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RESUMO

INOCULACAO E COINOCULAGAO DE MICRORGANISMOS VIA SEMENTE E
SULCO DE SEMEADURA NA SOJA EM TERRAS BAIXAS

AUTORA: Rafaela Leopoldina Silva Nunes

ORIENTADOR: Enio Marchesan

A soja cultivada em éareas de terras baixas estd em constante expansdo, sendo rotacionada nos
solos arrozeiros do Rio Grande do Sul, principalmente devido a valorizagdo econémica e 0s
beneficios gerados ao arroz. No entanto, em terras baixas a soja pode ser afetada por diversos
estresses, logo é imprescindivel a adocdo de ferramentas integradas de ordem fisica, quimica e
bioldgica para a solugdo de problemas agricolas. A utilizacdo de bioinsumos pode ajudar na
fixacdo bioldgica de nitrogénio, promocao do metabolismo da planta, diminuir incidéncias de
doengas, dentre outras. Porém, a forma como ir4 ser disponibilizado podera influenciar na
eficiéncia do mesmo. Com isso, objetivou-se avaliar os efeitos da inoculacdo e coinoculagédo
de Bradyrhizobium japonicum com microrganismos multifuncionais na cultura da soja, e a
melhor forma de aplicacdo destes via tratamento de sementes e sulco de semeadura em
ambiente de terras baixas. No primeiro capitulo, foi realizado um experimento em casa de
vegetacdo, na area didatico experimental de Varzea da UFSM, utilizando o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e dez tratamentos: 1)
Testemunha (sem inoculagdo); 2) Bradyrhizobium japonicum (Bj); 3) Bj + A. brasilense; 4) Bj
+ T. asperelloides; 5) Bj + P. fluorescens; 6) Bj + B. subtilis; 7) Bj + B. pumilus; 8) Bj + B.
amyloliquefaciens; 9) Bj + B. megaterium; 10) Bj + Bio bokashi. Aos 50 dias apo6s a
instalacdo, foram realizadas avaliagdes biomeétricas, fisioldgicas e quimicas nas plantas. Os
resultados identificaram que a inoculacao e coinoculagdo de microrganismos ndo interfere na
parte aérea e nos teores de NPK do tecido foliar das plantas, mas, influéncia positivamente o
sistema radicular. A inoculacdo de B. japonicum apresenta incrementos médio de 60,8% na
massa seca das raizes (MSR), 60,7% no numero de nddulos (NN) e 66,6% no volume
radicular (VR), apresentando também, maior taxa liquida de assimilacdo de carbono e
eficiéncia do uso da &gua. As coinoculagdo com as demais bactérias estimula um maior aporte
de massa seca de raiz nas plantas, com destaque para o A. brasilense a qual incrementou
MSR, NN e VR quando comparada a inoculacdo simples, sendo estd uma boa escolha para
coinoculacdo. No segundo capitulo, foram realizados dois experimentos a campo, um no
municipio de Santa Maria-RS e outro em Candeléria-RS, utilizando o delineamento
experimental de blocos ao acaso em parcela subdividida, bifatorial 2 x 8, com quatro
repeti¢des. Nas parcelas principais foram distribuidas duas formas de aplicacdo: (semente e
sulco de semeadura) e nas subparcelas oito associa¢fes entre microrganismos: 1) Testemunha;
2) Bj; 3) Bj + A. brasilense; 4) Bj + T. asperelloides; 5) Bj + P. fluorescens; 6) Bj + B.
subtilis; 7) Bj + B. amyloliquefaciens; 8) Bj + B. megaterium. Realizou-se mensuracfes de
variaveis biométricas, fisioldgicas, quimicas nas plantas e de produtividade de grdos. Com o0s
principais resultados obtidos, observa-se que a inoculacdo com B. japonicum ¢ eficiente e a
coinocula¢do com bactérias em especial com o A. brasilense, apresenta efeitos positivos no
sistema radicular das plantas, na taxa de cobertura do dossel vegetativo e na produtividade de
gréos de soja, principalmente quando aplicada no sulco de semeadura.

Palavras-chave: bactérias multifuncionais, bioinsumos, fixacdo bioldgica de nitrogénio,
formas de aplicagéo, Glycine max L.



ABSTRACT

INOCULATION AND COINOCULATION OF MICROORGANISMS VIA SEED
AND SOWING FURROW IN SOYBEAN IN LOWLANDS

AUTHORA: Rafaela Leopoldina Silva Nunes
ADVISOR: Enio Marchesan

Soy cultivated in lowland areas is constantly expanding, being rotated in the rice soils of Rio
Grande do Sul, mainly due to the economic appreciation and benefits generated by rice.
However, in lowlands soybeans can be affected by various stresses, so it is essential to adopt
integrated physical, chemical and biological tools to solve agricultural problems. The use of
bioinputs can help with biological nitrogen fixation, promoting plant metabolism, reducing
incidences of diseases, among others. However, the way in which it will be made available
may influence its efficiency. With this, the objective was to evaluate the effects of
inoculation and coinoculation of Bradyrhizobium japonicum with multifunctional
microorganisms in soybean crops, and the best way to apply them via seed treatment and
sowing furrow in lowland environments. In the first chapter, an experiment was carried out
in a greenhouse, in the Véarzea experimental teaching area at UFSM, using a completely
randomized experimental design, with four replications and ten treatments: 1) Control; 2)
Bradyrhizobium japonicum (Bj); 3) Bj + A. brasilense; 4) Bj + T. asperelloides; 5) Bj + P.
fluorescens; 6) Bj + B. subtilis; 7) Bj + B. pumilus; 8) Bj + B. amyloliquefaciens; 9) Bj + B.
megaterium; 10) Bj + Bio bokashi. At 50 days after installation, biometric, physiological and
chemical evaluations were carried out on the plants. The results identified that the
inoculation and co-inoculation of microorganisms does not affect the aerial part and the
NPK levels of the plant leaf tissue, but positively influences the root system. Inoculation of
B. japonicum presents an average increase of 60.8% in root dry mass (MSR), 60.7% in the
number of nodules (NN) and 66.6% in root volume (VR), also presenting greater net carbon
assimilation rate and water use efficiency. Coinoculation with other bacteria stimulates a
greater supply of dry root mass in plants, with emphasis on A. brasilense, which increased
MSR, NN and VR when compared to simple inoculation, making it a good choice for
coinoculation. In the second chapter, two field experiments were carried out, one in the
municipality of Santa Maria-RS and the other in Candelaria-RS, using a randomized block
experimental design in a split plot, bifactorial 2 x 8, with four replications. Two forms of
application were distributed in the main plots: (seed and sowing furrow) and in the subplots
eight associations between microorganisms: 2) Bj; 3) Bj + A. brasilense; 4) Bj + T.
asperelloides; 5) Bj + P. fluorescens; 6) Bj + B. subtilis; 7) Bj + B. amyloliquefaciens; 8) Bj
+ B. megaterium. Measurements of biometric, physiological and chemical variables in plants
and grain productivity were carried out. With the main results obtained, it is observed that
inoculation with B. japonicum is efficient and co-inoculation with bacteria, especially A.
brasilense, has positive effects on the root system of plants, on the coverage rate of the
vegetative canopy and on productivity. of soybeans, especially when applied in the sowing
furrow.

Keywords: multifunctional bacteria, bioinputs, biological nitrogen fixation, forms of
application, Glycine max L.
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INTRODUCAO

A cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill] é a principal aleuro-oleaginosa cultivada
no mundo e atualmente é uma das alternativas com maior potencial de cultivo de grdos para a
rotacdo com o arroz irrigado (Oryza sativa L.) em ambiente de terras baixas no Estado do Rio
Grande do Sul, ocupando uma area de 426.212 ha na safra 2021/22 (IRGA, 2022) e 505.965
ha na safra 2022/23 (IRGA, 2023). De modo que, verifica-se uma tendéncia de produtores
multigrdos, com reducdo da area de arroz aliada a integracdo de outras culturas, para
diversificacdo e fortalecimento do seu negdcio.

O aumento da producdo da leguminosa, especialmente em rotacdo com o arroz, é
devido a trés fatores principais: a valorizacdo da soja no mercado nacional/internacional; a
inviabilizacdo de algumas areas para o cultivo de arroz, devido a infestacdo de plantas
daninhas e o surgimento de genotipos de soja adaptadas as condi¢des edafoclimaticas desse
ambiente (QUEVEDO et al, 2022). Proporcionando a melhoria nas condic¢des de fertilidade
do solo, controle mais eficiente de plantas daninhas, a quebra do ciclo de pragas e doengas, e
principalmente a valorizacdo econdmica por maior fluxo de caixa ao produtor, visto que
havera duas culturas, com custos de lavoura e precos diferentes.

Entretanto, nesse novo ambiente de terras baixas, o crescimento e produtividade de
gréos da soja podem ser afetados por algumas caracteristicas intrinsecas destes solos, os quais
sdo fatores limitantes para o adequado desenvolvimento da cultura, dentre eles, destaca-se a
drenagem deficiente, a presenca de camada subsuperficial compactada e a baixa
condutividade hidraulica (SOSBAI, 2018).

A soja € uma cultura que possui baixa tolerancia ao excesso hidrico, e os solos que
ocorrem em terras baixas apresentam drenagem deficiente, com um lencol freatico mais
superficial, presenca de horizonte B altamente impermeavel e maior desestruturacdo e
compactacdo nas camadas mais superficiais. Compactacdo oriunda da intensa utilizacdo de
tecnologias voltadas a mecanizacdo das operacdes agricolas, sem controle de trafego,
realizadas em condicOes de alta umidade do solo e também da superlotacdo de animais em
propriedades que tém a pecuaria como atividade (SARTORI et al., 2016).

Nesse sentido, essas limitagfes em atributos do solo podem interferir em diversos
processos das plantas de soja. Dessa forma, € imprescindivel a busca por alternativas que
possam minimizar os impactos desses estresses junto com a manutencdo e busca de alta
produtividade de grdos das lavouras, seja no estado fisico, quimico e bioldgico. Uma das
estratégias € a aplicacdo de microrganismos, que podem desempenhar um papel vital para as
plantas durante o seu crescimento e desenvolvimento (ILANGUMARAN; SMITH, 2017).
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Bioinsumos compostos por bactérias diazotréficas combinadas com bactérias
simbidticas do género Bradyrhizobium, possibilitam a potencializacdo da nodulagdo e maior
crescimento radicular em soja, em virtude da capacidade das primeiras em produzir fito-
horménios, responsaveis pelo maior desenvolvimento do sistema radicular, proporcionando
maior absor¢do de &gua e nutrientes, resultando em menores estresses hidricos e maiores
produtividades (FINOTO et al., 2017).

Desse modo, a utilizacdo desses microrganismos como bioinsumos é uma das praticas
agricolas fundamentais no momento de semeadura, onde a inoculacdo de bactérias do género
Bradyrhizobium e a coinoculagdo com demais bactérias, como as do género Azospirillum,
Bacillus, Pseudomonas e fungos do género Trichorderma sdo alternativas para auxiliar no
aumento do crescimento de raizes, nodulacdo e também na diminuicdo da incidéncia de
doencas por patogenos do solo, nos estagios iniciais das plantas de soja (RONDINA et al.,
2020).

Contudo, a forma de inoculacdo e de coinoculagdo dos microrganismos pode
influenciar a eficiéncia destes, visto que a aplicacdo feita tradicionalmente via semente nem
sempre é eficaz, podendo ser afetada pela umidade e temperatura do solo no momento da
semeadura, pelo uso de produtos quimicos no tratamento das sementes que podem causar
toxidez a bactéria, dentre outros fatores (TOCHETO; BOIAGO, 2020).

Logo, métodos alternativos de aplicacdo podem ser vantajosos, por exemplo, a
inoculacdo via pulverizacdo no sulco de semeadura é uma opcao para 0 bom estabelecimento
desses microrganismos no solo (VIERA NETO et al., 2008). Portanto, se faz necessarios
estudos sobre o efeito destes microrganismos em solos de terras baixas e sobre a melhor
forma de aplicacdo deles na cultura da soja, a fim de obter uma alternativa mais sustentavel e

um melhor estabelecimento dos microrganismos e da cultura.

HIPOTESES
Capitulo 1:
- A inoculacdo simples de Bradyrhizobium japonicum apresenta respostas superiores
guando comparada a plantas néo inoculadas.
- A utilizacdo de A. brasilense na coinoculacdo da soja, promove o sistema radicular das

plantas com aumento na massa seca de raiz, volume de raiz e no nimero de nodulos.

Capitulo 2:

- A aplicacdo de microrganismos no sulco de semeadura proporciona maior
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desenvolvimento radicular e crescimento das plantas em ambiente de terras baixas,
elevando a produtividade dos graos.

