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RESUMO

DESEMPENHO AGRONOMICO DA SOJA PELO MANEJO DE GLYPHOSATE E DA
CO-INOCULACAO

AUTOR: Matheus Martins Ferreira
ORIENTADOR: Thomas Newton Martin

A producdo economicamente viavel da soja € dependente da eficiéncia da fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Objetivou-se com essa pesquisa avaliar o manejo do ghyphosate e da co-inoculagdo no
desempenho agronémico da soja. Foram realizados trés experimentos, sendo dois a campo e um
em casa de vegetacdo. Os experimentos no campo foram feitos em blocos ao acaso, distribuido em
um fatorial 3x5, com quatro repeticbes em duas épocas de semeadura. O primeiro fator foi
constituido por trés combinacGes de inoculagdo: (i) co-inoculacdo; (ii) inoculagdo; (iii) sem
inoculacdo. O segundo fator foi composto por uma testemunha e quatro formas de manejo das
plantas daninhas com o herbicida glyphosate: (i) - testemunha capinada sem aplicacdo de
glyphosate, (ii) - uma aplicacdo em pos-emergéncia, (iii) - dessecacdo 10 dias antes da semeadura
+ uma aplicacdo em pds-emergéncia, (iv) - duas aplicacbes em pos-emergéncia, (v) - dessecacao
10 dias antes da semeadura + duas aplicacbes em pds-emergéncia. O experimento em casa de
vegetacdo foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, distribuido em um fatorial 2x5,
com quatro repeti¢des. O primeiro fator foi composto por duas combinagdes de inoculacéo: (i) co-
inoculacdo e (ii) inoculacdo. O segundo fator foi composto por quatro sais de glyphosate: (i) sal de
isopropilamina, (ii) sal de amdnio, (iii) sal de potassio, (iv) sal de Di-amonio e (v) uma testemunha
sem aplicagdo de glyphosate. No campo foram avaliados o nimero e massa dos nédulos por planta,
produtividade de gréos e a massa de 1000 gréos. Na casa de vegetacdo foram avaliados o nimero
e massa dos nddulos por planta, a massa seca da parte aérea e raiz e a fitotoxidade do herbicida. Os
manejos com o glyphosate reduziram os nodulos da soja, porém sem efeito na produtividade da
cultura. A co-inoculagdo ndo aumentou a nodulacéo e a produtividade da soja nas condigdes de
campo, entretanto, aumentou a nodulacdo em ambiente controlado.

Palavras-chave: Controle quimico. Bactérias diazotréficos. Fixacdo bioldgica. Glycine max L.



ABSTRACT

AGRONOMIC PERFORMANCE OF SOYBEAN BY THE MANAGEMENT OF
GLYPHOSATE AND CO-INOCULATION

AUTHOR: Matheus Martins Ferreira
ADVISOR: Thomas Newton Martin

The economically viable production of soybean is dependent on the efficiency of biological
nitrogen fixation. The objective of this research was to evaluate the management of ghyphosate and
co-inoculation in soybean agronomic performance. Three experiments were carried out, two in the
field and one in greenhouse. The experiments in the field were done in randomized blocks
distributed in a 3x5 factorial with four replications in two sowing seasons. The first factor consisted
of three inoculation combinations: (i) co-inoculation; (ii) inoculation; (iii) without inoculation. The
second factor was composed of a control and four forms of weed management with the herbicide
glyphosate: (i) - weed control without application of glyphosate, (ii) - a post-emergence application,
(iii) - desiccation 10 days (v) - desiccation 10 days before sowing + two post-emergence
applications, (iv) - two post-emergence applications. The greenhouse experiment was conducted in
a completely randomized design distributed in a 2x5 factorial with four replicates. The first factor
was composed of two inoculation combinations: (i) co-inoculation, (ii) inoculation. The second
factor was composed of four glyphosate salts: (i) isopropylamine salt, (ii) ammonium salt, (iii)
potassium salt, (iv) Di-ammonium salt and (v) a control without application of glyphosate. In the
field were evaluated the number and mass of the nodules per plant, grain yield and the mass of
1000 grains. In the greenhouse were evaluated the number and mass of the nodules per plant, the
dry weight of shoot and root and the herbicide phytotoxicity. Managements with glyphosate
reduced soybean nodules, but with no effect on crop yield. Co-inoculation did not increase
nodulation and soybean yield under field conditions, however, increased nodulation in a controlled
environment.

Keywords: Chemical control. Diazotrophic bactéria. Biological fixation. Glycine max L.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é a principal cultura produtora de graos cultivada no Brasil.
Com a expansdo anual da area semeada (CONAB, 2018) e o langamento de cultivares com maior
potencial genéetico (DE FELIPE; GERDE; ROTUNDO, 2016), o pais aumentou sua producéo,
alcancando 119 milhdes de toneladas, tornando-se o segundo maior produtor mundial do grdo
(CONAB, 2018). A possibilidade do cultivo da soja sem aplicacdo de nitrogénio (N) mineral fez
com que cultura se destacasse como fonte de proteina de origem vegetal de baixo custo (FAO,
2013).

A simbiose realizada entre a soja e bacterias fixadoras de N é o principal processo que supri
a necessidade da planta por esse nutriente (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). Nesse
sentido, 0 uso de microrganismos visando otimizar o aproveitamento dos recursos do ambiente pela
planta de soja, possibilitando que as cultivares expressem seu potencial produtivo é importante no
sistema produtivo, principalmente os dependentes de fertilizantes quimicos. A utilizacdo de
bactérias fixadoras de N foi um avango importante no cultivo da soja, pois foi possivel obter
produtividades elevadas sem a aplicacdo externa de N, proporcionando ganhos econémicos e
ambientais. No entanto, com o langcamento de cultivares de soja com maior potencial genético, que
demandam maiores quantidades de N, h& a necessidade de buscar alternativas para suprir a
necessidade da planta. A utilizacdo de combinacdes de diferentes bactérias que interagem
sinergicamente esta se tornando uma técnica promissora para atender a demanda da cultura.

A co-inoculacdo em soja, que € uma associacdo de bactérias do género Bradyrhizobium e
Azospirillum brasilense mostrou ter grande potencial, promovendo aumento na produtividade da
cultura (BRACCINI et al., 2016). Os incrementos variam entre 6,4 a 20% na produtividade de gréos
de soja quando utilizada a co-inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum e A. brasilense
comparativamente com B. japonicum isolado (FIPKE et al., 2016; FERRI et al., 2017). No entanto,
alguns trabalhos ndo evidenciaram ganho em produtividade devido a co-inoculagdo (BARBARO
etal., 2009; ZUFFO et al., 2015).

A auséncia de resposta da soja a co-inoculacdo pode estar relacionada a fatores de manejo do
solo, da cultura e da propria co-inoculagdo, os quais podem alterar a dindmica entre as duas
bactérias e na interagdo com a planta. Dentre os fatores de manejo da cultura, o uso de agrotoxicos
é citado como prejudicial as bactérias diazotroficas, sendo que os fungicidas (COSTA et al., 2013)
e alguns herbicidas (PROCOPIO et al., 2011) sdo os mais relatados. No caso dos herbicidas na
cultura da soja, esses podem diminuir a eficiéncia das bactérias diazotréficas, uma vez que,
microrganismos como o Bradyrhizobium pode ter processos essenciais para seu crescimento e
desenvolvimento inibidos (DE MARIA et al., 2006).
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Um dos herbicidas amplamente utilizado no manejo de plantas daninhas na pds-emergéncia
da soja € o glyphosate [N-(phosphonomethyl)glycine], devido ao grande numero de cultivares
resistente a essa molécula. Na maioria das lavouras é realizada duas aplicacGes de glyphosate, uma
em pré-semeadura (dessecacdo) e outra em pds-emergéncia da cultura, mas pode ocorrer uma
terceira (ULGUIM et al., 2013) ou até uma quarta aplicacdo durante o ciclo da cultura (SERRA et
al., 2011), quando as aplicacdes anteriores ndo sdo eficientes no controle das plantas daninhas.
Essas aplicacdes sequenciais de glyphosate durante o periodo de cultivo podem prejudicar as
bactérias e diminuir a nodulacdo da soja (CHAGAS JUNIOR et al., 2013), sendo que, aplicacbes
nos estadios iniciais de desenvolvimento (V2) apresentam maior potencial de reducdo (SANTOS
etal., 2007a).

O glyphosate quando aplicado sobre a cultura da soja é absorvido rapidamente e, por
apresentar mobilidade no floema, pode ser translocado junto com os fotoassimilados até as raizes,
causando intoxicacdo das bactérias, reduzindo a nodulacdo (ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004) e
o crescimento do A. brasilense (PROCOPIO et al., 2011). No entanto, o efeito toxico do glyphosate
pode variar em funcdo do tipo de sal de glyphosate (HATZIO; PENNER, 1985) e dos demais
ingredientes inertes presentes nas formulagdes comerciais (SANTOS et al., 2003).

