MSR possibilita que as plantas explorem um maior volume de solo,
aumentando a absorcdo de agua e nutrientes, consequentemente resultando em maior acumulo
de nutrientes na parte aérea. Este processo ira influenciar na fotossintese que ¢é a captacdo da
energia solar para ser transformada em energia quimica e posteriormente acumulada em
esqueletos carbOnicos. Para o bom funcionamento deste processo € indispensavel que as
plantas ndo estejam sob efeito de estresse hidrico, assim, quanto mais as plantas absorvem a
luz solar, maior é a producdo de foto assimilados, logo, maior é a quantidade de assimilados

enviados para o sistema radicular (TAIZ; ZIEGER, 2013).

CONCLUSOES

A co-inoculacdo promove melhorias no sistema radicular da soja, em relacdo ao
comprimento, volume, area superficial e diametro de raizes. Sendo superior a testemunha néo

inoculada na faixa de temperatura entre 20 e 30°C.
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A co-inoculagdo aumenta a nodulagéo das plantas de soja, em termos de massa seca de
nddulos e nimero de nddulos. Na faixa entre 56 e 96% da capacidade de retengdo de agua do
solo a co-inoculacdo obteve médias superiores quando comparada a inoculagdo padréo.

O enraizador ndo proporcionou melhorias no sistema radicular e na nodulagdo das
plantas de soja. Além de causar reducdo no comprimento e na area superficial de raiz quando

utilizado juntamente com a co-inoculagéo.
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4 ARTIGO 2 - UMIDADE DO SOLO COMO CONDICIONANTE PRODUTIVO DA
CULTURA DA SOJA PELO USO DE INOCULACAO, CO-INOCULACAO E
ENRAIZADOR

RESUMO - A inoculacdo na cultura da soja é uma pratica indispensavel para a obtencdo de
altas produtividades, isso se deve pela participacdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio que é a
principal responsavel por suprir a demanda deste nutriente pela cultura. Porém, alguns fatores
ambientais podem afetar drasticamente a sobrevivéncia das bactérias responsaveis por este
processo. Neste sentido, objetivou-se com este trabalho verificar possiveis contribuicdes da
umidade do solo sobre este processo. Foram realizados dois experimentos a campo, sendo em
duas datas de semeadura, 24/11/2015 e 17/12/2015, em um fatorial 7 x 2, com quatro
repeticdes. Os tratamentos quanto a inoculagdo foram: ndo inoculado (NI); ndo inoculado,
com o fornecimento de nitrogénio na dosagem de 200 kg ha™ (NI+N); inoculacdo com
Bradyrhizobium [I (Brady)]; enraizador (E); inoculacdo com Bradyrhizobium + enraizador
(1+E); co-inoculagdo com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense (1+Azo); co-inoculacao
com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense + enraizador (I+Azo+E). O segundo fator foi
a utilizacdo ou ndo de um jato dirigido de agua (200 L ha™) sobre as sementes no sulco de
semeadura. Foi avaliado o estabelecimento inicial das plantas, a nodulacdo, e 0s componentes
da produtividade. A utilizacdo de agua no sulco de semeadura ndo interfere na nodulacéo e
nos componentes da produtividade das plantas de soja. A co-inoculacdo aumenta a nodulacéo

das plantas de soja, em termos de massa seca de nédulos e numero de nodulos.

Palavras chave: Bradyrhizobium spp. Azospirillum brasilense. Soja.
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SOIL HUMIDITY AS APRODUCTIVE CONDITIONER OF SOYBEAN CULTURE
BY THE USE OF INOCULATION, CO-INOCULATION AND ROOTING

ABSTRACT - Soybean inoculation is an indispensable practice to obtain high yields, due to
the participation of the biological nitrogen fixation that is the main responsible for supplying
the nutrient demand for the crop. However, some environmental factors can drastically affect
the survival of the bacteria responsible for this process. In this sense, the objective of this
work was to verify possible contributions of soil moisture on this process. Two experiments
were carried out in the field, being in two dates of sowing, 11/24/2015 and 12/17/2015, in a
factorial 7 x 2, with four replications. The inoculation treatments were: noninoculated (NI);
Not inoculated, with the nitrogen supply at the dosage of 200 kg ha-1 (NI + N); Inoculation
with Bradyrhizobium [I (Brady)]; Rooting machine (E); Inoculation with Bradyrhizobium +
rooting (I + E); Co-inoculation with Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense (I + Azo0);
Co-inoculation with Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense + rooting (I + Azo + E). The
second factor was the use or not of a directed water jet (200 L ha-1) on the seeds in the
sowing furrow. The initial plant establishment, nodulation, and productivity components were
evaluated. The use of water in the sowing furrow does not interfere with nodulation and
soybean productivity components. Co-inoculation increases nodulation of soybean plants, in

terms of nodule dry mass and nodule number.

Keywords: Bradyrhizobium spp. Azospirillum brasilense. Soybean.



49

INTRODUCAO

O grdo de soja [Glycine max (L.) Merrill] é a principal commodity brasileira na
atualidade, devido a sua importancia na alimentacdo humana e animal (CONAB, 2017), e
pelo alto teor de dleo e proteina (40%) (ALBRECHT et al., 2008). O Brasil € o segundo maior
produtor mundial de soja, principalmente pelas condi¢fes ambientais favoraveis, e as
tecnologias utilizadas, o que torna esta cultura importante economicamente para o0 pais
(HUNGRIA et al., 2005). Por possuir elevado teor de proteina, o grdo incorpora grandes
quantidades de nitrogénio (N), e aproximadamente 90% do N estd na forma organica, como
aminoacidos, proteinas, aminas, purinas, coenzimas, entre outros (SFREDO; BORKERT,
2004).

Para a producdo de uma tonelada de gréos de soja sé@o necessarios aproximadamente
78 kg de N (PRADO, 2008), e as principais fontes de N disponiveis sdo a decomposicdo da
matéria organica, os fertilizantes nitrogenados, e a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN)
(DOMINGOS et al., 2015). Na soja o processo de FBN é realizado pela simbiose entre as
plantas e bactérias do género Bradyrhizobium spp. (CAMPOS et al., 2001). Neste contexto, a
utilizacdo de microrganismos que fixam nitrogénio do ambiente é uma tecnologia de extrema
importancia, tornando a soja brasileira ainda mais rentavel e competitiva no mercado mundial.

A simbiose realizada entre a cultura da soja e bactérias do género Bradyrhizobium é
conhecida a muitas décadas, porém o processo de inoculacdo e as condi¢cGes ambientais nem
sempre sdo adequados, ndo permitindo que o processo de FBN possa expressar todo o seu
potencial (SEDIYAMA, 2009). Bradyrhizobium tem a caracteristica de formar nddulos nas
raizes das plantas, local onde se alojam e realizam as reacbes de FBN, processo que €
realizado pela enzima nitrogenase, que fixa o N, atmosférico na forma de amdnia (NH3) que
logo é convertido em amdnio (NH4"), amidas e ureideos, que sdo transportados para a parte
aérea das plantas onde entrardo no metabolismo do N (ORMENO-ORRILLO et al., 2013).
Neste contexto, a inoculagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) é a alternativa de
menor custo beneficio para a cultura da soja, quando comparada com a aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA et al., 2013). Assim constantemente novos estudos sao

desenvolvidos com o intuito de melhorar 0 ambiente para as bactérias, bem como selecionar
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espécies e associacfes de bactérias que possam produzir efeitos sinérgicos na FBN
(BARBARO et al., 2009; HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2015).