- A coinoculacdo de B. japonicum com o fungo T. asperelloides melhora o
estabelecimento inicial das plantulas, promovendo menor morte de plantas por fungos

patogénicos de solo.

OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos da inoculacdo e coinoculagdo de Bradyrhizobium japonicum com
microrganismos multifuncionais na cultura da soja, e a melhor forma de aplicagdo destes via

tratamento de sementes e sulco de semeadura em ambiente de terras baixas.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ACULTURA DA SOJA NO AMBIENTE DE TERRAS BAIXAS

A cultura da soja € uma commaodity agricola indispensavel para a producdo mundial,
sendo fonte de proteina vegetal na alimentacdo humana e animal (PEIRETTI et al., 2019). No
cenario global, a producdo da aleuro-oleaginosa esta em constante avancgo, apesar da ruptura
de cadeias globais de suprimentos em funcdo da pandemia da Covid-19 e das restricdes
estabelecidas para seu combate, provocando amplas flutuacbes de estoque e gargalos de
producdo que resultaram na elevacdo dos precos de diversos insumos para produtores e
consumidores ao redor do mundo e da economia como um todo, que ainda se encontra em
crescimento lento e envolta por uma série de crises. Tal cenario em 2022-23, ainda esta
atrelado a ocorréncia de conflitos armados (Guerra Russia-Ucrania) e a crescentes tensoes
geopoliticas em regides chave na producdo de commodities (MANTOVANI et al., 2023).

No contexto nacional, o desempenho do agronegécio é suficiente para abastecer o
mercado interno e gerar excedentes exportaveis, consolidando o Brasil como um importante
fornecedor global de bens agropecuarios (FGV, 2015), entre 0s quais se destaca a soja, cuja
participacdo no mercado coloca o pais entre 0s maiores exportadores mundiais. No Brasil, a
soja comecou a representar valor comercial em meados da década de 1960, com destaque
produtivo inicial concentrado na regido Centro-Sul, e com posterior expansdo de fronteiras
agricolas no pais, tornando-se a cultura de maior importancia econémica (EMBRAPA, 2020).

A producéo brasileira de grdos na safra 2022/23 pode chegar a 309,9 milhdes de
toneladas. Destes, aproximadamente 151,4 milhdes de toneladas séo resultantes das lavouras

de soja, volume de 20,6% superior ao registrado em 2021/22, o qual obteve 125,5 milhdes
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(CONAB, 2023). Apontando uma recuperagdo na produtividade das lavouras as quais foram
atingidas pelas condicGes climaticas adversas do ultimo periodo, marcado por altas
temperaturas advindas do fenémeno La Nifia, ocasionando severos impactos.

A soja avanca em todas as regides do pais, como por exemplo, em areas de terras
baixas, sendo este cultivo caracteristico de poucos locais do mundo, assim como, no Sul do
Brasil (GUBIANI et al., 2018). Isto, possibilitado por avangos nas pesquisas e tecnologias que
permitiram a difusdo de conhecimentos, experiéncias, proporcionando a adaptacdo do
ambiente a essa espécie, fato cada vez mais frequente (EMBRAPA, 2020).

No Sul do Brasil, os solos de terras baixas sdo predominantemente cultivados com
arroz irrigado ou pastagens nativas. Contudo, esses solos também apresentam aptidao agricola
para o cultivo de culturas ditas de sequeiro como soja, milho, sorgo e trigo, desde que, sejam
implementadas préaticas agricolas necessarias, que compreendam questdes de ordem fisica,
quimica e bioldgica do solo, para o alcance de adequados niveis de produtividades com estas
culturas (AGOSTINETTO et al., 2022).

No Estado do Rio Grande do Sul (RS), as terras baixas localizam-se na metade sul do
estado e caracterizam-se pela heterogeneidade dos solos quanto a mineralogia e granulometria
em funcdo do material de origem, presenca de relevo plano a suave ondulado, tendo como
caracteristica dominante a ma drenagem e o hidromorfismo, provocando umidade excessiva
(PINTO et al., 2004).

A condicdo de hidromorfismo, associada & baixa fertilidade natural e as limitacGes
fisicas comuns aos solos de terras baixas, dificultaram por muito tempo a implementacdo de
uma agricultura diversificada e intensificada nestas areas, que ha muito esta alicercada no
binbmio arroz irrigado/pecuaria de corte extensiva (SCIVITTARO, 2022). Dessa forma, ha
mais de um seculo no Sul do Brasil as terras baixas séo utilizadas para a producdo de arroz
irrigado, principalmente pela disponibilidade e baixa infiltracdo de &gua e macroporosidade
na camada do solo proximo a superficie (DENARDIN et al., 2019), caracteristicas que
favorecem a irrigacédo por inundacéo no arroz.

Além destas, estas areas apresentam outras caracteristicas intrinsecas, como a
drenagem deficiente, lencol freatico superficial, a presenca de horizonte B altamente
impermeavel e maior desestruturagdo e compactacdo nas camadas mais superficiais. Essa
compactacao superficial ocorre em virtude da intensa utilizacdo de tecnologias voltadas a
mecanizacdo das operacOes agricolas, sem controle de trafego, do adensamento do solo
durante o preparo com alta umidade, e também devido a superlotacdo de animais em

propriedades que tém a pecuaria como atividade (SARTORI et al., 2016).
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As terras baixas com todas estas particularidades ja mencionadas, envolve
aproximadamente 6,5 milhdes de hectares no estado do Rio Grande do Sul (MIURA et al.,
2015), dos quais 1 milhdo de hectares eram cultivados anualmente com arroz irrigado
(CONAB, 2020). Atualmente, de acordo com dados do Instituto Rio Grandense do Arroz, a
area total semeada com arroz na safra 2022/2023 no Estado foi de 839.932 hectares, tendo
uma reducdo de 12,2% em relacdo a safra passada (957.185 ha) (IRGA, 2023).

Esses dados, além de representarem a magnitude econémica e social da agricultura das
terras baixas do RS, revelam um enorme potencial de expansao das atividades produtivas, seja
aumentando a &rea cultivada com arroz, seja utilizando-a para producdo de outras culturas de
grdos, como soja, milho, trigo, além de forrageiras, carne e leite. Porém, para a cultura do
arroz, observa-se um comportamento distinto nos ultimos anos, caracterizado pela diminuicéo
da area cultivada (IRGA, 2021), sobretudo, em razdo da baixa rentabilidade alcancada pela
cultura, comprometendo seriamente a sua sustentabilidade.

Reducdo também favorecida pela monocultura do arroz irrigado, a qual favoreceu o
aumento da pressdao de plantas daninhas e a selecdo de plantas daninhas resistentes ao
principal herbicida utilizado no sistema de producdo de terras baixas, reduzindo
significativamente a produtividade de gréos e inviabilizando o cultivo de arroz em muitas
fazendas do Sul do Brasil (CONCENCO et al., 2017). Aliado a isto, esta a crescente alta dos
custos de producao.

Logo, a introducdo da cultura da soja foi influenciada inicialmente pela necessidade de
reduzir a infestacdo de plantas daninhas, especialmente arroz-daninho e capim-arroz,
resistentes principalmente a herbicidas inibidores da ALS (acetolactato sintase) e a elevacédo
do preco pago pelo produto (AGOSTINETTO et al., 2022). Posteriormente, além da sua
contribuicdo para a elevacdo da renda da propriedade, ela é responsavel por este novo
momento de revitalizagéo das lavouras de arroz.

Posto isto, uma solucdo para a problematica da lavoura arrozeira passa pela
diversificacdo do sistema de producdo em terras baixas, com a implementacdo de sistemas
integrados de producdo agropecuaria, incluindo a insercdo da soja e a rotagdo de culturas
(SILVA et al., 2020). Nesse sistema, 0 arroz e a soja sdo cultivados sequencialmente na
mesma lavoura, com uma safra por ano.

Areas tradicionais de producdo de arroz tém sido cada vez mais utilizadas para o
cultivo de soja, sob o incentivo principal dos precos favoraveis alcangados pela oleaginosa no
mercado internacional e a estabilidade do mercado comprador. Assim, a area de soja em terras
baixas passou de 11.150 ha na safra 2009/2010 para 505.965 ha na safra 2022/2023, um



20

incremento de 45 vezes o valor inicial de area cultivada, representando atualmente um
percentual de 60,2% da &rea de arroz em rotacdo com soja (IRGA, 2023).

Contudo, existem varios desafios para que o cultivo da soja seja economicamente
viavel e rentavel nestas areas. Os principais fatores limitantes sdo a topografia
predominantemente plana, solos hidromdrficos que limita fortemente a drenagem da &gua, 0
alto grau de compactacdo em subsuperficie e a baixa capacidade do solo de realizar trocas
gasosas em profundidade. Nesse contexto, a escolha do local (risco de inundacao),
relacionado a sua adequacdo por meio do nivelamento superficial, da necessidade de
aprimorar tanto a macro como a micro drenagem de superficie e da correcdo do pH, surgem
como 0s primeiros aspectos técnicos a serem observados (MARCHESAN, 2022).

Desse modo, ha a necessidade de organizar/sistematizar as areas, em seguida utilizar
ferramentas que possibilitem o rompimento de ao menos parte da camada de maior restricdo
fisica do solo, para que a partir disso, outras praticas de manejo possam se expressar em seu
maximo potencial (adubacdo, escolha de cultivares, tratamentos fitossanitarios, inoculacéo,
dentre outras) e, além disso, buscar aumentar o potencial de producdo com a automatizagédo
das atividades da area, minimizando riscos e perdas (COELHO, 2022).

Portanto, as propriedades fisicas do solo que favorecem os arrozais podem aumentar o
risco de excesso ou déficit de 4gua no solo, limitando a aeracdo do solo, a fixacao bioldgica
de nitrogénio e a disponibilidade de agua, diminuindo a produtividade da soja em terras
baixas (GUBIANI et al., 2018). Logo, estratégias que contribuem para melhores condi¢es de
desenvolvimento da soja sdo imprescindiveis.

Segundo Fleck et al (2023), caracteristicas fisicas proprias do solo de terras baixas
podem ser trabalhadas para um melhor estabelecimento da soja nesse ambiente, inicialmente
com um rompimento da camada compactada com a escarificagéo do solo, com a utilizagdo da
irrigacdo proveniente do sistema ja consolidado do arroz irrigado e o cultivo sobre sulco-
camalhdo ou uso de sulcador na plantadora em linha, sdo taticas importantes e que devem ser
consideradas (GIACOMELI et al., 2022).

Nesta linha de pesquisa, tecnologias tém sido adotadas mais recentemente pela
comunidade em geral, a fim de minimizar os estresses nesses ambientes e elevar a
produtividade de grdos de soja de forma sustentavel, com a utilizagdo de RTK (Real Time
Kinematic) e do sistema de cultivo da soja em sulco-camalhdes, facilitando a drenagem e
reduzindo o uso de agua para a irrigacdo. Sistema este que se manejado de forma adequada,
permite uma maior oxigenacao contribuindo para nodulacdo, fixacdo bioldgica do nitrogénio

e a produtividade da soja em areas de rotacdo com arroz irrigado (MARCHESAN, 2016).
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A oxigenacgdo do solo no ambiente radicular é de suma importancia para a cultura da
soja nesse ambiente, visto que a soja nesse ambiente de terras baixas é rotacionada com o
arroz irrigado. Sendo que a hipdxia causada por inundacGes em arrozais irrigados, onde a
camada de agua reduz a difusdo de oxigénio no solo cerca de 10.000 vezes em comparagado
com a atmosfera (PONNAMPERUMA, 1972), reduz o potencial redox (CARLOS et al.,
2015) e, consequentemente, a atividade bioquimica da microbiota do solo (PANDEY et al.,
2014).

Além de afetar a atividade metabolica do solo, o cultivo de arroz durante a inundacao
causa inumeras alteracdes redox no solo que modificam completamente a comunidade
microbiana do solo (TIAN et al., 2022). Uma diminuicdo drastica no teor de oxigénio do solo
e uma reducdo significativa no potencial redox podem reduzir drasticamente a diversidade da
comunidade microbiana do solo (TIAN et al., 2022), modificando o ambiente e podendo
afetar diretamente as condi¢Ges microbianas para o estabelecimento da rotacdo com a soja e
da simbiose com microrganismos para a FBN da leguminosa.

Logo, é imprescindivel ressaltar que a insercdo dessa cultura nestas areas se deve ao
trabalho de um manejo integrado, realizado tanto na parte fisica do solo, como ja mencionado,
sobretudo para a melhoria do ambiente radicular. Na quimica, com a corre¢do e adubacdo do
solo para a elevacdo de niveis aceitaveis dos teores de nutrientes. E pelo manejo biologico do
solo, com a utilizacdo de microrganismos benéficos como forma de diminuir gradativamente
0s problemas que afetam a lavoura e potencializar efeitos na microbiota do solo e a interagédo
destes com a rizosfera das plantas.