Dentre os sais de glyphosate utilizados destacam-se o sal de isopropilamina, sal de amonio e

sal de potassio (SANTOS et al., 2007b). Esses sais podem apresentar taxas de absorcdo e
translocacdo diferenciadas na planta (LI et al., 2005; SANTOS et al., 2007b; MESCHEDE et al.,
2015), o que também pode apresentar efeitos distintos sobre as bactérias dependendo do tipo do
glyphosate utilizado (REIS et al., 2014). Segundo Santos et al. (2004) e Santos et al. (2007a), o
Roundup Transorb que em sua formulacdo contém o sal de isopropilamina apresenta maior
intoxicacéo das estirpes de Bradyrhizobium em relacdo aos outras formulagdes contendo outros sais.
Portanto, dependendo do manejo com o glyphosate, a simbiose e a associacdo podem ficar
comprometidas.

A presenca dos microrganismos em uma area é afetada principalmente pelo seu manejo
(IZQUIERDO; NUSSLEIN, 2015). Nesse caso, tratando-se dos efeitos que os herbicidas a base de
glyphosate podem surtir sobre os microrganismos diazotréficos é fundamental a procura do manejo
que cause menor impacto. Com isso, a co-inoculacdo pode se tornar mais eficiente, atendendo a
necessidade da planta por N e aumentando seu crescimento. Assim, as bactérias contribuem para a

sustentabilidade do sistema produtivo, garantindo que a soja expresse seu potencial genético.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A area cultivada com a cultura da soja na safra 2017/18 no Brasil foi de 35 milhGes de hectares,
um aumento de 1,2 milhGes de hectares em relacédo a safra anterior, atingindo 119,3 milhGes de
toneladas (CONAB, 2018). Os complexos de soja (gréo, farelo e 6leo) possuem grande importancia
nas cadeias agroindustriais no mundo, sendo utilizados na alimentagédo humana e animal (SOUZA
etal., 2010).

Em funcdo da grande demanda de soja e seus derivados para a alimentacdo mundial, muitas
pesquisas foram direcionadas para aumentar a producdo. Essa maior procura pelo gréo levou a
pesquisa a priorizar o desenvolvimento de cultivares de soja com maior potencial genético, o que
consequentemente elevou a necessidade de nitrogénio (N) pelas plantas. Com isso, os estudos
relacionadas a melhoria do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) pelas bactérias
diazotroficas passaram a ter destaque no cenario agricola (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2013).

O N é um nutriente essencial para as plantas, pois faz parte da estrutura de varios compostos
celulares como aminoécidos, proteinas e acidos nucleicos (TAIZ; ZEIGER, 2013). A soja necessita
de grande quantidade de N, cerca de 80 kg para cada tonelada de grdos produzidos (em média 65
kg de N nos gréos e 15 kg de N na parte vegetativa), portanto, para uma produgdo média de 3 mil
kg de grédos, a soja precisa absorver 240 kg de N, porém, considerando a eficiéncia da adubacéo
mineral de 50%, necessita dobrar a quantidade a ser aplicada. No entanto, todo esse N pode ser
fornecido por microrganismos que realizam a fixacdo bioldgica de N2, em solos com condicdes
6timas de fertilidade (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).

Dentre os microrganismos fixadores de N2, destacam-se um grupo de bactérias denominadas
vulgarmente de “rizobio” que possuem capacidade de nodular as raizes de plantas do grupo das
leguminosas (SOMASEGARAN; HOBEN, 1985). Essas bactérias sdo gram-negativas, aerdbicas
obrigatdrias sem endosporos. Os géneros de rizobio podem ser diferenciados por meio de suas
caracteristicas culturais e morfologicas em meio 79 (extrato de levedura, manitol, sais e gar),
sendo que, as estirpes que apresentam crescimento lento, 7 a 13 horas e alcalinizacdo do meio de
cultivo sdo classificadas como Bradyrhizobium (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Esse género de
bactérias sdo os que auxiliam na nutricdo da soja, por meio da fixagcdo de N. atmosférico.

O B. japonicum € a espécie de bactéria recomendada para inoculagdo em soja no Brasil. A
simbiose entre essa bactérias e a soja resulta na reducao do N2 a NHz nos nédulos radiculares, por
meio da acdo da enzima nitrogenase. Estima-se que esse processo de fixacdo bioldgica pode
contribui com mais de 300 kg ha de N, além de liberar de 20 a 30 kg ha’ de N para cultura
subsequente (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; HUNGRIA; MENDES, 2015),
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proporcionando uma economia de US$ 7 bilhdes ano? no Brasil (HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUJO, 2013).

Com aintroducao de cultivares de soja mais produtivas, as bactérias precisam apresentar taxas
mais elevadas de fixacdo de N2 para que a demanda da planta por N seja totalmente suprida
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Muitos estudos vém sendo realizados com o objetivo de
melhorar o processo de fixagdo bioldgica, visando atingir altas produtividades sem a entrada de
insumos externos. Nesse sentido, 0 uso de bactérias promotoras do crescimento esta sendo
empregado, pois apresentam sinergismos com bactérias que realizam a fixacdo simbidtica de N2
(CATTELAN, 1999; HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013), como no caso das utilizadas na
cultura da soja (JUGE et al., 2012).

Dentre as bactérias promotoras do crescimento, as do género Azospirillum apresentam
destaque. Essas bactérias de vida livre podem ser encontradas em diversos solos, associadas as
raizes de gramineas como trigo, arroz, milho e espécies forrageiras, além de outras plantas
(DOBEREINER; DAY, 1976). O Azospirillum proporciona um maior crescimento vegetal devido
a sua capacidade de produzir hormdnios do crescimento como auxinas, giberelinas e citocininas
(HARTMAN; ZIMMER, 1994). Além disso, ha um fornecimento de N fixado assimbioticamente,
da solubilizacdo de fosfatos minerais e o controle de organismos fitopatogénicos por meio da
producdo de siderdforos, antibiotico, &cido cianidrico, b-1,3-glucanase e quitinases por essas
bactérias (CATTELAN, 1999). Todos esses beneficios associados contribuem para diminuicdo dos
estresses bidticos e abidticos enfrentados pelas culturas (FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA,
2018).

Os estudos com A. brasilense vem sendo realizados ha muitos anos (DOBEREINER; DAY,
1976), mas foi somente em 2009 que o primeiro inoculante contendo estirpes de A. brasilense foi
lancado comercialmente (HUNGRIA, 2010), e mais recentemente inoculado junto com o B.
japonicum na soja, objetivando incrementar os componentes de produtividade da cultura. A co-
inoculacdo como € chamada a inoculacdo conjunta dessas duas bactérias apresentou em diversas
pesquisas resultados positivos para a soja (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013; FIPKE et
al., 2016; FERRI et al., 2017), do qual, os aumentos foram de até 20% na produtividade de graos.
No entanto, ha uma variacdo grande nos resultados, sendo que, em alguns trabalhos ndo foram
verificados resposta da co-inoculagio na produtividade da soja (BARBARO et al., 2009; ZUFFO
etal., 2015).

Os microrganismos diazotroficos séo influenciados pelas modificagbes do meio, portanto,
qualquer fator que provoque variacdes pode alterar a resposta desses microrganismos a associacao
com as plantas. Os fatores como os atributos fisico-quimicos do solo, umidade, temperatura, pH,

matéria organica (BUCKLEY; SCHMITD, 2001) e principalmente 0 manejo, comumente alteram
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a presenca dos microrganismos (ORR et al., 2011; IZQUIERDO; NUSSLEIN, 2015). Na cultura
da soja, 0 manejo com a utilizacdo de agrotoxicos pode ser um fator de alteracdo, influenciando a
populacéo de bactérias no solo e podendo acarretar em uma ineficiéncia da co-inoculacéo.

O glyphosate é um dos herbicidas mais utilizado no manejo de plantas daninhas na soja. O
herbicida possui rapida translocacdo das folhas até a raiz, rizomas e meristemas apicais,
apresentando amplo espectro de controle de plantas daninhas (FADIN et al., 2018). A inibic¢éo da
atividade da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) pelo glyphosate acaba
interferindo na biossintese dos aminoacidos aromaticos essenciais tirosina, fenilalanina e triptofano
nas plantas suscetiveis (FISCHER et al., 1986). Sem esses aminoacidos a planta ndo consegue
sintetizar proteinas necessarias para processos vitais, resultando na sua morte (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2011). A planta de soja apresenta resisténcia ao glyphosate, no entanto,
aproximadamente 45% das cultivares cultivadas no Brasil podem ser afetadas pelo herbicida
(ZABIOLE et al., 2010).