Neste contexto surge a técnica da co-inoculacdo, que na cultura da soja é realizada
com a associacdo de bactérias do género Bradyrhizobium com bactérias da espécie
Azospirillum brasilense. Azospirillum brasilense pertencem a um grupo conhecido como
bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP). Séo assim denominadas devido a sua
capacidade de colonizar as raizes das plantas, estimulando o crescimento radicular
(KLOEPPER et al., 1989). Plantas inoculadas com Azospirillum brasilense apresentaram
maior massa de raizes, favorecendo a absorcdo de nutrientes, atribuindo este efeito a producéo
de hormonios de crescimento, dentre eles auxinas, giberilinas e citocininas (TIEN et al., 1979).
A co-inoculacdo tem demonstrado resultados importantes para a cultura da soja e do feijéo,
com maior crescimento de parte aérea e do sistema radicular possibilitando aumento na
produtividade de grdos (BENINTENDE et al., 2010).

A eficiéncia da FBN é dependente do ambiente em que as bactérias sdo submetidas,
interferindo na multiplicacdo e mobilidade das mesmas. Dentre os fatores que interferem
pode-se citar a acidez do solo, o estresse hidrico e as temperaturas elevadas (HUNGRIA et al.,
2000). A FBN ¢é afetada por estes e outros fatores, porém altas temperaturas do solo e a baixa
umidade sdo ditas como as principais causas da baixa nodulacdo e consequentemente da
reducdo na quantidade de N fixado (HUNGRIA et al., 2000, 2015). A disponibilidade hidrica
é um fator que interfere no processo de germinacdo das sementes de soja (MARCOS FILHO,
1986), consequentemente isso ira interferir na emissao de raizes e no processo de troca de
sinais entre plantas e bactérias.

Uma tecnologia que é amplamente utilizada na cultura da soja é o tratamento de
sementes com fungicidas e inseticidas. Além destes, em muitos casos costuma-se utilizar
reguladores do crescimento vegetal, que podem alterar o crescimento e desenvolvimento das
plantas (HENNING, 2005). Existem relatos da utilizacdo de produtos ditos como
bioestimulantes e biorreguladores, que possuem a capacidade de alterar processos fisioldgicos
nas plantas (CASTRO; VIEIRA, 2001). Outra tecnologia que costuma ser empregada € a
suplementacdo das sementes com nutrientes. Existem muitos produtos formulados contendo

macro e micronutrientes com a finalidade de suplementacdo mineral via sementes. A
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utilizacdo destes elementos nas sementes tem por objetivo facilitar o contato entre plantulas e
nutrientes, afim de favorecer um rapido desenvolvimento inicial, além de favorecer o
estabelecimento do sistema radicular (SFREDO, 2010). Dentre os nutrientes mais utilizados
na soja, destacam-se o cobalto e o molibdénio, principalmente pela participacdo destes no
processo de FBN (TAIZ; ZIEGER, 2013).

Objetivou-se com o presente trabalho verificar a contribuicdo da umidade do solo

condicionando a inoculagéo, a co-inoculacéo e a utilizacdo de um enraizador.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na area experimental da Coxilha pertencente ao
departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa
Maria - UFSM, situado no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, a 29° 72' de latitude
sul, 53° 73' de longitude oeste e 116 metros de altitude.

O solo da regido é classificado como Argissolo Vermelho Distrofico Arénico
(EMBRAPA, 2013), pertencente a Unidade de Mapeamento Séo Pedro. O solo apresentou 0s
seguintes atributos quimicos e fisicos: pH em agua, 6,0; MO, 3,1%; argila, 35%; P wmeniich 1,
18,0 mg dm®; K, 0,286 cmol. dm?*; Ca, 6,9 cmol. dm*; Mg, 2,8 cmol, dm®; S, 10,8 mg dm®; H
+ Al, 3,5 cmol, dm®; CTC, 13,2 cmol. dm*; V%, 74,0. A classificacdo climatica da regido de
acordo com Koppen é do tipo Cfa, sendo subtropical umido com verfes quentes e sem estacao
seca definida (PEEL et al., 2007). A temperatura média do ar para 0 més de janeiro € de
24,7°C e a precipitacdo média anual é de 1712,4 mm, distribuida de maneira uniforme nas
quatro estacdes do ano (HELDWEIN et al., 2009).

Foram instalados dois experimentos, em duas datas de semeadura, dentro do
zoneamento agricola para a regido, sendo 24/11/2015 para o experimento 1 e 17/12/2015 para
0 experimento 2. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em um
fatorial 7 x 2, com quatro repeticdes. Os tratamentos quanto a inoculacdo foram: ndo
inoculado (NI); ndo inoculado, com o fornecimento de nitrogénio na dosagem de 200 kg ha™

(NI+N); inoculagdo com Bradyrhizobium [I (Brady)]; enraizador (E); inoculagdo com



52

Bradyrhizobium + enraizador (I+E); co-inoculagdo com Bradyrhizobium + Azospirillum
brasilense (1+Azo0); co-inoculagdo com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense +
enraizador (1+Azo+E). O segundo fator foi a utilizacdo ou ndo de um jato dirigido de &gua
(200 L ha™) sobre as sementes no sulco de semeadura.

As unidades experimentais foram constituidas por cinco fileiras de semeadura com
espacamento de 0,45 m entre fileiras, com 7,75 m de comprimento, totalizando 17,43 m? de
area total por parcela, sendo colhidas as trés fileiras centrais por cinco metros de comprimento,
totalizando 6,75 m? de area til de colheita.

A cultivar utilizada foi a Nidera 6209 Roundup Ready pertencente ao grupo de
maturagdo 6.2, com habito de crescimento determinado, flores roxas, alto potencial de
ramificacdo, com recomendacéo de populacdo de plantas entre 280 e 350 mil plantas ha™.
(NIDERA SEMENTES LTDA, Registro n° 29989). A densidade de semeadura utilizada foi de
35 sementes por m2, com 93% de germinacdo. O tratamento de sementes foi realizado com
produto comercial formulado a base de piraclostrobina 25 g L™ + tiofanato metilico 225 g L™
+ fipronil 250 g L™ (Standak Top®) na dose de 2 mL kg™ de sementes. O tratamento das
sementes foi realizado manualmente com o auxilio de sacos de polietileno com capacidade de
20 L, onde foram colocados 3 kg de sementes e posteriormente a calda de produto (6mL kg™).
Este foi agitado durante dois minutos até obter a uniformidade do produto sobre as sementes.