Toda essa conjuntura possibilita e favorece o cultivo da soja nestas areas, que ao
contrario do arroz, ndo possui aerénquimas em seu sistema radicular, sendo assim néo
consegue tolerar periodos prolongados de alagamento do solo. De modo que, sem técnicas e
um manejo assertivo, a restricdo do crescimento do sistema radicular das plantas de soja, entre
outros parametros, pode afetar a eficiéncia da fixacéo biologica de nitrogénio (AMARANTE;
SODEK, 2006), a condutancia estomatica (MADHU; HATFIELD, 2014), a absorcdo de agua
e nutrientes, e rendimento de grdos (WANG et al., 2019).

Em suma, apesar das limitaces, a diversificacdo de culturas é uma préatica necessaria
que contribui para o aumento da diversidade do agroecossistema, estoques de carbono,
disponibilidade de N, biomassa microbiana, atividade enzimatica extracelular, diversidade
microbiana do solo e, principalmente, aumento da produtividade de grdos (CARLOS et al.,
2022). Portanto, a soja é a principal cultura alternativa a ser utilizada pelos produtores

gauchos nestas areas de terras baixas, beneficiando todo o sistema (arroz-soja-ambiente-
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produtor), rotacionando modo de acdo de herbicidas, manejando a resisténcia de plantas
daninhas, reciclando nutrientes, intensificando e diversificando a producdo de forma

sustentavel e economicamente vidvel na propriedade rural.

2. FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO NA SOJA E SUAS
CARACTERISTICAS EM AREAS DE TERRAS BAIXAS

Bastante exigente em nutrientes, a soja € a oleaginosa mais cultivada no mundo. No
Brasil, a cultura contribui significativamente para a expansdo da fronteira agricola do Pais.
Logo, a demanda nutricional para toda essa producgéo, no gréo de soja é alta, sendo necessario
fésforo, potassio, calcio e micronutrientes bem balanceados. Mas, como, na sua composic¢ao,
a proteina tem uma alta participacdo de 35% a 40%, o nitrogénio (N) representa o nutriente de
maior volume (FRANCO; DOBEREINER, 1994).

O nitrogénio é, portanto, um nutriente que as plantas requerem em maiores
quantidades e com mais frequéncia, sua baixa disponibilidade é um fator limitante na
producdo agricola. Isso se deve ao seu papel desde a fundacdo da vida na composicdo de
acidos nucléicos (DNA e RNA), aminoacidos e proteinas, além de algumas moléculas
necessarias a vida, como a clorofila (TAIZ et al., 2017).

Entretanto, a disponibilidade de nitrogénio é limitada em muitos solos, especialmente
nos tropicos, e embora a atmosfera da Terra seja composta por 78% de gas nitrogénio (N2),
este ndo estd em uma forma assimilavel para plantas ou animais. Contudo, o N pode ser
obtido por meio de quatro fontes: 1 - o solo, principalmente pela decomposicdo da matéria
organica; 2 - a fixacdo ndo-bioldgica, resultante de descargas elétricas, combustdo e
vulcanismo; (sendo estas duas primeiras fontes, praticamente insignificantes), 3 - fertilizantes
nitrogenados; e 4 - processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (N2). Dessa
maneira, a terceira fonte é a mais utilizada, isto como resultado da Revolucdo Verde, onde
desde a década de 1960 a agricultura moderna depende fortemente de fertilizantes industriais
a base de N (HUNGRIA et al., 2007).

No entanto, o processo Haber-Bosch para a sintese de fertilizantes nitrogenados requer
muito consumo de combustiveis fosseis para atingir a alta temperatura e pressdo necessaria
para quebrar a ligacao tripla entre os &tomos de N2. Além disso, durante a sintese, transporte e
uso de fertilizantes, é liberado didxido de carbono (COz2), e a eficiéncia da planta é de apenas
30 a 60%, o que leva perdas por lixiviagdo e emissdo de dxidos de nitrogénio, como o 6xido
nitroso (N20), que é 292 vezes mais ativo como gas de efeito estufa do que o didxido de
carbono (HUNGRIA et al., 2007; HUNGRIA et al., 2013).
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Mesmo assim, varios paises utilizam e importam a maior parte dos fertilizantes
nitrogenados usados na agricultura, por exemplo, 80% do nitrogénio no Brasil, criando uma
dependéncia externa vinculada a moedas estrangeiras. Essas limitacGes acarretam altos custos
econbmicos, severos e significativos problemas ambientais, demandando estratégias para
reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados (BOHLOOL et al. 1992; DOBEREINER,
1994; SPRENT; SPRENT, 1990).

Visto isso, quando a soja foi introduzida no Pais, em meados do século passado, 0s
primeiros estudos nutricionais do seu cultivo ja apontavam a necessidade do uso do nutriente.
No caso da leguminosa, as duas formas de melhor suprimento de N, é por meio do uso de
adubos minerais e da fixagdo bioldgica de nitrogénio.

Esta dltima é um fenbmeno natural, onde ha bilhdes de anos atras com a evolucdo da
Terra e consequentemente dos procariotos, bactérias, arqueia, ou seja, microrganismos que
habitam o solo comegaram a sintetizar uma enzima denominada nitrogenase, induzida pelos
genes NIF e FIX. Essa enzima que catalisa as reacdes de reducdo N2 a amonia (NHs), e se
mantém conservada até os dias de hoje, sendo capaz de quebrar a tripla ligacdo do N2 e
transforma-lo em amonia (NHs), processo denominado como fixagéo bioldgica do nitrogénio
(FBN) (SPRENT; SPRENT, 1990; EVANS; BURRIS, 1992), conforme a seguinte reacao:

N2+8e +8H"+ 16 ATP — 2 NHz + H2 + 16 ADP + 16 Pi

O conjunto basico de genes responsaveis pela sintese do complexo enzimatico e da
atividade da nitrogenase, denominados genes nif e fix, foi transferido horizontalmente para
outros procariotos, que atualmente sdo denominados como diazotréficos (di = dois, azoto =
nitrogénio; trofico = relativo a alimentacdo), estando presente em diversas espécies de
bactérias e arqueias, habitando todos os ecossistemas terrestres e os oceanos (ORMENO-
ORRILLO et al., 2013). Essas bactérias, denominadas como diazotréficas ou fixadoras de Nz,
se associam a diversas espécies de plantas, em diferentes graus de interacdo, nas proximidades
das raizes (rizosféricas), ou em relagdes mais intimas (endofiticas), levando a classificacdo
como bactérias associativas, endofiticas ou simbidticas.

Todavia, apesar da descoberta e a tendéncia pela opcao da FBN para disponibilizacdo
de N para a soja, havia na época a onda da Revolugdo Verde, onde o uso de fertilizantes
quimicos influenciou fortemente a agricultura moderna. Ademais, acreditava-se que a FBN
fornecia apenas uma pequena proporcdo do nitrogénio exigido pela soja, sendo necessaria a
adicdo quimica. Apenas, por volta da década de 70, pesquisas na agricultura brasileira,
identificaram bactérias associativas capazes de quebrar a tripla ligacdo entre os atomos de

nitrogénio, transformando-o numa forma assimilavel pelas plantas (FAGAN et al., 2007).
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Em estudos realizados posteriormente demonstraram que esta associacdo é capaz de
suprir toda a demanda por nitrogénio na cultura da soja (HUNGRIA et al., 2001). Esse fato
reduziu os custos de producdo no sistema brasileiro, garantindo maior lucratividade com
amenizacéo dos impactos ambientais e tornando a FBN um dos pilares de sustentabilidade do
sistema de producdo de soja no Brasil.

Nesse sistema, as bactérias que pertencem ao género Bradyrhizobium associam-se
com a soja através de simbiose (FAGAN et al., 2007). Porém, como a soja ndo € nativa do
Brasil, os solos ndo abrigam naturalmente estirpes compativeis dessas bactérias, de modo que,
em areas de primeiro cultivo, a nodulagdo é zero ou proxima de zero (HUNGRIA et al.,
1994).

Atualmente existe uma vasta documentacdo na literatura a respeito da nodulacdo em
areas novas, esta que também pode ser confirmada com técnicas mais avancadas de biologia
molecular (FERREIRA; HUNGRIA, 2002). Frente a isso, outras estirpes simbiontes da soja
foram trazidas do exterior, principalmente de universidades norte-americanas e,
posteriormente, da Australia, para avaliacdo nas condi¢Ges edafoclimaticas e com genotipos
de soja utilizados no pais.

No momento atual no Brasil, as estirpes de Bradyrhizobium recomendadas e que
possuem maior eficiéncia na FBN, para a cultura da soja, sdo B. elkanii (SEMIA 587 e
SEMIA 5009), B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) (CAMARA, 2014). Porém, por
ndo serem nativas em solos brasileiros é necessario realizar a inoculagdo destas estirpes nas
sementes da cultura, principalmente em solos onde nunca receberam inoculantes.

Dessa forma, a inoculacdo adequada nas sementes de soja fornece bactérias
diazotroficas na quantidade e qualidade necessarias para o0 estabelecimento precoce da
simbiose (HUNGRIA et al., 2017), uma vez que a populagéo estabelecida no solo pode ser
fisiologicamente limitada por diversos fatores ambientais.

Assim sendo, a inoculagdo com determinadas linhagens aumenta o numero de
bactérias fisiologicamente ativas e eficientes na realizacdo da FBN, estimulando a réapida
formacdo e ocupagdo de nodulos, o que resulta em mais N fixado & planta. Sendo que a
inoculagéo deve fornecer pelo menos 1,2 milh&o de unidades formadoras de col6nias (UFCs)
por semente, das quais 80.000 a 100.000 devem ser recuperadas no momento da semeadura
(HUNGRIA et al., 2017). Este € um nUmero considerado suficiente para promover uma
adequada nodulacdo radicular da soja em é&reas com populacdo estabelecida de
Bradyrhizobium.

Além disso, estima-se que para produzir 1.000 kg de gréos de soja sejam necessarios
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80 kg de N, dos quais 65 kg sdo exportados e 15 kg s&o utilizados no desenvolvimento
estrutural da planta (SEIXAS et al., 2020). Logo, as bactérias realizando a FBN, pode suprir
até 94% do N total necessario para o desenvolvimento da soja, garantindo ganhos econémicos
pela nédo utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, os quais implicariam em gastos em torno de
US$ 15 bilhdes de dblares a cada safra (HUNGRIA; MENDES, 2015). E um processo
complexo, a simbiose entre Bradyrhizobium spp. e a soja, envolve a expressao de genes
especificos da planta e da bactéria e uma troca de sinais altamente coordenados entre eles.
(HUNGRIA; STACEY, 1997; WEI et al., 2008; PASSAGLIA, 2017).

Feita a inoculagdo da bactéria na soja e estd semeada, ocorre a germinacdo dessas
sementes e as raizes da planta passam a exsudar polissacarideos, principalmente flavonoides
genisteina e daidzeina na rizosfera, que sdo reconhecidos pela bactéria, desencadeando a
producdo de lipoquitooligossacarideos (LCO's), conhecidos como fatores Nod (LIU;
MURRAY, 2016).

De modo que, com esses sinais da bactéria para a planta inicia-se a simbiose, atraindo
a bactéria (rizobios inoculados) para o cortex da raiz da planta (KIJNE, 1992; SHARMA et
al., 2020), ocorrendo em seguida, estimulos ao crescimento das bactérias na rizosfera da
planta hospedeira e a ativacdo de diversos genes da bactéria responsaveis pelo inicio da
nodulagdo, resultando em wuma estrutura caracteristica, o nodulo (DESBROSSES;
STOUGAARD, 2011).

A formacgdo de nodulos radiculares leva a fixagdo e assimilacdo do N pela planta
(REIS, et al., 2011). De modo que, nos nddulos radiculares, o N2 atmosférico é convertido em
NH3 e posteriormente em NH+4+ (MULDER et al., 2002, BARAL et al., 2014). Em troca, a
planta hospedeira fornece acidos dicarboxilicos (por exemplo, malato) (UDVARDI; DAY,
1997) como fonte de carbono e energia para as bactérias fixadoras.

Na soja, os produtos finais da FBN s&o transportados principalmente para a parte aérea
como ureideos, como alantoina e acido alantdico (BARAL et al., 2016). A quantidade de
ureideos no tecido vegetal aumenta ao longo do ciclo da planta, com pico entre R3 e R5,
diminuindo em R7 (OSBORNE; RIEDELL, 2011; ZAPATA et al., 1987), e sua abundancia
relativa no xilema da planta é considerada um indicador da atividade da FBN (DURAN;
TODD, 2012).