Em microrganismos, os efeitos do glyphosate ainda ndo séo bem esclarecidos. O herbicida €
rapidamente adsorvido as particulas do solo (TONI; DIMAS; ZAIA, 2006), apresentando meia vida
de apenas 32 dias, permanecendo inativo até sua total degradacéo e servindo como fonte de energia
e fosforo para os microrganismos. Portanto, quando utilizado em doses recomendas, o glyphosate
ndo causa danos sobre os microrganismos do solo (GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000). No
entanto, algumas bactérias podem responder negativamente a presenca dessa molécula (COX,
2004; ANDRIGHETTI et al., 2014). Isso ocorre pois a molécula do glyphosate inibe a enzima
EPSPs nas bactérias (BUSSE et al., 2001; DE MARIA et al., 2006).

Por ser um herbicida aplicado na pds-emergéncia da soja e apresentar mobilidade no floema,
a molécula do glyphosate pode ser transportada junto com os fotoassimilados até os nodulos
(HERNANDEZ; GARCIA-PLAZAOLA; BECERRIL, 1999; ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004,
SERRA et al., 2011). Assim, o constante uso do glyphosate tanto em pré-semeadura como na pés-
emergéncia da soja geneticamente modificada (SANTOS et al., 2007), aumenta a presenca dessa
molécula no ambiente (SIQUEIRA et al., 2004) e consequentemente o contanto com as bactérias.
Com isso, os efeitos do glyphosate sobre os microrganismos diazotroficos e na fixagcdo bioldgica
de N2 vem sendo estudados por diversos autores (KING; PURCELL; VORIES, 2001; MALTY et
al., 2006; PROCOPIO et al., 2011; REIS et al., 2014; HUNGRIA et al., 2014), os quais encontraram
diferentes respostas sobre estes microrganismos a agéo desse herbicida.

Os efeitos do glyphosate sobre as bactérias fixadoras de nitrogénio na soja podem variar em
funcdo da estirpe estudada, da dose utilizada, das condicdes experimentais (MOORMAN et al.,
1992; JACQUES et al., 2010), da quantidade de aplicacbes (ANDREA et al., 2003; CHAGAS
JUNIOR et al., 2013), do tipo de sal de glyphosate (REIS et al., 2014) e dos demais inertes
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(SANTOS et al., 2003). O tipo de sal e os demais agentes quimicos utilizados nos produtos
comerciais podem surtir efeitos diferenciados sobre as bactérias utilizadas na soja. Santos et al.
(2004) observaram diferentes respostas no crescimento de Bradyrhizobium quando foram
submetidos a diferentes formulacdes comerciais do glyphosate. Segundo Santos et al. (2007a) a
aplicacdo de glyphosate utilizando o produto comercial Roundup Transorb (sal de isopropilamina)
em V2 foi mais prejudicial a nodulacdo da soja em comparacéo a formulagdo contendo o sal de
potassio.

Dependendo do sal utilizado, a molécula de glyphosate pode acumular nos nodulos em
diferentes quantidades (REDDY; ZABLOTOWICZ, 2003). Esse efeito entre os sais pode estar
relacionado as diferentes taxas de absorcéo e translocagéo na planta (LI et al., 2005; SANTOS et
al., 2007b; MESCHEDE et al., 2015). Nesse caso, fica evidente a necessidade de avaliar o sal que
cause menor impacto a nodulagdo, pois diversos produtos contendo os diferentes sais sdo
comercializados. Essa pratica de manejo simples pode ser tornar importante na cultura da soja, pois
a escolha correta do tipo de sal de glyphosate, aliado as formas de aplicacdo em pré-semeadura e

pos-emergéncia podem contribuir para um boa nodulacao e desempenho da cultura.
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3 ARTIGO - NODULACAO E PRODUTIVIDADE DE SOJA PELO MANEJO DE
GLYPHOSATE E DA CO-INOCULACAO

RESUMO - a producdo economicamente viavel da soja é dependente da eficiéncia da fixacéo
bioldgica de nitrogénio. Objetivou-se com essa pesquisa verificar a nodulacdo e a produtividade da
soja em funcédo da co-inoculagdo e manejos com o glyphosate. Os experimentos foram realizados
em campo, em duas eépocas de semeadura na safra 2017/18 e em casa de vegetacdo no ano agricola
de 2018. Nos experimentos em campo, o primeiro fator foi constituido por trés combinacdes de
inoculacdo: (i) sem inoculacgdo; (ii) inoculacao; (iii) co-inoculacdo; e o segundo fator por quatro
aplicacdes de glyphosate e uma testemunha: (i) - dessecagdo 10 dias antes da semeadura + uma
aplicacdo em po6s-emergéncia no estadio, (ii) - dessecacdo 10 dias antes da semeadura + duas
aplicacdes em pds-emergéncia (iii) - uma aplicacdo em pos-emergéncia, (iv) - duas aplicacbes em
pos-emergéncia, (v) - testemunha capinada sem aplicacdo de glyphosate. Foram avaliados o
nimero e massa dos nddulos por planta, produtividade de grdos, massa de 1000 grdos. O
experimento em casa de vegetacdo foi composto por duas combinagbes de inoculacdo, (i)
inoculacgéo; (ii) co-inoculacdo; e o segundo fator por quatro sais de glyphosate e uma testemunha;
(i) - sal de isopropilamina; (ii) - sal de di-amonio; (iii) - sal de ambnio; (iv) - sal de potéssio; (V) -
testemunha sem aplicacdo de glyphosate. Foram avaliados o nimero e massa dos nédulos por
planta, massa seca da parte aérea e da raiz e fitotoxicidade. A co-inoculacdo ndo aumentou a
nodulacdo e a produtividade da soja em campo, no entanto, aumentou a nodulacdo em ambiente
controlado. Os manejos com o glyphosate reduziram os nédulos da soja, porém sem efeito na

produtividade da cultura.

Palavras-chave: Controle quimico. Bactérias diazotréficos. Fixagdo bioldgica. Glycine max L.
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NODULATION AND YIELD OF SOYBEAN BY THE MANAGEMENT OF
GLYPHOSATE AND CO-INOCULATION

ABSTRACT - the economically viable production of soybean is dependent on the efficiency of
biological nitrogen fixation. The objective of this research was to verify nodulation and yield of
soybeans as a function of co-inoculation and management with glyphosate. The experiments were
carried out in the field, in two sowing seasons in the 2017/18 crop and in greenhouse in the
agricultural year of 2018. In the field experiments, the first factor consisted of three inoculation
combinations: (i) without inoculation; (ii) inoculation; (iii) co-inoculation; and the second factor
for four applications of glyphosate and one control: (i) - desiccation 10 days before sowing + a
post-emergence application at the stage, (ii) - desiccation 10 days before sowing + two post-
emergence applications (iii) - a post-emergence application, (iv) - two post-emergence applications,
(v) - weed control without application of glyphosate. The number and mass of nodules per plant,
grain yield, and mass of 1000 grains were evaluated. The greenhouse experiment consisted of two
inoculation combinations, (i) inoculation; (ii) co-inoculation; and the second factor by four
glyphosate salts and one control; (i) isopropylamine salt; (ii) di-ammonium salt; (iii) - ammonium
salt; (iv) potassium salt; (v) - control without application of glyphosate. The number and mass of
the nodules per plant, dry mass of shoot and root and phytotoxicity were evaluated. Co-inoculation
did not increase nodulation and soybean yield in the field, however, increased nodulation in a
controlled environment. The glyphosate managements reduced soybean nodules, but without effect

on crop yield.

Keywords: Chemical control. Diazotrophic bacteria. Biological fixation. Glycine max L.



18

INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é uma cultura que necessita de grande quantidade de
nitrogénio (N), cerca de 80 kg de N para cada tonelada de grédos produzidos (HUNGRIA;
MENDES, 2015). Nessa Otica, se considerar a produtividade média de 3.394 kg ha™?, area cultivada
de 35 milhdes de hectares e uma producgéo de 119,3 milhGes de toneladas de gréos no Brasil na
altima safra (CONAB, 2018), a quantidade de N extraida anualmente pela cultura é muito elevada.
No entanto, quase todo o N absorvido pela soja é fornecido por meio de bactérias, via fixacdo
bioldgica de N (FBN) (HUNGRIA; MENDES, 2015), proporcionando uma economia de US$ 7
bilhdes ano? (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013) e minimizando o impacto ambiental
que poderia ser causado pela adicdo a longo prazo de grandes quantidades de fertilizantes
nitrogenados (GEISSELER; SCOW, 2014).