A inoculacdo com Bradyrhizobium foi realizada com inoculante liquido com garantia
de 7 x 10° unidades formadoras de coldnia (UFC mL™ de produto comercial) de
Bradyrhizobium japonicum estirpes CPAC 15 (semia 5079) e Bradyrhizobium diazoefficiens
estirpe CPAC 7 (semia 5080), na dose de 2 mL kg™ de sementes. Para os tratamentos com
Azospirillum foi utilizado inoculante liquido contendo Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5
e Ab-V6 com garantias de 2 x 10 UFC mL™, na dose de 2 mL kg™ de sementes. O enraizador
utilizado foi um produto com garantias de: calcio (Ca) - 0,22 g L™, enxofre (S) - 4,4 g L™,
molibdénio (Mo) - 5,5 g L™, potassio (K;0) - 2,2 g L™ e zinco (zn) - 8,8 g L?, o qual foi
utilizado na dose de 2 mL kg™ de sementes. Para a inoculacdo foram utilizados 3 kg de
sementes por tratamento, as quais foram colocadas em um saco de polietileno (20 L) e

posteriormente foi adicionado o inoculante, o volume de sementes foi agitado até o volume de
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calda (6 mL kg™) estar homogeneizado nas sementes. Apds a inoculacdo as sementes foram
deixadas secar a sombra por 30 minutos.

A adubacédo de base foi realizada conforme a Comissdo de Quimica e Fertilidade do
Solo (CQFS, 2004). A adubagdo com P,0se K,O foi realizada com o sistema sulcador da
semeadora, utilizando 300 kg ha™ da formulagdo NPK 00-23-30, a férmula foi obtida pela
mistura manual de superfosfato triplo com cloreto de potassio. Para a testemunha com N, 0s
200 kg ha™ foram parcelados em quatro aplicacdes de 50 kg ha™, nos estadios V2, V4, V6 e
R1. Os demais tratos culturais foram realizados conforme as indicacfes técnicas para a cultura
no Rio Grande do Sul (Indica¢es Técnicas para a Cultura da Soja no Rio Grande do Sul e em
Santa Catarina, safras 2014/2015 e 2015/2016 (EMBRAPA, 2014).

A temperatura do solo foi avaliada até 14 e sete dias ap0s a semeadura para 0S
Experimentos 1 e 2 respectivamente. Foram instalados trés termdmetros do tipo espeto (12 cm
de haste) no sulco de semeadura, e as leituras foram realizadas em trés profundidades (1, 5, e
10 cm), duas vezes ao dia (09:00 e 15:00 h). A umidade do solo foi avaliada até a primeira
chuva apds a semeadura, totalizando trés dias para o experimento 1 e nenhum dia para o
experimento 2. O solo foi coletado com uma pa de corte na linha de semeadura (20 x 10 x 5
cm). No estadio V2 (primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida) (FEHR E
CAVINESS, 1977), foi realizada a contagem da populacdo inicial de plantas (PI),
contabilizando dois metros no centro das trés fileiras centrais de cada parcela. No estadio
fenologico R2 (pleno florescimento, uma flor aberta num dos dois Gltimos nés do caule com
folha completamente desenvolvida), foi realizada a coleta de plantas para contagem dos
nodulos. Foram coletadas quatro plantas por parcela, e a partir destas foi contabilizado o
nimero de nédulos por planta (NNP, planta™). Ap6s a contagem os nddulos foram lavados e
levados a estufa de circulacdo de ar forcada a 60°C até atingir massa constante, entdo
determinada a massa seca de nédulos por planta (MSN, g planta™) em balanca com preciséo
de trés casas decimais. A parte aérea das plantas coletadas para a contagem de nddulos foi
acondicionada em sacos de papel e colocada para secar em estufa de circulacdo de ar forcada
a 60°C até atingir massa constante para determinar a massa seca da parte aérea (MSP, g

planta™).
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No estadio R8 (95% das vagens com coloracdo de madura) repetiu-se a contagem de
plantas do mesmo modo que foi realizado em V2 afim de contabilizar a populacéo final de
plantas (PF). Neste mesmo estadio foi realizada a amostragem de cinco plantas por parcela,
que foram utilizadas para determinar os componentes da produtividade e do crescimento das
plantas. Foi contabilizado o nimero de legumes por planta (NLP, planta™), e o nimero de
grédos por legume (NGL, legume™), separando legumes de um, dois, trés e quatro graos. Estas
plantas também foram utilizadas para determinar a altura de insercéo da primeira vagem (IPV,
cm planta™), e a altura de plantas (AP, cm planta™). A colheita das plantas foi realizada com
uma moto segadeira, foram trilnadas e limpas, posteriormente pesadas e aferido o teor de
umidade das mesmas, sendo corrigido para 13% para a obtencdo da produtividade de gréos
(PG, kg ha™) e massa de mil grdos (MMG, g).

Os resultados foram submetidos as pressuposi¢des do modelo matematico (STEEL et
al., 1997), posteriormente submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de F. Para as
médias das variaveis com diferenca estatistica foi realizado o teste de comparacdo de médias
de Sckott-Knott a 5% de probabilidade, com o auxilio do software estatistico Sisvar®

(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES

No extrato do balanco hidrico € possivel observar que durante a fase inicial de
estabelecimento da cultura ndo houve restricdo hidrica (Figura 1). A partir do més de janeiro
houve reducdo nas precipitacbes, mesmo assim foram obtidas produtividades médias
proximas dos 4000 kg ha™.

Pelos registros da temperatura do solo realizada diariamente as 9 e as 15 horas, ndo
foram verificadas temperaturas superiores aos 35°C a 5 cm de profundidade (Figura 2). Neste
periodo avaliado possivelmente a temperatura ndo influenciou na sobrevivéncia das bactérias
Bradyrhizobium no solo. Segundo Hungria et al. (1997), a temperatura ideal para a FBN em

leguminosas esta situada entre 27 e 40°C, porém quando ultrapassa os 37°C ja pode afetar a



55

sobrevivéncia dos rizébios, podendo causar alteracdes genéticas, resultando em individuos

menos eficientes no processo de FBN.
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Figura 1. Balango hidrico, de janeiro de 2015 a maio de 2016, com marcagOes das datas de
semeadura para o0s dois experimentos, Santa Maria, RS, 2016.