Outro indicador da FBN, que representa um marcador visual de que a FBN esta ativa,
é a leg-hemoglobina, uma hemoproteina responsavel pelo fino ajuste das necessidades
especificas de oxigénio dos nodulos, a qual fornece ao nédulo uma coloragdo rosada no seu
interior, indicando que esse estd em plena atividade (EPSTEIN; BLOOM, 2005).
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Visto a complexidade da FBN ao longo do ciclo da cultura, hd também constantes
formacGes e renovagdes dos nddulos no sistema radicular da planta, contribuindo para que o
processo de formacdo até o estabelecimento da bactéria e realizacdo da FBN seja bastante
responsivo a varios agentes do meio. Segundo Martin et al, (2022), alguns dos principais
fatores que interferem nessa eficicia sdo acidez do solo, altas temperaturas (DEAK et al.,
2019), baixa fertilidade e disponibilidade de dgua do solo (DEAK et al., 2019; STECCA et
al., 2019) e compatibilidade entre tratamento de sementes e inoculantes (SILVA et al., 2018).

Outro fator que pode interferir e limitar a FBN e o estabelecimento da soja em terras
baixas € o encharcamento, o excesso de umidade, muito caracteristico desse ambiente, este
que impacta com perdas de cerca de 30 e 50% na FBN, diretamente no nimero e massa dos
nodulos, com as maiores redugdes nas fases reprodutivas (GARCIA et al., 2020).

A atividade da nitrogenase é drasticamente reduzida com excesso de agua. Na
fotossintese as perdas também sdo de cerca de 30 a 50%, principalmente relacionado a
reducdo da condutancia estomatica e baixo status de N. A soja também pode desenvolver
tecido aerénguimatoso nas raizes, hipocotilos e nddulos, o que pode aliviar a anoxia gerada
pelo encharcamento, facilitando o transporte de oxigénio (PLOSCHUK et al., 2022). Desta
maneira, € preciso que mais esforcos sejam feitos na investigacdo dos efeitos do estresse
hidrico pelo encharcamento na nodulagdo e no impacto e subsequente recuperacdo do
crescimento radicular.

Além disso, embora os beneficios da inoculagdo anual sejam comprovados, muitos
agricultores ainda ndo utilizam tal préatica, por observarem que em &reas cultivadas por varias
safras consecutivas ocorre a formacdo de nddulos nas raizes da soja pela populagédo
estabelecida de Bradyrhizobium no solo, mesmo sem inocular. Entretanto, ao nao usar
inoculante nessas areas o produtor deixa de ganhar em produtividade (HUNGRIA;
NOGUEIRA, 2020).

Diante disso, é imprescindivel ressaltar a importancia da reinoculagédo anual, pois esta
pratica possibilita a renovacao qualitativa e quantidade dos rizébios nos sistemas de producéo,
provindo das doses aplicadas de inoculantes. Pois, a populagdo remanescente de rizobios, na
auséncia do hospedeiro principal durante o periodo da entressafra, sobrevivem
alternativamente como decompositores de matéria organica, competindo com outros
organismos nativos do solo. Em um ambiente agricola restritivo a sobrevivéncia, com
condigdes desfavoraveis a esses microrganismos e diversos estresses ambientais como frio e
seca, que sdo condigdes tipicas de entressafra em muitas regiGes. Resultando na perca do

potencial de eficiéncia na FBN, apesar de nodular algumas raizes de soja na proxima safra
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(CAMARA, 2018).

Logo, apesar das pesquisas, validacdes e desenvolvimento tecnoldgico com a FBN na
cultura da soja completarem mais de 100 anos no Brasil, sendo atualmente lider mundial em
contribuicdo da FBN na agricultura, lideranca que foi conquistada com a cultura da soja
(HUNGRIA et al., 2022). Ha a necessidade constante de levar essas informacdes da pesquisa,
de maneira mais assimilavel para o produtor, a fim de que ele possa aderir as tecnologias de
forma pratica no seu dia a dia, principalmente no tocante da soja em terras baixas, onde o

ambiente influencia significativamente o estabelecimento da cultura.

3. MICRORGANISMOS MULTIFUNCIONAIS COMO BIOINSUMOS

O Brasil é um pais modelo quando se trata do uso de microrganismos benéficos na
agricultura. Sendo cada vez mais constante a busca por tecnologias bioldgicas eficientes no
agronegacio, voltadas para sistemas agricolas sustentaveis, sobretudo para a redugdo de
riscos/impactos negativos ao meio ambiente e maiores incrementos de produtividade de forma
sustentavel, preservando a natureza, e participando efetivamente do crescimento do mercado,
0 qual esta cada vez mais globalizado e competitivo (HUNGRIA et al., 2022).

Porém, o modo de producédo agricola, pautado por décadas de monocultivo contribui
de maneira decisiva para a reducio da diversidade microbiana nos sistemas. E preciso
“repovoar” os solos constantemente com microrganismos que beneficiem as culturas
agricolas, e fortalecer a entrada destes nos sistemas ao longo de varias safras (FEITOZA,
2023).

Cada microrganismo tem a capacidade de desempenhar funcdes especificas e quando
atuam em conjunto podem favorecer a protecdo e o desenvolvimento das diversas culturas,
utilizando diversos mecanismos. Cabe salientar que ndo é apenas uma Unica espécie, cepa,
que possui todos 0s mecanismos que beneficiam o solo e as culturas, sendo que, quando se
fala de funcionalidade dos microrganismos também considera se a biodiversidade
(HUNGRIA et al., 2022).

A utilizagdo de microrganismos beneficia diretamente 0 crescimento e
desenvolvimento de plantas em decorréncia das suas funcdes especificas com a producéo de
fitormonios e sideroforos, suprimento de nutrientes e assimilacdo de nitrogénio atmosférico
(N2); bem como, indiretamente, por proteger as plantas contra patdgenos, de modo que
apresentam caracteristicas multifuncionais (MSIMBIRA; SMITH, 2020). Logo, a escolha dos
microrganismos a serem utilizados em determinada cultura, solo, clima, regido, deve ser

ponderada, e feita com cautela, levando o critério do objetivo/problema que se deseja
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resolver.

Desse modo, a identificacdo do objetivo ou do problema a ser solucionado é o
primeiro elemento que deve ser atentado para selecionar um microrganismo ou um conjunto
deles que se adapte e resolva melhor o problema em questdo, buscando uma maior
assertividade. Consequentemente, os bioinsumos possibilitam "personalizar” solugdes de
acordo com as diferentes demandas de uma maneira eficiente e sustentavel (FEITOZA, 2023).

Além disso, o uso simultaneo de diferentes microrganismos benéficos, definido como
coinoculacdo ou consorcio de microrganismos, vem ganhando espaco no mercado, pois
combina diferentes mecanismos de acdo, produzindo potenciais efeitos sinérgicos, quando
comparado a utilizacdo de microrganismos isoladamente (FLAUZINO et al, 2018).

Desse modo, ha mais de 400 milhdes de anos a uma associacdo entre plantas e
microrganismos; sendo que existe registro fossil que apoia o estabelecimento de interacfes
entre plantas e certos fungos, como a micorriza arbuscular. Em associa¢fes planta-bactéria,
pode ndo haver registro féssil, devido a sua fragil natureza unicelular (LEMANCEAU et al,
2017; KRINGS, 2007). Entretanto, essa associacdo € esperada, uma vez que O0S
microrganismos surgiram antes das plantas e colonizaram a maior parte dos ecossistemas do
planeta. Assim, as plantas podem ter encontrado microrganismos e, desde entdo, formado
associagdes simbidticas e comensais (JAVAUX, 2006).

Nesse sentido, desde tempos remotos, diversos grupos de microrganismos comegaram
a estabelecer comunicagfes quimicas e fisicas, onde plantas multicelulares e maiores
permitiram que microrganismos selecionados se estabelecessem e colonizassem seus
compartimentos internos, como raizes, caules e folhas (UPSON et al, 2018). De acordo com a
teoria simbidtica de Margulis, certas populacbes chegam a produzir organelas como
cloroplastos e mitocondrias (LAZCANO; PERETO, 2017). Visto isto, uma analogia que pode
ser feita é entre os microrganismos e as redes sociais, onde ambos sdo capazes de
estabelecerem diversos sinais, diretos e indiretos e conexdes simultaneamente em varios
compartimentos.

Atualmente, a microbiota do solo vem sendo cada vez mais estudada principalmente
por funcbes importantes em que desempenha nos ecossistemas, tais como: (1)
sustentabilidade social e ecologica, (2) adaptacdo e mitigacdo das mudancas climaticas, (3)
como um recurso biotecnoldgico para os seres humanos, (4) ciclagem da agua e nutrientes, e
(5) aumento da producdo de alimentos (KALIA; GUPTA, 2005; PAJARES et al., 2016).

Contudo, a populagdo da comunidade microbiana do solo varia de acordo com a

especie vegetal; além disso, a liberacdo de exsudatos provindos da raiz pode causar alteracdes
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quimicas e fisicas na rizosfera, o que beneficia ou inibe o crescimento microbiano nessa
regido. Assim, a comunidade microbiana na rizosfera é maior que a do rizoplano (MCNEAR
JUNIOR, 2013)

Desse modo, as regides mais proximas das raizes, principalmente a rizosfera e o
rizoplano, sdo locais preferenciais para a colonizagdo microbiana, sendo essa preferéncia
associada a sinalizagdo molecular entre plantas e microrganismos (por exemplo, mediada por
flavonoides ou isoflavonoides) ou devido a alta disponibilidade de nutrientes provenientes dos
exsudatos radiculares, contribuindo com o metabolismo e a multiplicacdo de células
microbianas (BALDANI et al., 1997; MEDEIROS et al., 2006, DRIGO et al., 2010).

Esse fato tem dado suporte ao desenvolvimento de diversos estudos sobre a
diversidade microbiana da rizosfera, visto que é um habitat variavel, que tem sua composicéo
e estrutura afetadas ao longo do ciclo de desenvolvimento das plantas (TERRA et al., 2019;
COCKING, 2003; KANG; MILLS, 2004; PHILIPPOT et al., 2013).

Portanto, a rizosfera é a zona de contato entre solo e raizes, onde ambos s&o
mutuamente influenciados, sendo um ponto de alta diversidade de organismos, constituindo-
se um ecossistema complexo, onde sdo encontradas bactérias, fungos, oomicetos, nematoides,
protozoarios, algas, virus, artrépodes e archaea (HINSINGER; MARSCHNER, 2006).

Os organismos da rizosfera sdo geralmente estudados devido a sua relacdo de efeitos
benéficos na sanidade e crescimento das plantas e principalmente pelos mecanismos de acao
direta ou indireta que apresentam, regulando crescimento e produtividade por meio do
aumento da tolerdncia ao estresse abiodtico e bidtico, nutricdo das plantas e antagonismo
contra agentes fitopatogénicos (SANTOYO et al., 2019).

Estes organismos sdo classificados como: bactérias fixadoras de nitrogénio, fungos
micorrizicos, rizobactérias promotoras de crescimento das plantas (RPCP), organismos de
controle bioldgico, entre outros, que propiciam uma alta densidade de microrganismos ao
redor das raizes (KAUR et al., 2019). Entretanto, apesar dessa alta abundancia nessa zona, a
biodiversidade ao redor das raizes ndo € tdo alta quanto no restante do solo (BERG;
SMALLA, 2009). Sendo necessario “repor” microrganismos por meio da inoculagdo,
coinoculacéo e aplicacdes.

As principais RPCP, dentre as conhecidas e que sdo usadas na agricultura, sdo
formadas pelos géneros Bradyrhizobium, Azospirillum e Bacillus. Dentre estas, 0 género
Bradyrhizobium é o mais onipresente nos solos (SHAH; SUBRAMANIAM, 2018). Para a
cultura da soja as bactérias Bradyrhizobium sdo imprescindiveis, elas sdo gram-negativas,

com uma estrutura regular e oval, fixadoras de N2, que ao infectarem as raizes das plantas
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hospedeiras (leguminosas) formam nddulos (tumefacdes), mantendo uma relagdo de simbiose,
essencial para o processo de fixacdo biolégica de nitrogénio, como ja mencionado no item
anterior. Visto que, com esse processo da FBN, ndo ha necessidade do fornecimento de
fertilizantes nitrogenados para a cultura da soja devido a associacdo simbidtica com essas
bactérias (HUNGRIA; MENDES, 2015; DELAMUTA et al., 2013).