As bactérias do género Bradyrhizobium sdo capazes de nodular as raizes das plantas de soja,
convertendo o nitrogénio atmosférico (N2) a nitrogénio amoniacal (NHs). Esse processo contribui
com um aporte de mais de 300 kg ha de N, além de liberar de 20 a 30 kg ha* de N para cultura
subsequente (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). No entanto, com o ganho genético médio
de 43 kg ha ano com a introducgdo de novas cultivares (DE FELIPE; GERDE; ROTUNDO,
2016) e em ambientes de alta produtividade (LA MENZA et al., 2017), que consequentemente
requerem maiores quantidades de N para a cultura, a fixacéo biologica pode ser insuficiente. Com
isso, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de aumentar a eficiéncia do processo de
fixacdo bioldgica de nitrogénio, principalmente utilizando a inoculagcdo em conjunto das bactérias
do género Bradyrhizobium com o Azospirillum brasilense, a qual é conhecida como co-inoculagao.

Na co-inoculagéo, o A. brasilense por meio da producdo de hormdnios como a auxina atua
aumentando a interacdo planta-bactéria, induzindo as mesmas a produzirem mais flavonoides que
atuam como sinais para a ativacdo de genes da nodulacdo nas bactérias (DARDANELLI et al.,
2008; STAR et al., 2012; PEUNTE et al., 2017) e estimulando o maior crescimento das raizes
(RADWAN; MOHAMED, REIS, 2004). Com isso, a co-inocula¢do vem apresentando resultados
positivos, do qual foram verificados aumentos de 6,4 a 20 % na produtividade de gréos (FIPKE et
al., 2016; FERRI et al., 2017), sendo esses resultados atribuidos a maior nodulacao e crescimento
das raizes da soja. No entanto, hd pesquisas que ndo encontraram eficiéncia do método na
nodulago e produtividade da soja (BARBARO et al., 2009; ZUFFO et al., 2015), evidenciando
que essa técnica necessita de mais avaliagGes, tendo em vista os diversos fatores que afetam a
dindmica das bactérias no solo e com a planta.

As populagdes de microrganismos sédo dependentes de fatores como os atributos fisico-

quimicos, umidade, temperatura, pH e matéria organica do solo (BUCKLEY; SCHMITD, 2001).
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O manejo realizado pode influenciar esses fatores e acabar por alterar a presenca dos
microrganismos na area (ORR et al., 2011; IZQUIERDO; NUSSLEIN, 2015). Algumas praticas
de manejo na cultura da soja podem estar associados a manutencdo da populacdo das bactérias
diazotroficas no solo e na interacdo dessas com a planta. Praticas como a aplicacé@o de alguns tipos
de herbicidas geralmente causam efeitos sobre as bactérias, principalmente as diazotréficas na
cultura da soja, tais como as do género Bradyrhizobium e o A. brasilense (PROCOPIO et al., 2011;
REIS et al., 2014).

Atualmente, um dos herbicidas mais utilizados no controle de plantas daninhas em pre-
semeadura e pdés-emergéncia da soja GM é o glyphosate (ULGUIM et al., 2013). Esse herbicida
possui alta mobilidade no floema, translocando das folhas até a raiz, rizomas e meristemas apicais,
apresentando amplo espectro de controle em diversas plantas daninhas (FADIN et al., 2018). O seu
mecanismo de ag&o consiste na inibigdo da atividade da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPs) e seu modo de acdo € dado pela interferéncia na biossintese dos aminoacidos
aromaticos essenciais tirosina, fenilalanina e triptofano nas plantas suscetiveis (FISCHER et al.,
1986), sem os quais ocorre a morte da planta pela deficiente sintese de proteinas (TAIZ; ZEIGER,
2013).

A molécula de glyphosate é fortemente adsorvida nas particulas do solo por um processo
denominado troca de ligantes (TONI; DE SANTANA; ZAIA, 2006), apresentando meia vida de
apenas 32 dias, permanecendo inativo até que seja realizada sua total degradacdo por
microrganismos especificos presentes no solo, que utilizam a molécula como fonte de energia e
fosforo (GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000). No entanto, como esse herbicida também é
aplicado em pos-emergéncia da soja, as bactérias fixadoras de nitrogénio presentes nos nodulos
podem ser afetadas (ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004; SERRA et al., 2011), visto que, 0
glyphosate pode chegar até as raizes e inibir a enzima EPSPs das bactérias nos nodulos (BUSSE et
al., 2001; DE MARIA et al., 2006),

Os efeitos do glyphosate nas bactérias diazotréficas podem variar em fungdo do tipo de sal
presente na formulacdo (REIS et al., 2014) e dos demais ingredientes inertes (SANTOS et al.,
2003). Além disso, mais aplicagdes durante o ciclo da cultura podem maximizar os efeitos
negativos na nodulacio da soja (ANDREA et al., 2003; CHAGAS JUNIOR et al., 2013), pois
aumenta-se o contato das bactérias com o herbicida. Portanto, como durante o cultivo da soja pode
ocorrer véarias aplicagdes de glyphosate (SERRA et al., 2011; ULGUIM et al., 2013) e diferentes
sais sdo comercializados, é importante verificar o quanto essas aplicacdes podem interferir na nas
bactérias e na produtividade da soja, assim visando definir o manejo que cause 0 menor impacto.

Com isso, objetivou-se com essa pesquisa verificar a nodulacdo e produtividade da soja em

funcdo da co-inoculacdo e manejos com glyphosate.
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MATERIAL E METODOS

Experimento em campo

Na safra 2017/18 foram conduzidos dois experimentos em épocas de semeadura diferentes. O
local do experimento pertence ao Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa
Maria, localizado nas coordenadas geogréaficas, 29°42' de latitude sul, 53°42' de longitude oeste e
116 m de altitude. O solo da &rea € classificado como Argissolo Vermelho distréfico arénico
(EMBRAPA, 2013), correspondente a Ultisol de acordo com a classificacdo do Soil Taxonomy
(SOIL SURVEY STAFF, 2014). O clima da regido, conforme a classificacdo de Koppen é do tipo
Cfa, subtropical de clima temperado chuvoso (PEEL et al., 2007). No més mais quente a
temperatura média e de 24,8°C e no més mais frio € de 14,1°C (HELDWEIN; BURIOL; STRECK,
2009). O resultado das caracteristicas fisico-quimicas do solo das areas dos dois experimentos sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Analise fisico-quimicas do solo da area do primeiro e segundo experimento. Santa Maria,
RS, 2017.

Primeiro experimento
Camada pH MO  Argila P K S Ca Mg m \Y
(cm) e Qfpmmmmmmm mmmmmmee- mg dm3--------- ---cmol¢ dmB3--  ——------ %p-nnmn--
0-10 6,7 2,1 21,0 214 520 209 7,7 3,0 0,0 84,4
10-20 58 1,7 28,0 252 320 121 6,2 2,5 0,0 69,1
Segundo experimento
Camada pH MO  Argila P K S Ca Mg m \Y
(cm) e Qfpmmmmmmm mmmmmmee- mg dm3--------- ---cmol¢ dms3--  ——------ %p-nnmn--
0-10 57 2,0 210 359 60,0 6,5 5,8 2,0 0,0 67,0
10-20 49 1,4 28,0 7,6 28,0 5,8 3,8 1,5 143 32,8

No inverno de 2017, a area do primeiro experimento foi cultivada com nabo forrageiro
(Raphanus sativus L.) e a do segundo experimento com trigo (Triticum aestivum L.). O primeiro e
0 segundo experimento foram semeados em 30/10/17 e 15/12/17, respectivamente. O delineamento
experimental para os dois experimentos foi em blocos ao acaso, com os tratamentos distribuidos
em um fatorial 3x5, com quatro repeti¢ces. O primeiro fator foi composto por trés combinacdes de
inoculacdo: i - sem inoculacdo, ii — inoculagdo (Bradyrhizobium japonicum), iii - co-inoculacéo
(Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum brasilense). O segundo fator foi constituido por
aplicacdes de glyphposate: (i) - dessecacéo 10 dias antes da semeadura + uma aplicacdo em pds-

emergéncia no estadio, (ii) - dessecacdo 10 dias antes da semeadura + duas aplicacfes em pds-
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emergeéncia (iii) - uma aplicacdo em p6s-emergéncia, (iv) - duas aplicacbes em pds-emergéncia, (V)
- testemunha capinada sem aplicacao de glyphosate. A cultivar de soja utilizada foi NS 5959 IPRO,
de crescimento indeterminado. Os manejos da cultura como a densidade de plantas, adubacéo e
calagem, controle de doenca e insetos foram realizados de acordo com as recomendacdes para a
cultura (OLIVEIRA; ROSA, 2014).