A produtividade da soja esta correlacionada com os componentes da produtividade,
que sdo o numero de plantas por area, 0 numero de legumes por planta, 0 nimero de gréos por
legume e a massa de graos, e o ambiente influencia diretamente estes componentes. Os
tratamentos ndo inibiram a germinacédo e o estabelecimento da cultura e a populacdo final de
plantas também ndo teve efeito dos tratamentos nos dois experimentos (Tabela 1). A soja
apresenta plasticidade quanto ao nimero de plantas, ajustando o ndmero de ramificacoes,
nimero de vagens e de grdos por planta dependendo do tipo de crescimento e das
caracteristicas genéticas e ambientais (AGUILA et al., 2011). Para 0 experimento 1 o nUmero
de vagens e a massa de grdos foram significativos, e para o experimento 2 apenas a massa de
grdos apresentou diferenca significativa. Sequndo BRANDALERO et al. (2009), alterac6es na
produtividade também podem estar correlacionado com alteracbes nos componentes da
nodulacdo como o nimero e a massa de nodulos. Perini et al. (2012), realizaram analise de
correlacdo dos componentes da produtividade com a produtividade de graos, verificando que
para cultivares de ciclo determinado os componentes que mais se correlacionam com a

produtividade sdo o nimero de vagens por planta e a massa de graos.
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Figura 2. Temperatura do solo apos a semeadura (1, 5 e 10 cm de profundidade). Experimento
1 (A e B), experimento 2 (C e D). Santa Maria, RS, 2016.

Em relacdo ao NNP, a nodulacdo média foi de 125 e 68 nddulos por planta para o
experimento 1 e experimento 2 respectivamente (Tabela 2). A inoculacdo das sementes foi
eficiente, e os tratamentos com a co-inoculacdo foram superiores. No experimento 1, houve
um acréscimo de 73 e 34% no NNP em relacdo a testemunha ndo inoculada e a inoculacdo
com Bradyrhizobium respectivamente. Para a MSN, os tratamentos com a co-inoculacao
também foram superiores aos demais tratamentos. A nodulacdo das plantas é de grande
importancia para a FBN, pois indica a presenca das bactérias responsaveis por este processo.

Segundo Hungria et al. (2007), durante a fase de floragc&o da cultura da soja, a presenca de 15
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a 30 nddulos por planta a campo indica uma boa nodulacdo, ou no caso da MSN, entre 100 e

200 mg de nodulos secos por planta.

Tabela 1. Populagéo inicial de plantas em V2 (x 1000) (PI, plantas ha™), e populagdo final de
plantas em R8 (x 1000) (PF, plantas ha™), em funcdo das inoculacdes na cultura da soja. Safra
2015/2016, em Santa Maria, RS.

Exp. 1 —24/11/2015 Exp. 2 — 17/12/2015

TRAT” P PF P PF
NI 280,0" 265,4"™ 310,1™ 309,8™
NI+N 266,6 236,5 304,0 296,2
| (Brady) 251,2 249,0 321,6 324,0
E 264,1 243,8 317,5 315,2
I+E 255,0 2273 308,3 308,0
1+AZO 265,7 2458 319,7 304,6
I+AZO+E 249,9 220,3 330,8 315,7

CV % 8,8 10,6 5,3 6,0
Média 261,8 2412 316,0 310,0

“Tratamentos: NI - ndo inoculado; NI + N - ndo inoculado com 200 kg N ha?; I (Brady) - inoculacdo com
Bradyrhizobium; E - enraizador; | + E - inoculacdo com Bradyrhizobium + enraizador; | + AZO — co-inoculacdo
com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense; | + AZO + E - co-inoculacdo de Bradyrhizobium +
Azospirillum brasilense + enraizador. ™n#o significativo pelo teste de F.

O maior NNP (Tabela 2) encontrado nos tratamentos com a co-inoculacéo
provavelmente esta relacionado ao estimulo na producdo de horménios de crescimento como
as auxinas, citocininas e giberelinas, solubilizacdo de fosfatos, producdo de sideroforos
(HUNGRIA et al., 2013). Em trabalhos realizados a campo e em condicGes controladas, foram
observadas alteragdes morfologicas no sistema radicular de plantas, verificando aumento no
namero e densidade de raizes, além da emissdo mais precoce (TIEN et al., 1979). A presenca
de um maior nimero de raizes e pélos radiculares proporciona maior ocupacao do volume de
solo, que diante da baixa mobilidade das bactérias, facilita o contato entre bactérias e raizes,
favorecendo a formacéo de nddulos com bactérias mais eficientes.

Para a MSP ndo foi observada diferenca significativa nos dois experimentos
(Tabela 2), e pode ser devido ao fato de que a quantidade de bactérias presentes no solo tenha
sido suficiente para o suprimento adequado do N para a cultura durante todo o ciclo, porém

neste trabalho ndo foram realizadas avaliagbes de quantificacdo de bactérias no solo, bem
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como ocupacao de bactérias nos nddulos. Benintende et al. (2010) verificaram maior acumulo
de biomassa da MSP na cultura da soja com a utilizagdo da co-inoculagdo em relacdo a
inoculagdo apenas com Bradyrhizobium. Contudo, o0 maior acumulo de MSP e de N para os
tratamentos com a co-inoculagdo foram verificados a partir do estddio R2, porém no presente

experimento esta avaliacdo foi realizada apenas no estadio R2.

Tabela 2. NGmero de nédulos por planta em R2 (NNP, planta™), massa seca de nodulos em R2
(MSN, mg planta™), massa seca de parte aérea de planta em R2 (MSP, g planta™), em funcio de
diferentes inoculagfes na soja. Safra 2015/2016, em Santa Maria, RS.

Exp. 1 — 24/11/2015 Exp. 2 - 17/12/2015
TRAT" NNP MSN MSP NNP MSN MSP
NI 99,9¢” 486,3 b 15,7"™ 70,1 b 2079 a 14,3"
NI+N 84,5 ¢ 1719 ¢ 17,5 28,1 ¢c 40,5 b 15,1
| (Brady) 128,3 b 496,0 b 14,4 91,5a 229.9 a 13,4
E 122,7b 513,5 b 17,5 80,4 a 22382 15,2
I+E 1132 b 510,1 b 15,2 74,9 b 200,9 a 14,7
1+AZO 1724 a 5743 a 16,0 64,3 b 1916 a 14,8
I+AZO+E  159,8a 551,1a 14,4 71,9b 195,7 a 15,1
CV % 12,8 11,3 21,9 18,0 24,4 14,7
Média 125,8 471,9 15,8 68,7 184,3 14,7

“Tratamentos: NI - ndo inoculado; NI + N - ndo inoculado com 200 kg N ha?; I (Brady) - inoculacdo com
Bradyrhizobium; E - enraizador; | + E - inoculacdo com Bradyrhizobium + enraizador; | + AZO — co-inoculacdo
com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense; | + AZO + E — co-inoculagdo de Bradyrhizobium +
Azospirillum brasilense + enraizador. “médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott (a< 0,05). ™néo significativo pelo teste de F.

A utilizacdo da adubacfio com N mineral (200 kg ha™) inibiu parcialmente a formagéo
de nodulos nos dois experimentos (Tabela 2). Podendo a formacdo de nodulos ser reversivel
ou ndo, dependendo da disponibilidade deste nutriente (HUNGRIA et al., 2007). Também
para este tratamento foi obtida a menor média para a produtividade de grdos em ambas as
épocas de semeadura, ndo justificando a sua utilizacdo (Tabela 4).