Alem da fixacdo biolégica de nitrogénio as bactérias do grupo Bradyrhizobium
possuem papel fundamental em outras atividades. Exemplo disso sdo as cepas de
Bradyrhizobium japonicum conhecidas por produzir horménios vegetais e precursores
hormonais, incluindo aqueles associados com as principais vias de sinalizagcdo vegetal de
auxina, etileno e acido abscisico (BOIERO et al. 2007; HODGE et al. 2009).

De acordo com Shi et al. (2010) e Spaepen et al. (2007), a estimulacdo do crescimento
radicular por parte das RPCP pode ser o resultado advindo de compostos volateis ou
difusiveis, produzidos pelos microrganismos, que servem como fitohormonios, precursores ou
outros sinais que afetam a reprogramacdo genética da célula hospedeira e consequente
promocdo do crescimento.

Em outros estudos com B. japonicum, Mercedes et al. (2022) demonstra a influéncia
da bactéria sobre a reprogramacao transcricional do hospedeiro durante a interacdo da planta
com este microrganismo benéfico e as subsequentes alteracdes na arquitetura do sistema
radicular. No trabalho realizado por Rolim et al. (2019), comparando as bactérias B.
diazoefficiens, B. japonicum e B. elkanii no solo em reinocula¢do no segundo até sexto ano,
verificaram que a maior nodulacdo de raizes foi obtida com a utilizacdo de B. japonicum.
Desse modo, essa bactéria ¢ de suma importancia pelos beneficios que gera e apresenta
variacdes entre as espécies e cepas do mesmo género.

As bactérias do género Azospirillum, também possui a habilidade de fixar nitrogénio
atmosférico, a associacdo com as plantas ocorre na rizosfera, porém é menos especializada,
conseguido suprir apenas uma pequena parte das necessidades da planta. Por outro lado, as
estirpes de A. brasilense selecionadas no Brasil se destacam como fortes produtoras de
fitormonios, particularmente &cido indolacético (AlA), com grande capacidade de promogéo
de crescimento das raizes, incrementando a absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas e
resultando em melhorias nos aspectos nutricionais e de tolerancia a estresse hidrico, e
possibilitando a exploracdo de maior volume de solo (SANTOS et al., 2021).

Dessa forma, o principal hormonio produzido por estirpes deste género é a auxina, 0
AlA, citocininas e giberelinas. Pelo menos trés vias biossintéticas foram descritas na

producdo de AIA em Azospirillum: duas dependentes de triptofano, como a via indole-3-a-
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cetamida (IAM) e indole-3-piruvato (IpyA), e uma outra independente. O triptofano é o
precursor da auxina (AlA), ou seja, essencial para a sintese de auxina. As principais funcdes
das auxinas sdo alongamento das células vegetais, dominancia apical, fototropismos e
formacéo de raizes (LEBUHN; HARTMANN, 1993).

Estudos sobre a inoculagdo com Azospirillum tém evidenciado efeitos benéficos para
as plantas, obtendo aumento de produtividade de 6,6% (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016). Na
soja, a coinoculacdo com Bradyrhizobium spp. e A. brasilense (cepas Ab-V5 e Ab-V6) pode
melhorar a nodulagédo da soja, a produtividade, o teor de N nos gréos e a tolerancia a restri¢éo
hidrica moderada (HUNGRIA et al. 2013, 2015; CEREZINI et al. 2016; REGO et al. 2018;
SILVA et al. 2019; RONDINA et al. 2020). Ainda, de acordo com Rego et al. (2018), a
coinoculacdo da bactéria A. brasilense nas sementes da soja, ocasiona maior altura da planta,
maior numero de vagens por planta, maior numero de sementes por planta e maior
produtividade de grdos (719,41 kg ha*) em relagéo a testemunha.

O género Bacillus é outro grupo de bactérias predominante no solo, sdo aliadas da
producdo agricola sustentavel, pois além de controlar diversas pragas de plantas, também
atuam como promotores de crescimento vegetal (KUMAR et al., 2011; BORRISS, 2015;
SANSINENEA, 2019). Sendo que Vérias espécies desse género foram relatadas em diversos
nichos ecologicos, como a ciclagem de nutrientes, protecdo contra patdgenos, auxiliando as
plantas a tolerarem estresses abidticos, dentre outros (SAXENA et al., 2020).

O Bacillus megaterium, por exemplo, oportuniza a expressao de genes de defesa em
plantas de soja, sendo um agente de biocontrole de nematoides do cisto da soja (Heterodera
glycines) nas raizes da cultura, sendo esta uma das pragas mais devastadoras da producédo da
soja em todo o mundo (ZHOU et al., 2021). Ainda de acordo, com suas pesquisas de campo,
Zhou et al. (2017) afirmam que o revestimento de sementes de soja, por meio de Bacillus
simplex, Bacillus megaterium e Sinorhizobium fredii, reduzem a reproducgdo de nematoide do
cisto da soja e promovem o crescimento e a produtividade das plantas de soja. Chihaoui et al.
(2015) também reforca que a inoculacdo com a bactéria Bacillus megaterium também induz a
nodulagéo e o crescimento da leguminosa.

Similarmente, espécies de Bacillus subtilis ttém um efeito benéfico sobre a nodulag&o,
(ARAUJO et al., 2010) agindo, também, indiretamente na supresséo de doencas e diretamente
na producdo ou alteracdo da concentracdo de fitohorménios, fixacdo do nitrogénio,
solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo, pelo aumento da producédo de
raizes e sider6foros (GAGNE-BOURQUE et al., 2015). Podendo promover aumento na

produtividade de grdos, especialmente quando associados a outras praticas de manejo
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(BRAGA JUNIOR et al., 2018).

Além disso, as espécies de Bacillus podem restringir o crescimento de patdgenos
através da producéo de lipopeptideos como fengycin, surfactina e iturina. E como uma RPCP,
pode também sintetizar enzimas liticas, como glucanases ou celulares, que sdo capazes de
degradar as membranas de fungos fitopatogénicos (FIRA et al. 2018; LAHLALI et al. 2011).
Ademais, o género Bacillus é um dos taxons bacterianos que mais aumentaram sua
abundancia relativa, principalmente com membros, como B. licheniformis, B. pumilus, B.
senegalensis, B. subtilis, B. firmus, Paenibacillus koreensis, dentre outros. Estas espécies de
Bacillus tém sido amplamente relatadas como RPCP.

As bactérias Pseudomonas spp. sdo outras bactérias que tem sido amplamente
estudadas por seus metabdlitos promotores de crescimento e antimicrobianos. Esse género é
capaz de produzir uma gama de metabdlitos secundarios envolvidos na supressdo de
fitopatdgenos e possui a capacidade de estimular o crescimento vegetal por meio da fixacdo
de nitrogénio, producdo de enzimas hidroliticas, hormdnios reguladores e solubilizacdo de
minerais inorganicos (SHAHID et al., 2018).

Além disso, segundo a revisdo de Shahid et al. (2018) também ha relatos de efeitos
apoptdéticos, antimitoticos, nematocidas, herbicidas, anti-helminticos, inseticidas e efeitos
fitotoxicos em aplicagbes agricolas e farmacéuticas bem-sucedidas. Outros trabalhos
demonstram que bactérias do género Pseudomonas tém capacidade de produzir enzimas
(fosfatases acidas) que agem disponibilizando o fésforo (P) ligado a matéria organica e acidos
organicos que podem agir disponibilizando o P pouco sollvel ligado a compostos de ferro
(Fe) e aluminio (Al) (BOLAN et al., 1997).

Sharma et al, (2013) ressalta que os principais mecanismos de solubilizacdo de P
exercidos pelos microrganismos do solo incluem: liberacdo de complexos ou compostos de
dissolugdo mineral, por exemplo, acidos organicos, sideroforos, liberacdo de enzimas
extracelulares e a liberacéo de P durante a degradacao do substrato. E em trabalho conduzido
por Pommorsky (2015), na busca de novas biotecnologias para o sistema produtivo da soja,
este concluiu que a coinoculacdo de P. fluorescens associadas a rizobios, foi eficiente na
nodulagdo, desenvolvimento e rendimento de gréos da cultura.

Portanto, as RPCP possuem uma capacidade de promover crescimento, como também
de induzir mecanismos de defesa das plantas que causam resisténcias sistémicas aos ataques
dos patogenos (HUNGRIA, 2022). Os géneros Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas tem
capacidade de controlar muitas doencas fungicas e bacterianas, além de reduzir a infestacdo

de nematoides dos solos (SUN et al., 2017). Com base nessas acdes, a producdo de soja é cada
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vez mais aperfeicoada, de forma sustentavel, promovendo o crescimento das plantas e de
sistemas de defesa contra patdgenos (TARIQ et al., 2020).

Além das RPCP, destaca-se o fungo pertencente ao género Trichoderma, tanto para o
controle de patdgenos radiculares ou habitantes do solo e substrato como promotores de
crescimento vegetal (MASCARIN et al., 2019). Os fungos Trichoderma possuem cerca de
104 espécies, sdo cosmopolitas e podem ser isolados principalmente de materiais organicos
em decomposicéo e do solo da rizosfera (ADNAN et al., 2019).

Apresenta potencial como agente de biocontrole de fungos patogénicos que atacam
raizes de plantas e partes aéreas. Os principais mecanismos envolvidos nos efeitos de controle
bioldgico de Trichoderma spp. sdo antibiose, parasitismo e competicdo, mecanismos que
resultam da interacdo entre o fungo e o patdgeno da planta. E também atua como indutor de
resisténcia sisttmica em plantas por meio do mecanismo elicitor liberado pelo Trichoderma
que leva a alteragdes nos niveis fisiologico, bioquimico e molecular da planta (ADNAN et al.,
2019; ALFIKY; WEISSKOPF, 2021).

Algumas linhagens de Trichoderma ainda aumentam a superficie total do sistema
radicular e podem melhorar os mecanismos ativos de solubilizacdo e absorcdo de macro e
micronutrientes, bem como, aumentar a eficiéncia da planta para utilizar alguns nutrientes
importantes, como o nitrogénio (DAS et al., 2017; WOO; PEPE, 2018; MENDOZA-
MENDOZA et al., 2018). De acordo, com Rubio et al., (2017) a colonizacdo da raiz por
Trichoderma, aumenta o desenvolvimento radicular, produtividade de grdos da cultura,
resisténcia a estresses abioticos e melhora o uso de nutrientes.

Além disto, € notavel o aumento do interesse por pesquisas que visam a necessidade
da busca para melhorar a saude e a producdo das aleuro-oleaginosas, avaliando a eficiéncia da
coinoculacdo de rizobios e Trichoderma spp. (NIRMALKAR et al., 2017; YAHIA et al.,
2018; MARRA et al., 2019; MENDES et al., 2020; CHAGAS JUNIOR et al., 2021; ERAZO
et al., 2021). Pesquisas que por vezes apresentam resultados contrastantes, indicando que a
eficiéncia da coinoculacdo com rizobios e Trichoderma varia em resposta a fatores
agronomicos e ambientais, tais como métodos de coinoculacdo, espécies microbianas e
atributos edéficos.

Todavia, sdo inameros os beneficios de microrganismos multifuncionais na
agricultura, sendo cada vez mais incentivado o seu uso. Exemplo disso é o Programa Nacional
de Bioinsumos instituido pelo Decreto N° 10.375, criado em 26 de maio de 2020 pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), onde se destaca a preocupac¢édo

que o Pais tem com a necessidade do setor produtivo agropecuario alinhar cada vez mais com
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praticas inovadoras e sustentaveis, além de reduzir a dependéncia de insumos importados e
ampliar a utilizacdo da biodiversidade brasileira, e também estabelecer padrbes para
comercializacdo e uso destes microrganismos (BRASIL, 2020).

De acordo com dados disponiveis no aplicativo bioinsumos, do Programa de
Bioinsumos do MAPA, h& 555 produtos registrados como inoculantes até o momento e 526
produtos para o controle de pragas, destes 307 sdo inoculantes especificos para a cultura da
soja. Assim sendo, é notavel que o uso de bioinsumos € uma solida ferramenta para a
agricultura, fazendo parte do manejo integrado para a solucdo de problemas agricolas,
objetivando o equilibrio entre o aumento de produtividade e a reducdo dos custos e 0s
impactos ambientais, de modo que, as projecdes apontam para um crescimento significativo
para 0s préximos anos no uso de bioinsumos e de registro de produtos (MEYER et al., 2022).

Além disso, é importante ressaltar que para 0 MAPA, conforme Art.2°, Decreto
10.375, do Diério Oficial da Unido, bioinsumo é considerado: “um produto, processo ou
tecnologia de origem [..] microbiana, destinado ao uso na produc¢do, no armazenamento e no
beneficiamento de produtos agropecuarios, [...], que interfiram positivamente no crescimento,
no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais, de plantas, de microrganismos e
de substancias derivadas e que interajam com 0s produtos e 0s processos fisico-quimicos e
biologicos” (BRASIL, 2020).