Nos tratamentos com inoculacgdo, as sementes foram misturadas ao inoculante contendo as
estirpes Bradyrhizobium japonicum (SEMIA5079 e SEMIA5080 na concentracdo de 5x10° UFC
mL1). Nos tratamentos com co-inoculagdo, as sementes foram misturadas com os inoculantes
contendo as estirpes de Bradyrhizobium japonicum (SEMIA5079 e SEMIA5080 na concentragédo
de 5x10° UFC mL71) e as estirpes de Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6, na concentragio
2x108 UFC mL™).

Para as dessecacOes e as aplicacdes em pds-emergéncia foi utilizado uma formulacdo de
glyphosate contendo 370 g e.a. L™ sal de di-amonio. A dose utilizada foi de 2,92 L ha* do produto
comercial, equivalente a 1.080 g e.a. ha™*. As aplicacdes foram realizadas sobre a parte aérea das
plantas com auxilio de um pulverizador costal elétrico, equipado de barra com quatro pontas de
pulverizacio tipo leque (XR 100.015), regulado & 200 kPa de pressdo e 200 L ha* de volume de
calda.

Cada unidade experimental foi composta por 7,75 m x 2,25 m, totalizando 17,4 m2. Aos dez
dias antes da semeadura de cada um dos experimentos foi realizada a dessecacdo das parcelas dos
tratamentos “iii” e “v” com o herbicida glyphosate. Posteriormente foi realizada a semeadura com
auxilio de semeadora de plantio direto, ajustada para o espacamento entre fileiras de 0,45 m e 30
sementes m2. No estadio VV2-V3 foi feita a primeira aplicacdo do glyphosate em p6s-emergéncia
nos tratamentos “ii”, “iii”, “iv’ e “v” e no estadio V6 foi feita a segunda aplicacdo em pos-
emergéncia nos tratamentos “iv”’ e “v”.

No estadio R2 foi realizada a coleta das plantas para quantificacdo do numero de nddulos,
massa de nddulos e de solo para quantificacdo da populacdo de Bradyrhizobium e Azospirillum
brasilense.

Para avaliacdo do nimero e massa de nddulos foram coletadas quatro plantas por parcela. As
plantas foram escolhidas ao acaso, sendo retiradas com pa de corte e separada raiz da parte aérea.
As raizes foram lavadas com agua corrente e os nddulos destacados para contagem com auxilio de
uma peneira com malha de 2 mm. A massa seca dos nodulos foi obtida por meio de secagem em
estufa de circulacdo forgcada de ar, a 65 °C, por 72 h (BRANDELERO; PEIXOTO; RALISCH,
2009).

Apdbs a maturacéo fisiologica (estadio R8), uma area Util de 6 m? foi colhida para avaliacdo da
produtividade de grdos e massa de 1000 grdos. Para a determinacdo da produtividade de gréos



22

foram colhidos e trilhados todas as plantas da area Util de cada unidade experimental e realizada a
pesagem por meio de balanga analitica, descontando-se o conteudo de agua (base 13%). A massa
de 1000 gréos foi realizada com o mesmo material provindo da avaliacdo de produtividade de gréos.
Foram realizadas oito contagens de 100 grédos, determinando-se pela média das pesagens destas
oito sub amostras, multiplicado por 10.

A precipitacéo foi bem distribuida durante a conducéo dos experimentos, tendo apresentando
um pequeno déficit na primeira semana de janeiro, a qual coincidiu com os estadios inicias da soja
da segunda época de semeadura. Outro déficit leve ocorreu na primeira semana de marco (Figura
1).
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Figura 1. Precipitacdo pluviométrica e temperatura durante a conducgdo dos experimentos. Santa

Precipitagdo pluviométrica (mm)
Temperatura média (°C)

Maria, RS, safra 2017/18. *Flechas vermelhas = semeadura do primeiro e segundo experimento.

Experimento em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no ano agricola de 2018. O delineamento
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x5 com quatro repeti¢cdes. O primeiro fator foi
composto por duas combinagdes de inoculacao, (i) - inoculacéo (Bradyrhizobium japonicum) e (ii)
co-inoculacdo (Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum brasilense). O segundo fator foi
composto por quatro sais de glyphosate (i) - sal de isopropilamina, (ii) - sal de di-aménio, (iii) - sal
de aménio, (iv) - sal de potassio e (V) - testemunha sem aplicagdo de glyphosate. No total foram 40
unidades experimentais (40 vasos de 8 L).

O solo utilizado no experimento apresentou as seguintes caracteristicas fisico-quimicas:
Argila = 15%; pH (H20) = 4,5; M.O = 1,4%; P = 38,7 mg dm™®; K = 84 mg dm; Ca = 2,1 cmolc



23

dm3; Mg = 0,6 cmolc dm3; H + Al = 9,7 cmole. dm3; CTC = 12,6 cmolc dm™3; V = 23,2%. O solo
também possuia uma populagio naturalizada de Bradyrhizobium de 1,0 x 10° UFC g* de solo e
Azospirillum de 1,1 x 10° NNP g* de solo.

Por ocasido da semeadura, nos tratamentos com co-inoculacao, as sementes foram misturas
com o0s inoculantes contendo as estirpes de Bradyrhizobium japonicum (SEMIA5079 e
SEMIA5080 na concentragdo de 5x10° UFC mL™) e contendo as estirpes de Azospirillum
brasilense (Ab-V5 e Ab-V6 na concentragio 2x108 UFC mL™). No tratamento apenas com
inoculacdo, as sementes foram misturadas ao inoculante contendo as estirpes (SEMIA5079 e
SEMIA5080 na concentragdo de 5x10° UFC mL™). A semeadura foi realizada colocando oito
sementes da cultivar NS 5959 IPRO por vaso, sendo que ap6s a emergéncia foi feito o desbaste
deixando apenas uma planta por vaso.

Quando as plantas de soja atingiram o estadio V3 foi realizada as aplicacdo dos sais de
glyphosate. Os herbicidas foram aplicados com auxilio de um pulverizador costal elétrico, equipado
com uma ponta do tipo leque (XR 100.015), regulado a 200 kPa de presséo e regulado para 200 L
ha* de volume de calda. A dose utilizada foi correspondente a 1080 g e.a. ha™* de glyphosate.

Aos sete dias ap0s a aplicacdo dos sais foi realizada a avaliacdo da fitotoxicidade na soja. Foi
feita observagéo visual para verificagdo dos sintomas de fitotoxicidade, sendo que para isso foram
atribuidas notas em porcentagem, conforme a escala de Frans et al. (1986), sendo que, zero auséncia
de sintomas e 100% morte das plantas.

No estadio R2, foi realizada a avaliagdo do nimero e massa seca de nddulos, massa seca da
parte aérea e massa seca da raiz. A parte aérea foi cortada a 2 cm do nivel do solo e as raizes foram
retirados dos vasos, sendo lavadas para retirada do solo aderido. Os nddulos presentes nas raizes
foram destacados para contagem e posteriormente foram levados juntamente com a parte aérea a
as raizes para estufa de circulagdo forcada de ar, a 65 °C, por 72 h, para determina¢do da massa
seca (BRANDELERO; PEIXOTO; RALISCH, 2009). Apds a secagem, as amostras foram pesadas

em balanca semi analitica para quantificacdo da massa seca.

Analise estatistica

Os dados provenientes das variaveis resposta dos experimentos foram submetidos a analise
de variancia e quando constatado efeito significativo foi realizado o teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. Para as anélises estatisticas foi utilizado o programa Sisvar® (FERREIRA,
2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento em campo

Os tipos de inoculacgéo afetaram significativamente o nimero de nédulos e a produtividade de
grédos no primeiro experimento. No segundo experimento, os tipos de inoculacdo afetaram apenas
0 numero e massa seca de nodulos. As aplicacdes de glyphosate afetaram significativamente o
nimero e massa seca dos nédulos apenas no primeiro experimento, sendo que no segundo
experimento ndo houve efeito significativo para nenhuma das varidveis. Ndo houve interagdo
significativa dos fatores para as varidveis estudadas em ambos os experimentos, indicando que nédo
h& mudanca no comportamento dos tipos de inoculacdo quando altera as aplicacdes de glyphosate

para a cultivar NS5959 IPRO nas condic¢des avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para verificagdo dos fatores tipos de inoculagdo e
aplicagdes de glyphosate sobre as varidveis niimero de nodulos planta! (NN), massa seca de

nédulos planta™! (MSN), massa de mil grio (MMG) e produtividade de graos (PG) de soja.