Em relacdo a IPL e AP, foi observado efeito significativo apenas para o experimento 1
(Tabela 3). Logo, o tratamento que apresentou a maior média foi o que recebeu a adubacéo
com N mineral. Isto se explica pela disponibilidade deste nutriente quando aplicado na forma
mineral logo nas fases iniciais de desenvolvimento da cultura, sendo que os tratamentos

dependentes da FBN exigem um gasto energético da planta, gasto esse que ndo é exigido
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quando o nutriente é fornecido em formas prontamente disponiveis (HUNGRIA et al., 2007).
Porém, doses de N acima de 20 kg ha™ prejudicam a formacdo de nédulos das plantas
(EMBRAPA, 2007).

Para o NLP somente no experimento 1 foi observado efeito significativo, o tratamento
com as maiores médias foi 0 que recebeu a utilizacdo do produto enraizador (Tabela 4).
Segundo Thomas e Costa (2010), o numero de legumes por planta € o componente da
produtividade com maior potencial de ajuste. Logo quando se busca aumento na
produtividade de grdos deve-se realizar manejos que proporcionem maior formacdo e
manutencdo dos legumes na planta. O enraizador utilizado neste experimento contém
nutrientes em sua formulacdo, e isto pode ter reduzido o abortamento de flores, e

consequentemente permitido a maior formagao de vagens.

Tabela 3. Insercdo do primeiro legume (IPL, cm) e altura de plantas (AP, cm), em funcéo de
diferentes inoculagc6es na soja. Safra 2015/2016, em Santa Maria, RS.

Exp. 1 — 24/11/2015 Exp. 2 - 17/12/2015

TRAT® IPL AP IPL AP
NI 249b" 90,1 b 21,2" 94,5"
NI+N 32,0a 101,8 a 22,7 94,7

| (Brady) 23,1b 89,2 b 21,2 96,4
E 22,4 b 84,7b 19,5 93,8
I+E 24,8 b 90,7 b 22,6 96,5
I+AZO 25,4 b 91,8b 20,0 92,7
I+AZO+E 24,4 b 89,8 b 20,2 96,3

CV % 13,8 6,2 13,0 5,1
Média 25,3 91,1 21,1 95,0

“Tratamentos: NI - ndo inoculado; NI + N - ndo inoculado com 200 kg N ha™; | (Brady) - inoculacdo com
Bradyrhizobium; E - enraizador; | + E - inoculagdo com Bradyrhizobium + enraizador; | + AZO — co-inoculagéo
com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense; | + AZO + E — co-inoculagdo de Bradyrhizobium +
Azospirillum brasilense + enraizador. ““médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Skott-Knott (a< 0,05). "n&o significativo pelo teste de F.

O namero de GLEG néo foi influenciado por nenhum dos tratamentos (Tabela 4). Este
é 0o componente da produtividade que apresenta menor variacdo, sendo verificado por outros
autores em trabalhos com diferentes inoculac@es, e utilizacdo de nutrientes nas sementes

(SILVA, 2010; FIPKE, 2015; PERUSSO, 2013). Os valores médios obtidos estdo acordo com
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0 que se busca no melhoramento genético, que sdo legumes com medias em torno de dois
grdos (THOMAS; COSTA, 2010). Neste trabalho foram obtidas médias de 2,2 e 2,4 gréos por

legume para 0 experimento 1 e 2 respectivamente.

Tabela 4. NGmero de legumes por planta (NLP, planta™), gréos por legume (GLEG, legume™),
massa de mil grdos (MMG, g) e produtividade de gréos (PG, kg ha™), em funcéo de diferentes
inoculagdes, com e sem agua no sulco de semeadura. Safra 2015/2016, Santa Maria, RS.

Exp. 1 - 24/11/2015

TRAT" NLP GLEG MMG PG
Com Sem
NI 73,40 2,2" 138,7b 4504 bA 4313 aA
NI+N 72,5b 2,2 137,8b 4252 bA 4121 aA
| (Brady) 73,9 b 2,2 1419 a 5024 aA 3930 bB
E 103,9 a 2,2 142,4 a 4884 aA 4199 aB
I+E 80,7 b 2,2 135,3 ¢ 4417 bA 4242 aA
1+AZO 79,6 b 2,2 134,4 ¢ 4342 bA 3942 bB
I+AZO+E 77,2 b 2,2 134,8 ¢ 4270 bA 4132 aA
CV % 23,0 3,9 2,0 3,3
Média 80,2 2,2 137,9 4326
Exp. 2 — 17/12/2015
NI 61,6™ 2,4™ 130,4 a 3809 ¢
NI+N 63,4 2,4 122,4 ¢ 3679d
| (Brady) 59,4 2,4 131,8a 3966 b
E 58,2 2,4 133,5a 4141 a
I+E 58,5 2,4 126,8 b 3805 ¢
1+AZO 55,1 2,4 124,8 b 3749 ¢
I+AZO+E 60,5 2,4 126,7 b 3667 d
CV % 18,5 3,0 2,3 2,4
Média 59,6 2,4 128,0 3831

“Tratamentos: NI - ndo inoculado; NI + N - ndo inoculado com 200 kg N ha™; I (Brady) - inoculacdo com
Bradyrhizobium; E - enraizador; | + E - inoculagdo com Bradyrhizobium + enraizador; | + AZO — co-inoculagéo
com Bradyrhizobium + Azospirillum brasilense; | + AZO + E — co-inoculagdo de Bradyrhizobium +
Azospirillum brasilense + enraizador. “médias seguidas pela mesma letra mindsculas na coluna e maitsculas na
linha néo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (a< 0,05). "néo significativo pelo teste de F.

A MMG ¢é uma caracteristica genética, mas pode variar dependendo do estado
nutricional e da sanidade das plantas. Neste trabalho o tratamento com a inoculacdo padréo e
o tratamento com a utilizacdo do enraizador foram os que apresentaram a maior MMG para 0s

dois experimentos, porém no segundo experimento ndo diferiram da testemunha néo



61

inoculada (Tabela 4). Silva et al. (2011) também encontraram médias superiores quando
utilizaram suplementacdo mineral via sementes quando comparado a testemunha, justificando
0 incremento pela participacdo do molibdénio como cofator da nitrato redutase, aumentando a
incorporagéo de nitrogénio.

Para a PG foi observada interacdo significativa apenas no experimento 1, em que 0S
tratamentos com &gua no sulco apresentaram produtividade superior em relagcdo aos sem agua
para alguns tratamentos. Quando foi utilizada a agua no sulco de semeadura as maiores
produtividades foram obtidas no tratamento com a Bradyrhizobium e no tratamento com o
enraizador, quando ambos foram utilizados isoladamente. Os demais tratamentos n&o
diferiram estatisticamente. No segundo experimento o tratamento com o uso do enraizador foi
0 que teve a maior PG, sendo superior ao tratamento com Bradyrhizobium (Tabela 4).

A utilizacdo de agua no sulco de semeadura proporcionou um incremento de 401 e 73
kg ha™ para o primeiro e segundo experimento respectivamente. Para as demais variaveis
analisadas nao foi observado efeito significativo deste fator em ambas as épocas de semeadura

(Tabela 5).