Diante do exposto, também se enquadra nesta categoria 0s “microrganismos eficazes”
(Effective Microorganisms - EM), os quais sdo isolados naturalmente de solos férteis, e
incluem bactérias produtoras de acido latico, bactérias fotossintetizantes, leveduras,
actinomicetos e fungos filamentosos. Esse mix de EM atuam na fermentacdo da matéria
organica, produzindo &acidos organicos, vitaminas, enzimas e polissacarideos, possibilitando
um composto com teor elevado de nutrientes (BOTELHO, 2020).

Com os EM ¢é possivel a obtencdo de um adubo orgénico que ndo agride o meio
ambiente e constitui-se de uma ferramenta saudavel tanto para o produtor quanto para o
consumidor, denominado “Bio Bokashi”, advindo a partir de uma mistura vegetal fermentada
com microrganismos eficazes (CARVALHO; RODRIGUES, 2007).

Esses compostos organicos fermentados tipo “bokashi” sdo obtidos com base em
ingredientes que ndo contém residuos toxicos. Atualmente, ndo existe uma formulacéo
padronizada para ele, apresentado diversas receitas empiricas, mais ou menos complexas e
adaptadas a diferentes finalidades, confeccionados a partir de materiais com elevado teor de
N, combinados com materiais de alto teor de carboidratos (OLIVEIRA et al., 2014)

De acordo com Medeiros et al. (2008), o uso do composto fermentado tipo ‘“bokashi”
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combinado a diversos residuos organicos tem sido proposto para melhorar as caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, intervindo positivamente na produtividade das plantas e
na qualidade dos produtos agricolas obtidos.

Entretanto, ainda existem muitas lacunas nas intera¢Ges entre microrganismos e suas
conexdes entre as plantas e na compreensdo de como certas cepas estimulantes do
microbioma vegetal benéfico podem atingir essa funcdo (PARK et al., 2021). Portanto, ha
necessidade de mais pesquisas, que verifiquem os aspectos que regulam essas funcoes,
incluindo importantes fatores abiéticos como pH e tipo de solo, salinidade ou até mesmo o
tipo de exsudatos radiculares (SANTOYO et al., 2017). De acordo, com a revisdo de Santoyo
(2022), sdo vérios os fatores abidticos e bidticos que influenciam o recrutamento do
microbioma vegetal nas trés zonas de interacdo distintas: rizosfera, endosfera e filosfera,

conforme pode ser observado na figura abaixo.

Figura 1. Varios fatores que modulam o recrutamento de um microbioma e as interacfes com
a planta. Abreviaturas: Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMs); Padrdes
Moleculares Associados a Microrganismos (MAMPs); Resisténcia Sistémica Adquirida
(SAR); Resisténcia Sistémica Induzida (ISR); N,N-dimetil-1-hexadecilamina (DMHDA);
acido fenazina-1-carboxilico (PCA); Dissulfeto de dimetilo (DMDS); 2,4-diacetil
floroglucinol (DAPG); Cianeto de hidrogénio (HCN).
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Portanto, embora os incentivos e os efeitos positivos da inoculagdo e coinoculagao de
RPCP tenham sido bem documentados, resultados inconsistentes em relacdo a promocdo do
crescimento de plantas em condicdes de campo sdo frequentemente observados (BREEDT et
al., 2017; LIU et al., 2019). Além disso, ap6s serem inoculadas, as cepas de RPCP precisam
lidar com o desafio de mudancas no ambiente de vida e interagbes com comunidades
microbianas locais (JACOBY et al., 2017). Dessa forma, é importante pesquisar
continuadamente as RPCP multifuncionais associadas a uma grande variedade de cepas,
espécies de plantas e seus efeitos em campo sob condi¢bes ambientais e praticas agricolas
diversificadas (TIMMUSK et al., 2017).

4. FORMAS DE APLICACAO DE BIOINSUMOS

Nesse cenario € visivel a expansdo do setor de bioldgicos na agricultura. Na cultura da
soja a utilizacdo dos bioinsumos é uma pratica indispensavel, sobretudo para a inoculagdo de
Bradyrhizobium ou coinoculacdo, processo em que as bactérias fixadoras de nitrogénio, séo
colocadas em contato com as sementes ou solo antes da semeadura, sendo a utilizacdo desta
tecnologia fundamental para o fornecimento de N e para atingir altos tetos de producdo no
cultivo dessa leguminosa. Dessa forma, a busca por métodos de producdo visando o aumento
de producédo e da qualidade do solo é cada vez mais constante e necessaria, bem como a
compreensdo da sua capacidade de funcionar dentro dos limites do ecossistema e a interacdo
com o ambiente externo (BUNEMANN et al., 2018).

Logo, é importante selecionar um inoculante de acordo com as diferentes cepas que
existem dentro de cada espécie, com as condi¢Ges do agroecossistema, gendtipo da cultura,
praticas agricolas, condicbes climaticas, beneficios e objetivos esperados (DIAZ-
RODRIGUEZ et al., 2021). Visto que, a eficiéncia do inoculante depende da sobrevivéncia e
estabelecimento do microrganismo inoculado na planta hospedeira e na rizosfera, que se
baseia na competicdo microrganismo-planta-microbiota inoculada mediada pelos exsudatos
vegetais (JIN et al., 2019).

Além disso, Msimbira e Smith (2020) ressaltam que para uma inoculagcdo microbiana
seja bem-sucedida depende de alguns fatores, tais como: método de inoculagdo, densidade de
indculo, colonizagéo de raiz, que varia com a multiplicacéo e distribuicdo dos microrganismos
através da rizosfera, antagonismo microbiano, estado fisioldgico da planta, umidade e pH
solo, temperatura, hospedeiro e exsudatos de raiz.

Dessa maneira, 0 sucesso dos inoculantes a base de bactérias e fungos no campo

depende da forma de aplicacdo (sementes, solo, tecidos vegetais, rizosfera,). Essas formas
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devem ser determinadas de acordo com o tipo da cultura, propriedades do solo, condic¢des
climéaticas da regido e com as préaticas agricolas (PATIL; SOLANKI, 2016; KAUSHIK;
DJIWANTI, 2019).

A inoculacéo pode ser feita nas sementes, no sulco de semeadura, por pulverizacdo na
semeadura e por sementes pré-inoculadas (SEIXAS et al. 2020). Ademais, existem outras
formas de inoculagdo e coinoculagdo, como a inoculagdo em pos-emergéncia via pulverizacdo
foliar, que geralmente é feita como uma forma complementar quando ndo se obtém boas
guantidades de nodulos formados pela inoculacdo na semente ou no solo (ZILLI et al., 2008).

A forma mais comum de aplicacdo de inoculantes tradicionalmente é feita via
sementes, também denominada como ‘“padrdo” por muitos autores, a qual consiste na
aplicacdo dos rizobios diretamente nas sementes, seja ele liquido ou turfoso, de acordo com a
recomendacédo do produto-fabricante. Todavia, apesar de sua simplicidade e baixo custo, esse
método nem sempre é eficiente, devido a desuniformidades no recobrimento do inoculante
(bactéria) na semente (ZILLI et al., 2010), e principalmente pela aplicacdo conjunta do
rizobio com fungicidas, inseticidas e micronutrientes, que contribuem para causar toxidez as
bactérias e danos as vezes irreversiveis as sementes (VARGAS; SUHET, 1980).

Além disso, Hungria e Nogueira, (2022) reafirmam, que os efeitos deletérios do
contato de agrotoxicos e outros insumos quimicos no tratamento de sementes sobre a
sobrevivéncia de rizébios sdo relatados ha décadas (HUNGRIA et al., 2017; CAMPO et al.,
2009; HUNGRIA; MENDES, 2015; HUNGRIA; NOGUEIRA, 2019) e o nimero de
moléculas e formulacBes utilizadas para este fim cresce a cada ano. Diante disso, varias
tentativas foram feitas para a compatibilizacdo entre bioldgicos e os produtos quimicos
utilizados no tratamento de sementes, principalmente fungicidas e inseticidas, porém os
resultados ndo sdo satisfatorios (HUNGRIA et al., 2007; CAMPO et al., 2009).

Ademais, apesar de diversos estudos realizados com uma gama de combinagdes de
quimicos utilizados no tratamento de sementes, ainda sdo desconhecidas as reais
consequéncias destes sobre a sobrevivéncia do Bradyrhizobium e demais bactérias quando
aplicados juntos nas sementes. Outra conciliagdo entre produtos quimico-biolégicos que pode
ser ainda mais limitada é quando se usa sementes pré-inoculadas (inoculacdo antecipada),
onde a exposicdo da bactéria aos quimicos é por um periodo de tempo maior, podendo haver
também, incompatibilidades com outros quimicos, como 0s micronutrientes e suas diferentes
formulagdes (HUNGRIA; NOGUEIRA, 2022)

Segundo Pereira et al. (2022) o maior obstaculo para a eficécia da inoculagdo na soja é

0 uso de agroquimicos no tratamento das sementes, principalmente inseticidas e fungicidas, e
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outros fatores como a protecdo das sementes contra as altas temperaturas e a radiacao solar
incidente. Além disso, embora a técnica seja utilizada ha décadas nas lavouras de soja do Pais,
o0 procedimento de inoculacdo de sementes é frequentemente descrito como um ato que reduz
a eficiéncia da semeadura devido ao tempo da operacdo. Pereira et al. (2016) citam que alguns
produtores acabam por ndo realizar esta préatica, por ser demorada e exigir equipamentos que
as vezes ndo estdo disponiveis aos produtores além de grande méo de obra.

Outro método que tem sido bem difundido e aceito é a aplicacdo do rizobio,
pulverizado no sulco de semeadura, na mesma operacdo de distribuicdo da semente no
momento de instalagcdo da lavoura de soja (ZHANG; SMITH, 1996). Considerando o fato de
que os rizobios de soja apresentam facilidade de se estabelecer no solo e sobreviver com
substratos organicos (WILLIAMS, 1984), a aplicacdo no sulco de semeadura pode ser uma
melhor alternativa, sendo indicada, sobretudo para condicOes adversas, como solos secos e
quentes ou sementes tratadas com produtos deletérios para o rizébio (RAMOS; RIBEIRO,
1993). Além de ser recomendada, quando necessario a aplicagdo de altas doses de
inoculantes, para evitar o contato direto de fungicidas e micronutrientes com a semente,
aumentando o numero de células viaveis na semente, o que serd fundamental para a (FBN)
(JENSEN, 1987).

Esse método de pulverizar o inoculante diretamente nos sulcos de semeadura por meio
de jato direcionado, consequentemente evita o contato direto da bactéria com os produtos
utilizados no tratamento de sementes, porém demanda custos elevados, em virtude da maior
quantidade de inoculante, por requerer mais dgua e adaptacdo da semeadora, tornando se por
vezes, oneroso. Entretanto, a diluicdo do inoculante na agua, para aplicacdo no sulco, melhora
a distribuicdo do rizébio na semente e no solo, afastando-o da superficie e posicionando-o em
uma area com menor variagdo de temperatura e umidade, ficando, portanto, melhor localizado
para infectar as raizes da soja (GREENFIELD, 1991; VOSS, 2002; ZILLI et al., 2010).

Segundo Martin et al. (2021) entre as formas de inoculagdo, a via pulverizagdo no
sulco de semeadura € a mais assertiva. Principalmente para o processo de coinoculacdo e de
misturas de microrganismos na mesma calda, formando um “sopao microbiologico”, porém
ressalta que ainda ndo sdo totalmente conhecidas as interacBes entre as juncdes de varios
microrganismos, o que pode acarretar perda de eficiéncia.

Outro ponto destacado por Martin et al. (2021), é em relacdo ao volume de inoculante,
0 qual deve ser maior e respeitar as inter-relagdes entre os microrganismos. Como por
exemplo, no processo de coinoculacdo deve-se utilizar a relagéo 3:1, ou seja, trés vezes a dose

de Bradyrhizobium para uma dose de Azospirillum, devido a inimeros fatores, como as
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diferencas nas taxas de velocidade de crescimento e de colonizagdo. Na Figura 2, ilustra-se
alguns microrganismos que podem entrar na composi¢cdo da calda de pulverizagdo, assim

como a utilizacao obrigatdria do Bradyrhizobium spp.