Fontes Primeiro experimento
de Quadrado Médio
Variagéo GL NN MSN MMG PG
Inoculagéo (1) 2 2024,63* 0,002" 163,44 1303505,72*
Aplicagdes (G) 4 3364,21** 0,019** 164,90 79239,90™
IxG 8 124,45M™ 0,002™ 84,49™ 93441,87™
Bloco 3 7609,53** 0,005" 297,08™ 198341,62"
Erro 42 403,39 0,002 136,47 258285,06
CV (%) - 19,82 20,04 5,65 9,98
Segundo experimento
Inoculacdo (1) 2 2537,33* 0,015* 135,81™ 278415,1™
Aplicacoes (G) 4 1108,80™ 0,006" 55,99m 154026,8™
IxG 8 324,90™ 0,002" 55,92M 66524,2"
Bloco 3 78,42™ 0,003"™  1012,02** 987399,7**
Erro 42 666,46 0,003 44,83 86657,3
CV (%) - 24,12 26,86 3,14 6,15

** * e " significativo a 1, 5% e ndo significativo respectivamente, pelo teste F.

O numero de nodulos por planta para a co-inoculacdo ndo diferiu da testemunha, sendo
significativamente inferior a inoculacdo no primeiro e no segundo experimento. Por outro lado, no
segundo experimento a massa seca de nddulos por planta para a co-inoculagédo foi maior do que a
testemunha e igual aos tratamentos com inoculagdo. Para a produtividade de gréos, a co-inoculacéo
foi o tratamento que proporcionou a menor produtividade, sendo que esta resposta foi observada

apenas no primeiro experimento. Nas aplicacdes de glyphosate, os efeitos foram observados
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somente no primeira experimento, em que a testemunha sem aplicagdo apresentou o0 maior nimero

e massa seca de nddulos por planta (Tabela 3).

Tabela 3. Média do nimero de nodulos (NN, planta’), massa seca de nodulos (MSN, g planta™) e
produtividade de grdos (PG, kg ha) de soja em funcéo dos tipos de inoculacio e aplicagBes de
glyphosate em dois experimentos na safra 2017/18.

Primeiro experimento Segundo experimento
Tipos de NN MSN PG NN MSN PG
inoculacédo
Testemunha 94 bt 0,21a™ 5.317a 105 b 0,18 b 4.670 a
Inoculacao 113 a 0,23a 5.143a 119 a 0,22 a 4.785 a
Co-inoculacgéo 98 b 0,22a 4.815b 97 b 0,23 a 4.906 a
Aplicagdes de glyphosate
Testemunha 129 a 0,29a 5.000a 98 a 0,20a 4930 a
V2 101 b 0,23b 5.171a 119 a 0,23 a 4.835a
D+V2 88 b 0,19b 5.008 a 102 a 0,19 a 4.835a
V2 + V6 101 b 0,21b 5.136a 116 a 0,24 a 4.743 a
D+V2+V6 88 b 0,19b 5.145a 100 a 0,20 a 4.625 a

*D= dessecacao 10 dias antes da semeadura. *Médias seguidas por letras iguais na coluna nao

diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Em areas com historico de inoculacdo em soja, em geral, a populacdo de Bradyrhizobium no
solo é elevada, podendo chegar a 10° bactérias por g de solo (HUNGRIA; MENDES, 2015). Na
area dos experimentos, a qual possuia historico de inoculacdo foi observada uma populacdo
Bradyrhizobium elevada em todos os tratamentos, sendo que na testemunha que néo recebeu
inoculante, a populagdo foi de 4,3 x 10° UFC g solo™®. Com isso, observou-se uma nodulac&o
elevada nas raizes da soja mesmo para a testemunha na nos dois experimentos, do qual foi de 94 e
105 nodulos planta® e uma massa seca de nddulos de 210 e 180 mg planta™, respectivamente. Os
valores encontrados foram superiores aos citados por Hungria; Campo; Mendes (2007), em que
uma planta de soja bem nodulada deve apresentar no periodo do florescimento um nimero de 15 a
30 nddulos ou uma massa seca de nddulos de 100 a 200 mg. No entanto, quando a populacédo
naturalizada se encontra em um nivel metabdlico baixo, ha a necessidade de um tempo maior para
a nodulacdo (HUNGRIA; MENDES, 2015), sendo que isso pode ser melhorado com a utilizagéo
de inoculante.

A inoculagdo proporcionou incrementos de 20,4 e 13,3% no namero de nddulos em relacéo a
testemunha no primeiro e segundo experimento, respectivamente. Com o aumento do potencial
genético das cultivares anualmente (DE FELIPE; GERDE; ROTUNDO, 2016), o aumento do

namero de nddulos no periodo do florescimento também se faz necessario para sustentar a demanda
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por N e garantir altas produtividades das cultivares. O maior numero de nédulos para a inoculagdo
se deve a maior eficiéncia das bactérias provenientes do inoculante, em nodular o sistema radicular
da soja, visto que, além da maior atividade fisiologica dessas bactérias em relacdo as ja
estabelecidas, o inoculante fornece uma elevada populacdo de bactérias proxima as raizes
(NOGUEIRA; HUNGRIA, 2014). Além disso, com a inoculacdo ocorre maior nodulacdo na area
da coroa, fator que contribui para o estabelecimento de plantas mais vigorosas (HUNGRIA;
MENDES, 2015).

O aumento na nodulacdo com a inoculagdo, no entanto, ndo refletiu em maiores
produtividades de soja, visto que, a produtividade para testemunha sem inoculacdo no primeiro e
segundo experimento foi estatisticamente igual ao tratamento inoculado. Esse resultado pode ser
devido a area apresentar populacdo elevada de Bradyrhizobium, de modo que, mesmo nao
recebendo inoculante, as plantas de soja apresentaram numero de nddulos elevado (Tabela 3). Em
um solo com populacgdo naturalizada de Bradyrhizobium de 2,871 x 10* UFC g* solo, Luca;
Hungria (2014) observaram boa nodulacéo das plantas de soja no tratamento controle, de maneira
que, ndo constataram diferenca no nimero e massa seca de nddulos entre o tratamento controle e 0
inoculado na densidade de 320.000 plantas. Segundo Hungria; Campo; Mendes (2007), as bactérias
naturalizadas possuem capacidade de nodular as raizes e fixar nitrogénio, sendo que, quando o
nitrogénio fixado for suficiente para atender a demanda da planta, a inoculagdo pode néo resultar
em incrementos na produtividade da cultura. No entanto, em diversas pesquisas foi observado que
a re-inoculacdo anual pode resultar em incrementos de até a 8% na produtividade da soja
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013; HUNGRIA; MENDES, 2015).

A reducdo do nimero de nédulos por planta nos dois experimento e sem aumento significativo
para a massa seca de nédulos com a co-inoculacdo ndo era esperado, uma vez que, 0 A. brasilense
apresenta sinergismo com o Bradyrhizobium (JUGE et al., 2012), aumentando (FERRI et al., 2017)
e antecipando a nodulacdo da soja (CHIBEBA et al., 2015) e outras leguminosas (BURDMAN;
KIGEL; OKON, 1997; MASSOUD et al., 2009). Segundo Radwan; Mohamed; Reis (2004), as
plantas inoculadas com A. brasilense apresentam maior producdo de pélos radiculares, o que
deveria resultar em maior nodulagéo, tendo em vista que, a formacao dos nodulos € iniciada a partir
dos pélos da raiz. No entanto, 0 momento da nodulacéo pode ser interferida pela concentracao de
acido indol acético (AlA) produzido pelo A. brasilense, visto que, esse hormdnio possui papel de
destaque na sinalizagdo e comunicagéo entre a planta e o Bradyrhizobium (DARDANELLI et al.,
2008; STAR et al., 2012; PEUNTE et al., 2017).

As substancias produzidas por Azospirillum sdo capazes de ultrapassar a parede celular e
serem reconhecidas pela membrana das células das plantas, acarretando em uma série de mudancas

metabolicas e morfoldgicas (BASHAN; HOLGUIN, 1997). Contudo, as alteracbes provocadas
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pelo A. brasilense nas raizes das plantas que realizam simbiose podem favorecer ou ndo a
nodulacdo. Em concentragdes elevadas o Azospirillum pode causar inibicdo do crescimento e
alongamento das raizes das plantas pela producédo excessiva de AlA, afetando também a formacéo
e crescimento dos nodulos (YAHALOM et al., 1991). Em soja, Hungria; Nogueira; Araujo (2013)
ndo encontraram beneficios a nodulagdo com a co-inocula¢do quando foi utilizado doses de A.
brasilense no sulco acima de 2,5 x 10° células semente™. Nos experimentos, a concentragdo de A.
brasilense utilizada na co-inoculacéo foi de 2,1 x 10° células semente™, além de uma populagéo
naturalizada de 3 x 103 NMP g solo, no entanto, o A. brasilense pode ter encontrado condigoes
favoraveis ao seu desenvolvimento, aumentando sua populacdo e acabando por competir com
Bradyrhizobium, afetando a formag&o dos nodulos.