Tabela 5. Efeito da agua no sulco de semeadura sobre a populacéo inicial de plantas em V2 (x
1000) (PI, plantas ha™), nimero de nédulos em R2 (NNP, planta™), massa seca de nddulos em
R2 (MSN, mg planta™), massa seca de parte aérea de plantaem R2 (MSP, g planta™), populagéo
final de plantas (x 1000) (PF, plantas ha™), insercéo da primeira vagem (IPV, cm), altura de
plantas (AP, cm) nimero de legumes por planta (NLP, planta™), gréos por legume (GLEG,
legume™), massa de mil grdos (MMG, g) e produtividade de gréos (PG, kg ha™). Experimentos
realizados em Santa Maria, RS, no ano agricola de 2015/2016.

Exp. 1 —24/11/2015

TRAT" Pl NNP  MSN  MSPA PF 1PV AP NLP GLEG MMG PG

COM 2522™ 1244™ 472,1™ 16,2™ 241,8™ 255 90,4™ 77,8° 22" 137,8° 4527
SEM 2714 1272 4710 154 2405 251 919 825 2,2 138,1 4126

Exp. 2 — 17/12/2015

COM 316,8™ 67,1 171,2"™ 151" 309,6™ 21,1™ 950 59,3® 24" 127,7® 3867
SEM 3152 704 1974 142 3114 210 949 59,9 2,4 1284 3794

“Tratamentos: COM: com agua no sulco de semeadura no momento da semeadura; SEM: sem 4gua no sulco de
semeadura. **tratamentos diferem entre si pelo teste de F. ™ nao significativo.

O teor de umidade do solo no periodo avaliado se manteve com 18% de umidade gravimétrica. Nao
houve diferenca estatistica entre a utilizacdo ou ndo de agua no sulco de semeadura. Por ndo proporcionar
diferencas no teor de umidade do solo, e também devido ao alto teor de umidade do solo durante os primeiros
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dias ap6s a semeadura, ndo foi possivel verificar diferencas com a utilizagdo de dgua no processo de infeccdo e
formac&o de nédulos.

CONCLUSOES

A utilizagdo de &gua no sulco de semeadura ndo interfere na nodulagdo e nos
componentes da produtividade das plantas de soja.
A co-inoculagdo aumenta a nodulagéo das plantas de soja, em termos de massa seca de

nédulos e nimero de nédulos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho observamos importantes resultados em relagdo a temperatura e
umidade do solo, bem como a importancia da utilizacdo da co-inoculagdo com bactérias do
género Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense na cultura da soja.

A temperatura e a umidade do solo se mostraram como fatores ambientais
determinantes no processo de FBN. Dentre as faixas de temperatura testadas, foi possivel
verificar que as bactérias do género Azospirillum possuem uma faixa de temperatura que
possibilita maior crescimento e desenvolvimento do sistema radicular, com as maiores médias
préximas a temperatura de 25°C. J& em relacdo a umidade do solo, a co-inoculagdo se mostrou
como uma importante estratégia para aumentar a producdo de nddulos, com melhores
resultados nas umidades proximas aos 75% da CR.

A campo a co-inoculacdo também se mostrou superior quanto ao nimero de nddulos,
porém é dependente do ambiente. Por isso mais estudos devem ser realizados, afim de
explorar as condigdes ambientais e assim identificar possiveis alternativas agrondmicas que
favorecam o processo de FBN.

Em relacdo aos resultados é importante a adequacdo de préaticas agricolas que
proporcionem a reducdo da temperatura e melhoria na umidade do solo, afim de proporcionar
um ambiente que as bactérias possam expressar o seu potencial e assim obter uma eficiente

fixacao bioldgica de nitrogénio.
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6 CONCLUSOES

A co-inoculagdo promoveu maior crescimento e desenvolvimento do sistema radicular.
O maior comprimento total de raiz no tratamento co-inoculado foi na temperatura de 25°C
com comprimento de 37 ¢cm, sendo 33% superior em relacdo a testemunha com 28 cm. Em
relacdo a faixa de temperatura, verificou-se que o tratamento co-inoculado chegou aos 28 cm
ja na temperatura de 20°C, mantendo-se acima deste valor até os 30°C, deste modo é possivel
verificar uma ampla faixa de temperatura em que este tratamento apresenta resultados
positivos. Além de promover aumento no namero de nédulos de 20% em relacdo a inoculacdo
apenas com Bradyrhizobium.

A campo a co-inoculagdo promoveu um acréscimo de 73 e 34% no nimero de nodulos
em relacdo a testemunha ndo inoculada e a inoculagdo com Bradyrhizobium respectivamente,
porém estes acréscimos nao foram verificados para a produtividade de gréos. A utilizagédo de
agua no sulco de semeadura ndo influenciou na formacdo de nédulos, mantendo a umidade
gravitacional em 18% no momento da semeadura, porém a produtividade de graos foi melhor
nos dois experimentos.

A temperatura e a umidade do solo séo fatores decisivos para eficiéncia no processo e
fixacao bioldgica de nitrogénio, e a utilizacdo da co-inoculacao é uma alternativa viavel para a

ampliacdo das faixas de temperatura e umidade do solo.
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Apéndice 1 - Resumo da andlise de variancia, representado pelos quadrados médios, do experimento com niveis de temperatura. Santa Maria, RS,

2016.
Experimento laborato6rio de sementes e fisiologia

FV GL PC? G CPA CR CT CTR ASR DR VR
Inoculacio (D) 5 70,46 5,65™ 453" 2,09™ 9,63 96,33 2,49™ 0,01™  0,00™
Temperatura (C) 4 26489,70°  45208,28" 154,57 64536  1396,40°  3752,66 ~ 246,66 1,48 0,08
DXC 20 3546 25,70™ 2,027 9,99 15,88 59,83" 2,92 0,02 0,00
erro 90 14,72 23,75 0,92 2,48 3,97 15,94 1,49 0,00 0,00
CV % - 16,09 10,32 17,13 17,65 13,65 23,32 24,38 8,65 16,93
Média - 23,85 47,23 5,13 8,93 14,60 17,12 5,01 1,06 0,11

“significativo pelo teste de Skott-Knott (a< 0,05); "n4o significativo; Fonte de variacdo (FV); grau de liberdade (GL); coeficiente de variagio (CV%); a variaveis explicativas:
primeira contagem (PC, %), percentual de germinacéo (G, %), comprimento de parte aérea (CPA, plantula cm™), comprimento de raiz (CR, plantula cm™), comprimento total
de plantula (CTP, plantula cm™), comprimento total de raiz (CR, raiz cm™), 4rea superficial de raiz (AS, raiz cm?), didmetro de raiz (DR, raiz mm™), volume de raiz (VR, raiz
cm3).
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Apéndice 2 - Equacbes ajustadas para os valores de primeira contagem, germinagéo,
comprimento de parte aérea, comprimento de raiz, comprimento total de plantula,
comprimento total de raizes, area superficial de raizes, didmetro de raizes e
volume de raizes, em funcdo de diferentes inoculagcbes e temperaturas de 15, 20
25, 30 e 35°C. Santa Maria, RS, 2016.