Figura 2. Microrganismos de uso opcional, obrigatério e ndo indicado na pulverizagdo em

sulco de semeadura.
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Em relacdo a concentracao estimada de microrganismos necessaria para haver efeitos
positivos nas plantas, a recomendacéo atual, € que se tenha no minimo 1,2 milhdes de células
viaveis a serem inoculadas por semente (HUNGRIA et al., 2017), ou 2,5 milhGes de
células/semente via sulco de semeadura (CAMPO et al., 2010), que s6 podem ser garantidos
por inoculantes de qualidade, com alta concentragcdo de células e isentos de contaminantes
(HUNGRIA; CAMPO, 2007). Segundo Zayed (2016), ndo pode ser estabelecido um padrao
geral, porque varia de acordo com a espécie do microrganismo; no entanto, alguns inoculantes
microbianos contém de 10’ a 10° UFC/g de bioproduto, fator este favorecido por falta de
normas internacionais.

De modo geral, os inoculantes sdo comumente aplicados via tratamento de sementes
ou no sulco. Mas, outros métodos como a pré-inoculacdo de sementes e a inoculagdo por
pulverizacdo do solo ou foliar ap6s a semeadura também séo utilizados, contudo estes
métodos devem ser alternativos, devendo ser adotados somente em caso de emergéncia, de
forma complementar. Por exemplo, em caso de falha da nodulacdo, ndo substituindo a

aplicacdo via sementes ou sulco de semeadura; sendo que nesse caso, a aplicacdo deve ser
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feita com alto volume de calda, em solo Umido, no final da tarde, conforme a figura abaixo
(HUNGRIA; NOGUEIRA, 2022; MARTIN et al., 2021).

Figura 3. Microrganismos de uso opcional na pulverizacdo aérea no estadio vegetativo da
soja.
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Nesse contexto, a pré-inoculacdo de sementes de soja, permite que o agricultor se
dedique a operacdo de semeadura, sem a necessidade de lidar com a inoculagéo diaria, que
costuma ser demorada e demanda mao-de-obra. Porém, em geral, o numero de células
sobreviventes na época da semeadura & muito aquém do minimo desejado para proporcionar
uma nodulacdo precoce e efetiva, podendo prejudicar a nodulagdo em areas submetidas a
estresses abioticos, principalmente a seca (SARTORI et al. 2023).

Segundo Santos et al., (2021) quando se realiza a pré-inoculacdo de sementes,
aplicando inoculantes muitos dias ou algumas semanas antes da data de semeadura devido a
logistica e praticidade, aumenta o efeito negativo na sobrevivéncia da bactéria, visto que esta
é uma prética que prolonga substancialmente o tempo de exposicdo do rizobio a fatores
externos e ao tratamento quimico das sementes, corroborando com estudos de Hungria et al.
(2020).

Portanto, a forma de inoculacdo ou coinoculacdo de microrganismos na agricultura e

na cultura da soja, a depender, possibilita um melhor desempenho da FBN e dos demais
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microrganismos multifuncionais, permitindo maiores incrementos e ganhos em produtividade.
Entretanto, estd é apenas uma estratégia. E nenhuma estratégia é capaz de obter éxito de
forma isolada, sendo assim, é necessario um conjunto de estratégias para o sucesso dos
microrganismos no campo.

Diante disso, SAAD et al.,

sucedidas de inoculantes microbianos associados a plantas (Figura 4). Neste roteiro, é

(2020) elaboraram um roteiro para aplicagdes bem-

proposto um modelo de estrutura a ser seguida por agricultores, comunidade cientifica e por
empresas de tecnologia agricola, para um trabalho coletivo, afim de realizar aplicacbes com
éxito e superar as muitas limitacOes e desafios existentes na aplicacdo de inoculantes

microbianos em ambientes agricolas reais e de grande escala.

Figura 4. Estrutura proposta para a aplicacdo bem sucedida de inoculantes microbianos na
agricultura. Uma estrutura na qual os agricultores/inddstria agricola, a comunidade cientifica e
as empresas de pesquisa e tecnologia agricola contribuem coletivamente para alcangar o
Os

microbianos devem ser personalizados para a cultura alvo, clima e propriedades do solo

objetivo de aplicacbes bem-sucedidas de inoculantes microbianos. inoculantes
(painel esquerdo). Um aumento na investigacdo cientifica de microbiomas vegetais, coleces
de culturas e caracterizacdo funcional de potenciais inoculantes microbianos abre caminho
para satisfazer as necessidades dos agricultores (painel direito). A integracdo dos inoculantes

microbianos disponiveis com as necessidades dos agricultores e a produgéo e formulagdo em

5

larga escala é realizada por empresas de tecnologia agricola (painel central).
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Nesta estrutura, Saad et al., (2020) destaca trés aspectos: 1° - a necessidade da analise
detalhada do ambiente do campo alvo e da cultura de interesse. 2° - amplo contexto
geografico, com aumento na pesquisa cientifica sobre microbiomas vegetais e experiéncias
em laboratdrio, bem como mais isolamentos dependentes da cultura, formacao de colecbes de
culturas sistematicas que cubram uma ampla gama de dominios microbianos. No 3° aspecto,
pontua a integracdo dos dados de campo dos agricultores e dos recursos microbianos
disponiveis da pesquisa cientifica realizada por empresas de tecnologia agricola, a fim de
personalizar um inoculante adequado para a finalidade prescrita.

Por conseguinte, € preciso cada vez mais investigar o microbioma vegetal, as diversas
interacGes entre planta associada a uma infinidade de microrganismos que fornecem a planta
uma gama de funcBes essenciais para se adaptar ao ambiente local, desenvolver e produzir.
Conhecer de forma minuciosa 0 solo, o ambiente e as técnicas ou formas de melhor
posicionar e aplicar microrganismos multifuncionais no campo. Principalmente, para que eles
possam se adaptar e/ou sobreviver no ambiente alvo e na planta cultivada, obtendo o sucesso

almejado.
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CAPITULO 1. INOCULACAO E COINOCULACAO DE MICRORGANISMOS
MULTIFUNCIONAIS NA CULTURA DA SOJA

RESUMO

Com o avango do crescimento populacional e a demanda por novas tecnologias voltadas para
atividades agricolas sustentaveis, ha a necessidade de recorrer a ferramentas estratégicas para
aumento da producdo agricola. Dentre as alternativas, a utilizacdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas e microrganismos eficazes vem sendo cada vez mais estudadas por
estimular as plantas a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a produzirem mais raizes por meio da
producdo de fitorménios e ainda, por aumentar a disponibilidade de nutrientes. Dessa forma,
objetivou-se avaliar os efeitos da inoculagao e coinoculagdo de bactérias e fungo na cultura da
soja. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na area experimental de varzea da
UFSM, utilizando o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro
repeticOes e dez tratamentos: 1) Testemunha (sem inoculacao); 2) Bradyrhizobium japonicum
(Cepa CCT 4065 SEMIA 586); 3) B. japonicum + Azospirillum brasilense (Cepa CCT 8053
ATCC 29145); 4) B. japonicum + Trichoderma asperelloides (Cepa MMBF 94/17); 5) B.
japonicum + Pseudomonas fluorescens (Cepa CCT 0595 ATCC 13525); 6) B. japonicum +
Bacillus subtilis (Cepa CCT 3131 ATCC 6051); 7) B. japonicum + Bacillus pumilus (Cepa
CCT 2487 ATCC 14884); 8) B. japonicum + Bacillus amyloliquefaciens (Cepa CCT 7690
ATCC 23350); 9) B. japonicum + Bacillus megaterium (Cepa CBMAI 2222) e 10) B.
japonicum + Bio bokashi. Aos 50 dias ap6s a instalacdo do experimento, foram realizadas
avaliacOes biométricas, fisiologicas e quimicas nas plantas. Os resultados identificaram que a
inoculacdo e coinocula¢do de microrganismos ndo interfere na parte aérea das plantas, mas,
influéncia positivamente o sistema radicular. A inoculacdo de B. japonicum apresenta
incrementos médio de 60,8 % na massa seca das raizes (MSR), 60,7 % no nimero de nédulos
(NN) e 66,6% no volume radicular (VR), quando comparada a plantas ndo inoculadas. As
coinoculagbes com as demais bactérias também expressaram resultados significativos na
MSR. Obteve destaque a coinoculacdo com Bio bokashi, com um incremento médio de 99,2
% em relacdo a testemunha e de 23,8 % em relacdo a inoculagdo simples com B. japonicum.
Quanto aos parametros fisioldgicos, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos para
condutancia estomatica, concentracdo intracelular de CO2 e taxa de transpiracdo. Contudo,
pode-se observar que a inoculagdo com B. japonicum e a coinoculagdo com A. brasilense, T.
asperelloides, B. pumilus, B. megaterium e Bio bokashi obtiveram maior taxa liquida de
assimilacdo de carbono e eficiéncia do uso da dgua. N&o houve resultados significativos nos
teores de nitrogénio, fosforo e potassio no tecido foliar das plantas em fungdo dos
microrganismos. Conclui-se que a inoculagdo simples com B. japonicum na soja € eficiente,
aumentando a massa seca das raizes, volume radicular, nodulagéo, taxa liquida de assimilagéo
de carbono e eficiéncia do uso da agua. As coinoculacdo de B. japonicum com as demais
bactérias estimula um maior aporte de massa seca de raiz nas plantas, com destaque a bactéria
A. brasilense a qual incrementou maior massa seca de raiz, nimero de nddulos e volume
radicular quando comparada a inoculacdo simples, sendo estd uma boa escolha para
coinoculacéo. A aplicacdo de microrganismos néo influencia na nutricdo dos tecidos vegetais.

Palavras-chave: bactérias promotoras de crescimento, Bradyrhizobium, fixac&o bioldgica de
nitrogénio, Glycine max.
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INOCULATION AND COINOCULATION OF MULTIFUNCTIONAL
MICROORGANISMS IN SOYBEAN CROPS

ABSTRACT

With the advancement of population growth and the demand for new technologies aimed at
sustainable agricultural activities, there is a need to resort to strategic tools to increase
agricultural production. Among the alternatives, the use of plant growth-promoting bacteria
and effective microorganisms has been increasingly studied as they stimulate plants to
biological nitrogen fixation, produce more roots through the production of phytohormones
and also increase the availability of nutrients. Thus, the objective was to evaluate the effects
of inoculation and coinoculation of bacteria and fungi in soybean crops. The experiment was
carried out in a greenhouse in the UFSM floodplain experimental area, using a completely
randomized experimental design, with four replications and ten treatments: 1) Control
(without inoculation); 2) Bradyrhizobium japonicum (Strain CCT 4065 SEMIA 586); 3) B.
japonicum + Azospirillum brasilense (Cepa CCT 8053 ATCC 29145); 4) B. japonicum +
Trichoderma asperelloides (Strain MMBF 94/17); 5) B. japonicum + Pseudomonas
fluorescens (Strain CCT 0595 ATCC 13525); 6) B. japonicum + Bacillus subtilis (Strain CCT
3131 ATCC 6051); 7) B. japonicum + Bacillus pumilus (CCT 2487 Strain ATCC 14884); 8)
B. japonicum + Bacillus amyloliquefaciens (Cepa CCT 7690 ATCC 23350); 9) B. japonicum
+ Bacillus megaterium (CBMAI Strain 2222) and 10) B. japonicum + Bio bokashi. Fifty days
after the installation of the experiment, biometric, physiological and chemical evaluations
were carried out on the plants. The results identified that the inoculation and coinoculation of
microorganisms does not interfere with the aerial part of the plants, but positively influences
the root system. Inoculation of B. japonicum presents an average increase of 60.8% in root
dry mass (MSR), 60.7% in the number of nodules (NN) and 66.6% in root volume (VR),
when compared to plants not inoculated. Coinoculations with other bacteria also showed
significant results in MSR. Coinoculation with Bio bokashi stood out, with an average
increase of 99.2% compared to the control and 23.8% compared to simple inoculation with B.
japonicum. Regarding physiological parameters, there was no statistical difference between
treatments for stomatal conductance, intracellular CO2 concentration and transpiration rate.
However, it can be observed that inoculation with B. japonicum and coinoculation with A.
brasilense, T. asperelloides, B. pumilus, B. megaterium and Bio bokashi obtained a higher net
rate of carbon assimilation and water use efficiency. There were no significant results in the
levels of nitrogen, phosphorus and potassium in the leaf tissue of plants due to
microorganisms. It is concluded that simple inoculation with B. japonicum in soybeans is
efficient, increasing root dry mass, root volume, nodulation, net carbon assimilation rate and
water use efficiency. Coinoculation of B. japonicum with other bacteria stimulates a greater
supply of root dry mass in plants, with emphasis on the bacterium A. brasilense, which
increased root dry mass, number of nodules and root volume when compared to simple
inoculation, this is a good choice for coinoculation. The application of microorganisms does
not influence the nutrition of plant tissues.

Keywords: growth-promoting bacteria, Bradyrhizobium, biological nitrogen fixation, Glycine
max.