A reducdo da produtividade de grdos de soja no primeiro experimento e sem ganho produtivo
no segundo experimento com a co-inoculagdo discordam dos encontrados na literatura, a qual
diversos autores verificaram aumentos de 6,4 a 20% (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013;
BRACCINI et al., 2016; FIPKE et al., 2016; FERRI et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2018). No
entanto, como verificado no segundo experimento, algumas pesquisas também ndo observaram
ganhos significativos em produtividade com a co-inoculagdo (BARBARO et al., 2009; ZUFFO et
al., 2015). Em acéo de transferéncia de tecnologia de inoculagdo e co-inocula¢do no estado do
Parana foram observados aumentos de produtividade em 88% das unidades avaliadas, por outro
lado, também foram observados resultados ligeiramente negativos com a co-inoculacéo
(NOGUEIRA et al., 2018).

O resultado negativo para o primeiro experimento pode estar relacionado ao tipo de manejo
em que a area foi submetida antes da semeadura da soja, tais como as diferentes plantas de cobertura
utilizadas nos dois experimentos. Dependendo do tipo de manejo da &rea, a populacdo de
microrganismos no solo pode ser alterar (IZQUIERDO; NUSSLEIN, 2015). No primeiro
experimento, a soja foi cultivada sob palhada de nabo forrageiro, uma cultura que disponibiliza
mais rapidamente maiores quantidades de N em relacdo as gramineas. Uma maior disponibilidade
de N, principalmente na forma de amonio pode estimular uma maior producdo de AIA pelo
Azospirillum (RADWAN; MOHAMED, REIS, 2004), do qual pode prejudicar as raizes em altas
concentragdes, afetando o desempenho da planta (YAHALOM et al., 1991). Portugal et al. (2017)
observaram reducdo da produtividade de milho, quando a cultura foi inoculada com A. brasilense
e semeada sob palhada de crotalaria juncea e guandu. Gittiet et al. (2012) verificaram reducdo no
namero de paniculas de arroz quando a cultura foi inoculada com A. brasilense e cultivada em
sucessao a crotalaria. Segundo os autores, a crotalaria pode ter proporcionado ambiente favoravel

ao desenvolvimento das bactérias e maior sintese de auxina.
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A reducdo da nodulagéo da soja com as aplicagdes de glyphosate no primeiro experimento
corroboram com outros resultados encontrados na literatura (ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004;
SERRA etal., 2011). Esses autores citam a inibicdo da enzima EPSPs das bactérias pelo glyphosate
como causa da reducdo da nodulacdo. De Maria et al. (2006) verificaram que o glyphosate €
rapidamente translocado das folhas até os nodulos, causando a inibigdo da enzima EPSPs e
provocando uma desregulacdo na via do &cido chiquimico. Segundo os autores, essa perda de
controle no fluxo de chiquimato pode causar a reducéo do suprimento de malato para os bacteroides
e limitacdo na atividade da nitrogenase, visto que, o acumulo de &cido chiquimico provoca a
inibicdo da phosphoenolpiruvate carboxylase, a qual € enzima chave no metabolismo do carbono,
sendo responsavel também por suprir os bacteroides com fontes de energia. No entanto, mesmo
sendo inferior para os tratamentos que receberam glyphosate, 0 nimero e massa seca de nédulos
foram elevados, evidenciando que o efeito do herbicida pode ser transitério.

No segundo experimento, a amostragem dos nddulos no estadio R1 foi aos 35 dias apos a
primeira aplicacdo do glyphosate em pds-emergéncia, cerca de 13 dias a menos em relacdo a
amostragem da primeira época. Segundo Chagas Junior et al. (2013), dependendo do periodo da
coleta pode se obter resultados diferentes para o nimero de nédulos apos as aplicagbes do
glyphosate. Os autores verificam um estimulo no nimero de nédulos da soja em duas formulagdes
de glyphosate aos 30 dias ap0s a aplicagdo e reducdo aos 45 dias em relacdo a testemunha, e que
aos 60 dias apos a aplicacdo ndo houve diferenca. Nos resultados (Tabela 3), mesmo néo
apresentando diferenca significativa é possivel observar valores mais altos para o numero de
nodulos no segundo experimento nas aplicac@es do herbicida. A resposta da primeira época distinta
da segunda época parece seguir o que foi evidenciando por Chagas Junior et al. (2013), em que a
amostragem dos nédulos proximo aos 45 dias apds a aplicacdo do glyphosate tende a ter efeito
negativo do herbicida e amostragens mais precoces, aos 30 dias ap6s a aplicacdo, o efeito €
estimulante.

O glyphosate nédo alterou a produtividade de grdos da soja em ambos 0s experimentos, resposta
que pode estar relacionada ao baixo efeito que o herbicida causou na nodulagdo. Os resultados
encontrados na literatura a respeito do efeito do glyphosate sobre a produtividade da soja sé&o
variados. No primeiro experimento, os resultados verificados na pesquisa foram similares aos
encontrados por Reis et al. (2014), a qual a redugdo do nimero de nédulos da soja na presenca de
algumas formulacGes de glyphosate néo foi suficiente para afetar a produtividade, uma vez que, a
massa seca de nddulos se manteve. Ja no segundo experimento os resultados corroboraram com 0s
encontrados por Correia; Durigan (2007), a qual ndo observaram redugdo no nimero de nédulos e
produtividade de grdos de soja com a aplicacdo de oito formulagbes de glyphosate. Em

determinadas condicdes observa-se que glyphosate estimula o desenvolvimento da soja e promove
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aumentos na produtividade de graos (SILVA et al., 2018). No entanto, em condig0es estressante
para as plantas como o déficit hidrico, a resposta da nodulacéo e produtividade da cultura com a
aplicacdo do herbicida pode ser negativa (ZABLOTOWICZ; REDDY, 2007). Além disso, em
estadios menos favoraveis a aplicacdo do glyphosate como nos inicias da soja, VE e VC, ha um
maior potencial de reducdo da produtividade (BELFRY; SHROPSHIRE; SIKKEMA, 2015) e
aplicacdes no estadio V2 podem ser mais prejudicais para a nodulagdo (SANTOS et al., 2007a).

A cultura da soja respondeu de forma distinta entre as épocas de semeadura para 0s tipos de
inoculacdo e os diferentes manejos com o glyphosate, evidenciando que outros fatores entéo
associados, principalmente com relacdo a co-inoculacdo. Um dos fatores foi 0 manejo da area na
entressafra com a utilizagéo de diferentes coberturas vegetais, que deve ser estudado em pesquisas
posteriores.

Experimento em casa de vegetacao

Houve interacdo dos fatores para o nimero de nddulos, evidenciando que para essa variavel
ocorreu mudanca no comportamento dos sais de glyphosate quando variou o tipo de inoculacéo.
Os tipos de inoculacdo afetaram significativamente a massa seca da parte aérea e a massa seca de
raiz. Os sais de glyphosate afetaram a massa seca de nddulos, massa seca da parte aérea € a
fitotoxicidade (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de varidncia para verificacdo dos fatores tipos de inoculacao e sais de

glyphosate sobre as varidveis nimero de nodulos planta’ (NN), massa seca de nédulos planta™!

(MSN), massa seca da parte aérea (MSPA) massa seca de raiz (MSR) e fitotoxicidade (FT) de soja.
Quadrado Médio

Fontesde  GL NN MSN MSPA MSR FT
Variagédo
Inoculagdo (I) 1 3404,0** 0,0002™ 5,2** 8,52* 0,01
Glyphosate (G) 4 5219,7** 0,01** 3,0%* 2,5™ 2,3%*
IxG 4 2364,2** 0,002" 1,4 1,7 0,2"
Erro 30 307,1 0,002 0,7 1,8 0,13
CV (%) - 22,8 47,6 9,8 28,9 29,0

** * e " significativo a 1, 5% e ndo significativo respectivamente, pelo teste F.

O numero de nddulos por planta néo foi alterado pelos sais de glyphosate nos tratamentos com
inoculacéo (B. japonicum), por outro lado, nos tratamentos com co-inoculagao (B. japonicum + A.
brasilense) a testemunha apresentou maior nimero de nédulos e o sal de amoénio proporcionou o
menor numero. Quando comparado os tipos de inoculagdo dentro da aplicagdo dos sais, a co-

inoculacdo aumentou o numero de nodulos para a testemunha sem aplicagéo e para glyphosate sal
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potéssio. Para os demais sais de glyphosate, o nimero de nédulos ndo diferiu entre a inoculagdo
padrdo e a co-inoculacdo. Nesse caso, 0s sais de isopropilamina, di-aménio e aménio podem ter
sido mais tdxicos para as bactérias, assim ndo se observou aumento na nodulacdo com a co-
inoculacdo. A massa seca de nodulos foi maior para a testemunha sem aplicacdo dos sais de
glyphosate, sendo que, ndo houve diferenca entre os sais. A maior massa seca da parte aérea foi
encontrada na testemunha sem aplicacéo e no sal di-amonio. A co-inoculagdo aumentou a massa
seca da parte aérea e de raiz em relagéo a inoculacao padrao. Os sais di-amo6nio e am6nio causaram

maior fitotoxicidade nas plantas de soja (Tabela 5).