(Continua)
Tratamento Equacéo r2 p
Primeira contagem (%)

N&o inoculado PC=-330,228571+29,588571T-0,568571T? 0,62 0,00

| (Bradyrhizobium) PC=-329,371429+29,611429T-0,571429T? 0,62 0,00
E (enraizador) PC=-322,400000+29,000000T-0,560000T2 0,62 0,00

| +E PC=-266,000000+23,880000T-0,460000T2 0,62 0,00

| + Azo (Azospirillum) PC=-299,257143+26,857143T-0,517143T? 0,62 0,00
| + Azo +E PC=-310,857143+27,897143T-0,537143T2 0,62 0,00

Germinacao (%)
Temperatura PG=-484,778571+46,171905T-0,921905T2 0,98 0,01
Comprimento de parte aérea de plantulas (cm™)

N&o inoculado CPA=-29,268500+2,981850T-0,058750T? 0,98 0,00

| (Bradyrhizobium) CPA=-23,825714+2,410564T-0,046164T? 0,93 0,00
E (enraizador) CPA=-27,445000+2,802100T-0,055700T? 0,97 0,00

| +E CPA=-28,119357+2,875007T-0,056707T? 0,97 0,00

| + Azo (Azospirillum) CPA=-23,734643+2,474493T-0,047493T? 0,89 0,00
| + Azo +E CPA=-26,263571+2,714021T-0,052321T? 0,91 0,00

Comprimento de raiz de plantulas (cm™)

N&o inoculado CR=-54,587214+5,540064T-0,110964T2 0,91 0,00

| (Bradyrhizobium) CR=-46,066714+4,522014T-0,085514T2 0,98 0,00
E (enraizador) CR=-48,282000+4,931000T-0,098700T2 0,99 0,00

| +E CR=-58,769429+5,832779T-0,115979T2 0,94 0,00

| + Azo (Azospirillum) CR=-64,853500+6,453350T-0,129350T2 0,90 0,00
| + Azo +E CR=-58,970143+5,924693T-0,118693T2 0,97 0,00

Comprimento total de plantulas (cm™)

N&o inoculado CTP=-83,855714+8,521914T-0,169714T2 0,94 0,00

| (Bradyrhizobium) CTP=-69,892429+6,932579T-0,131679T2 0,99 0,00
E (enraizador) CTP=-75,850357+7,742057T-0,154557T2 0,98 0,00

| +E CTP=-83,278286+8,350886T-0,164386T2 0,96 0,01

| + Azo (Azospirillum) CTP=-88,588143+8,927843T-0,176843T2 0,92 0,00

|+ Azo + E CTP=-85,233714+8,638714T-0,171014T? 0,96 0,00
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Apéndice 2 - Equacbes ajustadas para os valores de primeira contagem, germinagéo,
comprimento de parte aérea, comprimento de raiz, comprimento total de plantula,
comprimento total de raizes, area superficial de raizes, didmetro de raizes e
volume de raizes, em funcdo de diferentes inoculagdes e temperaturas de 15, 20
25, 30 e 35°C. Santa Maria, RS, 2016.

(Conclusao)

Tratamento Equacéo r2 p
Comprimento total de raizes (cm)
NI CTR=-132,171143+12,479743T-0,243443T? 0,92 0,00
| (Brady) CTR=-137,716857+13,089257T-0,256157T2 0,94 0,00
E CTR=-113,917286+10,904186T-0,212886T2 0,96 0,00
I+E CTR=-140,267786+13,285786T-0,260186T2 0,88 0,00
I+Az0 CTR=-166,578000+16,097250T-0,318550T2 0,93 0,00
I+Az0+E CTR=-143,751357+14,196407T-0,285307T2 0,95 0,00
Avrea superficial de raizes (cm)
NI ASR=-33,494000+3,214850T-0,062450T2 0,90 0,00
| (Brady) ASR=-33,506786+3,258586T-0,063786T2 0,97 0,00
E ASR=-26,261786+2,612036T-0,051436T2 0,99 0,00
I+E ASR=-31,403714+3,044614T-0,059514T?2 0,91 0,00
I+Azo ASR=-38,567214+3,742414T-0,073114T? 0,82 0,00
I+Azo+E ASR=-31,710143+3,176843T-0,063343T?2 0,91 0,00
Diametro de raizes (mm)
NI DR=4,381143-0,277093T+0,005393T? 0,96 0,00
| (Brady) DR=4,474143-0,281843T+0,005443T? 0,99 0,00
E DR=3,435929-0,202929T+0,004029T? 0,98 0,00
I+E DR=3,505357-0,211157T+0,004157T? 0,92 0,00
I+Azo DR=4,820929-0,320879T+0,006279T? 0,94 0,00
I+Azo+E DR=4,345286-0,289686T+0,005886 T2 0,98 0,00
Volume de raizes (cm)
NI VR=-0,598071+0,060071T-0,001171T?2 0,91 0,00
| (Brady) VR=-0,594786+0,060586T-0,001186T?2 0,99 0,00
E VR=-0,500500+0,051300T-0,001000T?2 0,99 0,00
I+E VR=-0,603571+0,060071T-0,001171T?2 0,85 0,00
I+Azo VR=-0,647000+0,064650T-0,001250T?2 0,75 0,00

I+Azo+E VR=-0,540857+0,056207T-0,001107T2 0,83 0,00
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Apéndice 3 -Resumo da analise de variancia, representado pelos quadrados médios, dos
experimentos com niveis de umidade. Santa Maria, RS, 2016.

GL NF CL NN MSN MSPA MSR
Inoculagéo (D) 6 0,81* 42,05* 5873,89* 25428,60*  3,93* 0,09
Agua (C) 3 21,20* 373,01*  30805,42* 173515,56* 62,21* 5,32*
DXC 18 0,08™ 19,67* 938,94*  5856,59* 0,73* 0,07
erro 56 0,09 3,42 146,09 471,10 0,08 0,05
CV% - 4,93 4,52 24,42 21,27 11,57 19,04
Média - 6,22 40,94 49,48 102,04 2,57 1,18

* significativo pelo teste de Skott-Knott (o< 0,05); ns ndo significativo; Fonte de variagdo (FV); grau de
liberdade (GL); coeficiente de variacdo (CV%); a variaveis explicativas: nimero de folhas (NF), teor de clorofila
(adimensional), nimero de nédulos (NN), massa seca de nédulos (MSN, planta mg™), massa seca de parte aérea
(MSPA, planta g*), massa seca de raiz (MSR, planta g™).
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Apéndice 4 - Equacgdes ajustadas para os valores de nimero de folhas, teor de clorofila, nimero
de nddulos, massa seca de nodulos, massa seca da parte aérea, e, massa seca de
raiz em funcdo de diferentes inocula¢es e umidades do solo. Santa Maria, RS,

safra 2015/2016.
Tratamento Equacéo . p
NGmero de folhas (planta™)
Umidade do solo NF =2,000000+0,160333U-0,001267U? 0,98 0,00
Teor de clorofila
NI TC = 44,370833+0,088193U-0,001993U2 0,96 0,02
NI+ N TC = 26,546667+0,680400U-0,005136U2 0,97 0,00
| (Brady) TC = 35,900833+0,364420U-0,004060U2 0,99 0,00
E TC = 34,361667+0,364453U-0,003739U2 0,94 0,00
I+E TC = 39,635833+0,278020U-0,003612U2 0,95 0,00
I+Az0 TC =40,366667+0,213440U-0,002667U2 0,96 0,00
I+Az0+E TC =39,259167+0,174367U-0,002055U2 0,99 0,01
NGmero de nédulos (planta™)
NI NN = -366,220833+17,133340U-0,127551U2 0,92 0,00
NI+ N NN =2,6 - -
| (Brady) NN=-355,905000+16,569187U-0,122349U2 0,87 0,00
E NN=-349,595000+16,315160U-0,119917U2 0,99 0,00
I+E NN=-342,780000+15,955507U-0,115549U2 0,92 0,00
I+Az0 NN=-305,574167+14,066993U-0,092617U2 0,93 0,00
I+Azo+E NN=-307,032500+14,140327U-0,093551U2 0,96 0,00
Massa seca de nédulos (mg planta™)
NI MSN=-366,220833+17,133340U-0,127551U2 0,82 0,00
NI+ N MSN =2,9 - -
| (Brady) MSN=-355,905000+16,569187U-0,122349U2 0,81 0,00
E MSN=-349,595000+16,315160U-0,119917U2 0,83 0,00
I+E MSN=-342,780000+15,955507U-0,115549U2 0,84 0,00
I+Az0 MSN=-305,574167+14,066993U-0,092617U2 0,92 0,00
I+Azo+E MSN=-307,032500+14,140327U-0,093551U2 0,91 0,00
Massa seca da parte aérea (g planta™)
NI MSPA=-4,041667+0,252640U-0,002048U2 0,99 0,00
NI+ N MSPA=-8,568333+0,474160U-0,003675U2 0,99 0,00
| (Brady) MSPA=-4,416667+0,272853U-0,002197U2 0,96 0,00
E MSPA=-4,279167+0,255967U-0,002012U2 0,99 0,00
I+E MSPA=-5,372500+0,313740U-0,002516 U2 0,99 0,00
I+Az0 MSPA=-4,427500+0,264767U-0,002060U2 0,99 0,00
I+Az0+E MSPA=-4,473333+0,267227U-0,002080U2 0,96 0,00
Massa seca de raiz (g planta™)
Temperatura MR =-1,012738+0,087468U-0,000698U2 0,99 0,00
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Apéndice 5 - Resumo da analise de variancia, representado pelos quadrados médios, para 0s experimentos de campo. Santa Maria, RS, safra

2015/2016.
Experimento 1
FV GL PI™ NNP MSN MSP PF IPV AP NLP GLEG MMG PG
Bloco 3 1,82" 532,02 8079,64™  10,05® 715133180,03® 60,05°  37,49™  133,45™ 0,00™ 18,25  8379,51™
Inoculacdo (D) 6 900532483,33™ 782964  147681,94° 13,49™ 1,76™ 79,26 21590 958,13°  0,00™ 0,00" 193531"
Agua (C) 1 5,12" 112,09® 23,71 9,98™ 2288911365 2,83  32,74™ 300,53 0,01 1,31"  2261873,13"
DXC 6 752728436,63" 569,60™ 2522,69™ 1523  1,39™ 17,27 28,74 87,70 0,00 652"  266006,37
erro 39 533958193 262,05 284592 12,12 656552127,8 12,23 38,78 357,03 0 7,97 20530,36
CV % - 8,82 12,86 11,3 21,94 10,62 13,81 6,28 23,56 3,92 2,05 3,31
Média - 261,85 125,87 471,93 15,87 2412 25,33 91,17 80,2 2,19 137,96  4326,99
Experimento 2
Bloco 3 891396767,69° 79527  6810,16°  54,33° 153" 48,92  10,27"  249,65™ 0,00™ 0,21™ 18573"
Inoculagéo (D) 6 673664391,20™ 3169,86° 3379523 3,20  636314136,49™ 12,22  17,41™ 58,86™  0,00™ 127,31 2299663,46"
Agua (C) 1 39300595,03™ 154,64  9568,28 9,50  41396412,31™ 0,14®  0,16™  423®  0,00® 645"  75293,04
DXC 6 416014140,84™ 207,41" 3071,81™ 10,10 31523131047 7,25®  544™  5846™ 0,00® 7,30  16569,08™
erro 39 2852044262 154,63  2330,33 4,69 3543952178 7,62 23,92 12241 0 8,68 8590,95
CV % - 5,34 18,08 24,44 14,73 6,06 13,09 5,15 18,56 3,09 2,30 2,42
Média - 316,01 68,79 184,36 14,70 310,01 21,10 95,01 59,62 2,42 128,08  3831,23

*significativo pelo teste de Skott-Knott (a< 0,05); ™néo significativo; Fonte de variacdo (FV);

grau de liberdade (GL); coeficiente de variacdo (CV%); ~variaveis

explicativas: populagdo inicial de plantas (nimero de plantas por hectare aos 14 dias ap6s a semeadura x 1000) (PI, plantas ha™), nimero de nédulos em R2 (NNP, planta™),

massa seca de nddulos em R2 (MSN, mg planta™), massa seca de parte aérea de planta em R2 (MSP, g planta™), populacéo final de plantas (nimero de plantas por hectare no

momento da colheita x 1000) (PF, plantas ha™), insercdo da primeira vagem (IPV, cm), altura de plantas (AP, cm) nimero de legumes por planta (NLP, planta™), grios por

legume (GLEG, legume™), massa de mil grdos (MMG, g) e produtividade de grdos (PG, kg ha™)
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Apéndice 6 - Umidade gravitacional do solo, para o experimento de campo, semeadura em
24/11/2016. Santa Maria, RS, safra 2015/2016.

DAS Ug%
0 18,7
1 18,6
2 18,4

CV % 2,14

Média 18,6

"Dias ap6s a semeadura. "™ndo significativo a 5 % pelo teste de F.

Umidade gravitacional do solo, para o experimento de campo, semeadura em 24/11/2016. Com
e sem a utilizacdo de dgua no sulco de semeadura. Santa Maria, RS, safra 2015/2016.

TRAT” Ug%
SEM 18,5™
COM 18,6

“Tratamentos: COM e sem agua no sulco de semeadura. ™néo significativo a 5 % pelo teste de

F.
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Anexo 1 - Foto aérea dos experimentos de campo. Santa Maria, RS, 2016.

Foto: Martin, T. N. 2016.

Anexo 2 - Foto do experimento em casa de vegetacdo, inoculacfes e niveis de umidade do
solo. Santa Maria, RS, 2016.

Foto: Deak, E. A. 2016.