Tabela 5. Média do niimero de nodulos (NN, planta®), massa seca de nédulos (MSN, g planta®),
massa seca da parte aérea (MSPA, g planta?), massa seca da raiz (MSR, g planta™) e fitotoxicidade
(FT, %) de soja em funcdo dos tipos de inoculacéo e sais de glyphosate.

Sais de NN MSN MSPA MSR FT
glyphosate Inoculacdo Co-inoculagédo g g g %
Isopropilamina 66 aA! 67 bA 0,05b 7,7b 45a 0,8b
Potassio 45 aB 78 bA 0,06b 79b 4,3a 0,0b
Di-amonio 73 aA 81 bA 0,08b 91a 4,0a 1,1a
Amonio 67 aA 47 cA 0,08b 8,1b 4,8a 19a
Testemunha 85 aB 155 aA 0,15a 8,7a 55a 0,0b
Tipo de inoculacédo
Inoculacéo - - 0,08a 79b 4,2 b 0,7a
Co-inoculacéo - - 0,09a 8,7a 51a 0,8a

IMédias seguidas por mesma letra minasculas na coluna e maiuscula na linha ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

O aumento do nimero de nédulos com a co-inoculacdo pode ter sido devido ao aumento do
sistema radicular das plantas, explicado pela maior massa seca de raiz (Tabela 5). A massa seca
de raiz da soja possui uma correlagédo positiva com a nodulagdo (CHIBEBA et al., 2015), pois uma
maior quantidade de raizes proporciona mais pontos de infec¢do, e consequentemente, maior
nimero de nddulos. E possivel que esses beneficios sejam proporcionados principalmente pelo
AIA produzido pelo Azospirillum, que além de influenciar no aumento do crescimento das plantas
(CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014), esta relacionado com o maior estimulo a
comunicagéo entre a planta e as bactérias no processo de nodulacdo (STAR et al., 2012, PEUNTE
etal., 2017).

Em estufa, Chibeba et al. (2015) encontraram resultados positivos no numero de nodulos de
soja com a co-inoculagdo. Os mesmo autores também verificaram antecipagdo da nodulacao, o que
€ importante, visto que, esse fator pode contribuir para um rapido estabelecimento das plantas. Ja

em estudo a campo e co-inoculando no sulco, Ferri et al. (2017) verificaram maior nimero de
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nodulos nas plantas de soja em comparacdo a inocula¢do apenas com Bradyrhizobium. Além disso,
foi verificado que a co-inoculagdo aumentou a produtividade de graos da cultura.

No presente estudo, a co-inocula¢do ndo aumentou o nimero de nddulos em todos os sais de
glyphosate testados (Tabela 5). Além da testemunha sem aplicacdo dos herbicidas, apenas o sal
potéssio proporcionou aumento no nimero de nddulos em relacdo a inoculacdo padréo. Porém,
vale ressaltar que em relacdo a testemunha co-inoculada todos os sais avaliados reduziu o nimero
de nddulos nas plantas, sendo que o sal aménio foi que mais diminuiu.

A reducdo da nodulacdo na presenca do glyphosate pode ser devido a inibicdo da enzima
EPSPs das bactérias (SERRA et al., 2011). No entanto, os resultados evidenciaram a possibilidade
de alguns sais causarem maior toxicidade as bactérias. Reis et al. (2014), avaliando seis
formulacdes de glyphosate, sendo duas contendo o sal de isopropilamina, duas com sal de potassio
e duas com sal de amdnio, verificaram variagdo entre os sais e entre a formulagdo com 0 mesmo
sal quanto ao efeito no nimero de nddulos nas plantas de soja. Santos et al. (2004) e Santos et al.
(2007a) verificaram que o herbicida Zapp Qi (sal potassio) apresentou menor toxicidade para as
estirpes de Bradyrhizobium em relacdo a formulacGes contendo os sais de isopropilamina e
amonio. Resultados semelhantes foram observados para o sal potassio quando este foi comparado
dentro dos tipos de inoculagéo.

A variacdo no efeito dos sais de glyphosate pode estar relacionada a quantidade de herbicida
que é absorvida e que chega até as raizes e nddulos da soja. Santos et al. (2007b), avaliando
diferentes formulacdes na absorc¢éo e translocacdo de glyphosate em soja transgénica, observaram
que o Roundup Transorb (Sal de isopropilamina) apresentou maior percentual da molécula de
glyphosate nas raizes e nos nédulos da soja. Reddy; Zablotowicz, (2003) observaram que 0s sais
de isopropilamina e di-amdnio acumularam nos nédulos em concentragbes bem mais elevadas do
que sal de trimetilsulfonico. Segundo Meschede et al. (2015), em algumas plantas o glyphosate sal
de isopropilamina pode apresentar maior eficiéncia quanto a absor¢éo e translocacéo.

A massa seca de nodulos que € uma das variaveis mais adequadas para avaliar o potencial de
fixacdo bioldgica (DE SOUZA et al., 2008) foi reduzida drasticamente pelos sais de glyphosate.
No entanto, a planta possui capacidade para modular essa variavel, por isso, mesmo havendo
reducdo do numero de nodulos, a formacédo de nddulos mais pesados pode contribuir para que o
crescimento e a produtividade ndo seja afetada. Isso foi verificado por Reis et al. (2014), no qual
diferentes formulacGes de glyphosate reduziram o nimero de nédulos, porém néo afetou a massa
seca de nddulos, e consequentemente ndo influenciou a massa seca da parte aérea e a produtividade
de gréos.

O aumento da massa seca da parte aérea com a co-inoculacdo (Tabela 5) pode estar

relacionado com o maior aporte de nitrogénio e o aumento da absorcdo de agua e nutrientes
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ocasionado pelo maior nimero de nddulos e sistema radicular, respectivamente, 0s quais sao
recursos necessarios para a planta desenvolver mais parte aérea. Esse maior acimulo de massa
seca da parte aérea € importante pois esta diretamente relacionada com o enchimento dos graos
(PROCOPIO et al., 2013).

No experimento, o sal di-amdnio mesmo apresentando menor nimero e massa seca de ndédulos
em relacdo a testemunha ndo reduziu a massa seca da parte aérea, demonstrando que para esse
herbicida, o potencial da planta ndo foi afetado. No entanto, Santos et al. (2007c) cita que a
aplicacdo de glyphosate em pos-emergéncia da soja pode diminuir o crescimento e a massa seca
das plantas. Mas de acordo com os resultados obtidos, dependendo do sal de glyphosate utilizado,
os efeitos tanto para a nodulagdo quanto para crescimento das plantas de soja podem ser

minimizados.

CONCLUSOES

A co-inoculacdo ndo aumentou a nodulacgéo e a produtividade da soja nas condi¢bes de campo.
Ja em ambiente controlado foi possivel verificar aumento da nodulacéo.

Os manejos com o glyphosate reduziram os nddulos da cultivar de soja NS 5959 IPRO, porém
néo afetam a produtividade da cultura.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, a co-inoculagdo ndo proporcionou aumento das caracteristicas de
interesse da soja (nodulacdo e produtividade) em campo. Houve diferencas entre os dois
experimentos, sendo que o primeiro apresentou resultados negativos para a co-inoculacdo, o que
levantou novas hipdtese a respeito do manejo dessa técnica. Em condigdes controladas, a co-
inoculagdo aumentou as caracteristicas estudadas da soja, evidenciando que a essa técnica possuli
potencial para incrementar o desempenho da cultura.

As aplicacdes de glyphosate foram capazes de reduzir os nodulos da soja, mostrando que
mesmo em doses recomendadas para a cultura as bactérias sao afetadas negativamente. No entanto
foi possivel observar que dependendo do sal de glyphosate utilizado aliado com a co-inoculagéo, o
impacto do herbicida sobre a nodulagéo pode ser minimizado.
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