59

1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais modelo quando se trata do uso de microrganismos benéficos na
agricultura, com diversas ferramentas com potencial comprovado para a utilizacdo na cultura
da soja (HUNGRIA et al., 2020). Atualmente, com o crescimento populacional e a demanda
por novas tecnologias voltadas para atividades agricolas sustentaveis, obtém-se na utilizacao
de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), por meio de inoculante na
semeadura, uma proposta atual e estratégica para potencializar resultados (MEYER et al.,
2022).

Estas BPCP vém sendo cada vez mais difundidas e aplicadas na agricultura, em
diversas formas de bioinsumos, como uma alternativa de manejo para obtencdo de maiores
produtividades de gréos, controle biologico e reducdo de custos. Algumas técnicas de
utilizacdo desses microrganismos ja sdo bem conhecidas e aplicadas no campo, como por
exemplo, o uso de bactérias do género Bradyrhizobium que realizam fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) (MARTIN et al., 2022). As quais suprem até 94% do N total necessario
para o desenvolvimento da soja, garantindo ganhos econémicos pela ndo utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados e alavancando o cultivo da soja em grande escala no Brasil
(HUNGRIA et al., 2020).

S&o varios os microrganismos benéficos multifuncionais que constituem um recurso
genético de grande potencial para o desenvolvimento sustentavel de areas agricultaveis.
Agindo como agentes bioldgicos maximizando a absorcdo e disponibilidade de nutrientes,
promovendo o crescimento vegetal, conferindo resisténcia a estresse abiotico e suprimindo
doencas em diversas culturas (CHAPARRO et al., 2012; O’CALLAGHAN et al., 2022;
CUMMINGS, 2009; VLEESSCHAUWER; HOFTE, 2009).

Além do género Bradyrhriobium, h& outros microrganismos utilizados na cultura da
soja com capacidade de estimular o crescimento vegetal, producéo de enzimas, fitohormonios,
solubilizacdo de minerais inorganicos e potencial de supressao de fito-patogenos (SANTOS et
al., 2021). Tais como os géneros Azospirillum (promocdao de crescimento de raizes), Bacillus
(solubilizacdo de nutrientes), Pseudomonas (promocdo de crescimento), Trichoderma
(controle de fito-patdgenos), dentre outros (SAAD, et al., 2020; MEYER et al., 2022).

Os bioinsumos sdo, portanto, uma ferramenta para a mitigacdo de varios desafios de
manejo, estresses bidticos, abidticos e de controle a campo no sistema de producgédo agricola
brasileiro (MEYER, 2022). De modo que, uma alternativa promissora a ser mais explorada no

Brasil, € a mistura de inoculantes oficialmente recomendados para a soja com outras BPCP,
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uma técnica denominada coinoculacdo (HUNGRIA et al., 2013).

Quando adotada essa metodologia de coinoculagdo de microrganismos, verifica-se o
aumento da produtividade de grdos na soja e resultados melhores que cada estirpe isolada,
contribuindo para aumento da nodulacdo e crescimento radicular, além de potencializar a
ocorréncia de efeitos sinérgico entre estes microrganismos, aumentando os beneficios da
utilizacdo (SCHWAAB; AGUIAR, 2019). Dessa forma, objetivou-se avaliar os efeitos de
microrganismos multifuncionais em plantas de soja por meio da inoculacdo com a bactéria
Bradyrhizobium japonicum e da coinoculacdo com bactérias e um fungo comumente

utilizados na cultura da soja.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre novembro de 2021 a janeiro de 2022, em casa de
vegetacdo (modelo Van der Hoeven®), em condigGes de temperatura e umidade relativa do ar
controladas, localizada na é&rea Didatico Experimental de Varzea, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria. A area experimental
estad localizada em Santa Maria - RS nas coordenadas geograficas 29°43'08"S e 53°43'25"W,
com altitude média de 91 metros. O clima da regi&o, de acordo com a classificagdo de Koppen
é caracterizado como subtropical umido (Cfa), sem estacao seca definida.

A pesquisa foi avaliada até o estddio R2 (FEHR; CAVINESS, 1977), sendo analisada
em duas etapas, em planta no vaso e avaliagdes em laboratério. Empregou-se um
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), composto por dez tratamentos,
com quatro repeticdes, totalizando quarenta unidades experimentais. Os tratamentos
consistiram da inoculacdo na semente com Bradyrhizobium japonicum e da coinoculagéo
desta bactéria em associagcdo com outras bactérias, um fungo e de um tratamento testemunha
(sem inoculacdo), conforme a tabela 1.

As bactérias utilizadas foram adquiridas pelo banco de germoplasma da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria e multiplicadas no laboratério MULTIBAC da UFSM,
sendo elas: Bradyrhizobium japonicum (Cepa CCT 4065 SEMIA 586) com concentracdo de 2
x 108 UFC/mL, na dose de 300 mL para cada 40 kg de sementes, Azospirillum brasilense
(Cepa CCT 8053 ATCC 29145), Pseudomonas fluorescens (Cepa CCT 0595 ATCC 13525),
Bacillus subtilis (Cepa CCT 3131 ATCC 6051), Bacillus pumilus (Cepa CCT 2487 ATCC
14884), Bacillus amyloliquefaciens (Cepa CCT 7690 ATCC 23350), Bacillus megaterium
(Cepa CBMAI 2222) ambas com concentragdo minima de 2 x 108 UFC/mL, sendo

recomendada a dose de 100 mL de cada microrganismo para cada 40 kg de sementes.
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Foi utilizado também o fungo Trichoderma asperelloides (Cepa MMBF 94/17),
concentragdo de 1 x 10'° UFC/g com recomendacio de 5 g/ha e o adubo orgénico Bio

bokashi, composto por um mix de microrganismos eficazes na dose de 150 mL/ha.

Tabela 1. Descric¢do dos tratamentos utilizados na inoculagéo e coinoculagéo no experimento.

Tratamentos

Testemunha (sem inoculagéo)

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum brasilense
Bradyrhizobium japonicum + Trichoderma asperelloides!
Bradyrhizobium japonicum + Pseudomonas fluorescens
Bradyrhizobium japonicum + Bacillus subtilis
Bradyrhizobium japonicum + Bacillus pumilus
Bradyrhizobium japonicum + Bacillus amyloliquefaciens

© 00 N O ol A W DN B

Bradyrhizobium japonicum + Bacillus megaterium
10 Bradyrhizobium japonicum + Bio bokashi?

! Inoculante concentrado turfoso utilizado por meio do produto Trichoderma FT10®. Composigdo: Trichoderma
asperelloides (Cepa MMBF94/17), sacarideos e surfactante ndo i6nico. Natureza fisica: sélido. 2 Fertilizante
organico composto liquido utilizado por meio do produto Bio bokashi. Caracteristicas: Extratos vegetais, bacilos
e bactérias, melaco de cana-de-agUcar, palha de arroz, bambu moido, carbono orgénico e nitrogénio.

A parcela experimental foi constituida de duas plantas cultivadas em um vaso de
polietileno, cilindrico, com 20 cm de altura e 10 cm de raio, com volume de 8 L, sendo
utilizado como substrato 6 kg de solo, proveniente da camada de 0,0 - 0,2 m de um Planossolo
Héaplico Distrofico gleissolico (SANTOS et al.,, 2018), com as seguintes caracteristicas
quimicas: pH (agua): 4.8; P-Mehlich: 5.6 mg dm=; K: 0.041 cmolc dm™3; Ca*?: 2.6 cmolc dm3;
Mg*2: 1.2 cmolc dm= e AI'®: 0.9 cmolc dm3; H+Al: 9.7 cmolc dm; saturagdo de aluminio:
18.5 %; saturacdo de bases: 28.4 %, matéria organica: 0.8 % e 19% de argila. O solo foi
previamente peneirado para retirada de torrées e impurezas maiores.

A correcdo do solo foi realizada em cada vaso dias antes da semeadura. Seguiram-se
as recomendacOes de adubacdo e calagem para os estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (CQFS, 2016), sendo que, a corre¢édo da acidez do solo foi realizada com o objetivo
da aplicacédo de calcario para elevar o pH do solo a 6,0. Para isso, foi utilizado calcario filler,
com Poder Relativo de Neutralizacdo Total (PRNT) acima de 90%. A adubacdo foi
constituida de 17,5 kg ha* de N, 70 kg ha* de P20s e 70 kg ha* de K20, o equivalente a 350
kg ha* do fertilizante formulado 05-20-20, totalizando 4,2 g vaso™, o adubo foi macerado e
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incorporado em todo o solo do vaso.

A semeadura foi realizada no dia 26/11/2021 com a cultivar CZ 15B70 IPRO, a qual
apresenta grupo de maturacdo relativa: 5.7, tipo de crescimento indeterminado e 96% de
germinacio, sendo estas tratadas industrialmente com o produto Standak® Top, o qual possui
como ingredientes ativos os fungicidas piraclostrobina e tiofanato metilico (25 g i. a. e 225 g
i. a.) e como inseticida o fipronil (250 g i. a.) na dose de 500 mL 100 kg?, além de
recobrimento das sementes com polimero Florite® 1197 Green (250 mL p. c¢. 100 kg* de
sementes) e 0 pd secante Sepiret® PF 16 White (200 g 100 kg* de sementes).

O procedimento de inoculagcdo e coinoculacdo das sementes foi realizado em
laboratorio 1 hora antes da semeadura. Realizou-se a pesagem de 1 kg de sementes para cada
tratamento, as quais foram acondicionadas em sacos plasticos de polietileno identificados,
procedendo-se em seguida a aplicacdo dos inoculantes conforme os tratamentos sobre as
sementes, e homogeneizacgdo para a uniforme distribuicdo dos microrganismos nas sementes.

Realizou-se a semeadura acondicionando-se cinco sementes por vaso, na profundidade
de 2 cm. Apds a emergéncia e estabelecimento das plantulas foi realizado o desbaste,
deixando duas plantas por vaso para completar o ciclo de desenvolvimento. A irrigacdo foi
realizada diariamente, de forma manual com a utilizacdo de um regador, objetivando o
fornecendo de &gua para as plantas.

Durante todo o periodo experimental, as condi¢bes de temperatura da casa de
vegetacdo foram monitoradas com o auxilio do equipamento Datalogger (Figura 1). Onde,
seis sensores de temperatura do ar foram instalados dentro de parcelas experimentais, cujas
informagdes foram registradas em intervalos de 1 hora. Os dados foram armazenados em um
coletor de dados (datalogger marca Campbell Scientific, modelo CR 10X). Sendo possivel
observar registros de variagdes de temperatura minima de 17 °C a até maximas superiores a

40 °C, durante a conducéo do ensaio.

Figura 1. Temperatura média diaria (°C) para o periodo de desenvolvimento da soja cultivada

em condigdes de casa de vegetacéo.
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Aos 44 dias apds a emergéncia (DAE), no estadio R1 entre as 10 e 12 h da manhd, no
terco medio da folha do terceiro trifélio completamente expandido do &pice para a base da
planta. Realizou-se as medicdes referentes as trocas gasosas das plantas, com utilizacdo do
medidor portétil Infra Red Gas Analyzer (IRGA), marca WALS, modelo GFS-3000,
utilizando uma radiacdo artificial fotossintética ativa de 1500 pmol m™ s e concentracio de
CO2 de 400 umol mol?. Avaliando a taxa liquida de assimilacdo de carbono (A), a
condutancia estomatica (Gs), a concentracdo interna de CO2 (Ci), a taxa de transpiracdo (E) e
a eficiéncia do uso da 4gua (EUA), sendo esta ultima obtida pela relacdo entre quantidade de
CO: fixado pela fotossintese e quantidade de &gua transpirada.

Aos 50 DAE as plantas foram coletadas para avaliacdo (Figura 2). Foram mensuradas
as seguintes variaveis: estatura da planta (cm), massa seca da parte aérea (MSPA, g), massa
seca do sistema radicular (MSR, g), massa seca de nddulos (MSN, g), nimero de nodulos
(NN), volume radicular (VR, cm®), ambas as avaliacbes realizadas no periodo de
florescimento pleno da cultura correspondente ao estadio R2.

Figura 2. Desenvolvimento das plantas do experimento em estadio R1 na casa de vegetacdo
(A), avaliagéo fisioldgica utilizando o medidor portéatil Infra Red Gas Analyzer IRGA (B) e
lavagem das raizes e nddulos para posterior avaliagcdo (C).
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A estatura das plantas foi determinada por meio de uma régua milimetrada pela
distdncia compreendida entre a superficie do solo e o &pice da haste principal da planta
(MARCHIORI et al., 1999). Posteriormente as raizes foram lavadas em agua corrente sobre
uma peneira para remocao do solo aderido. Separou-se o sistema radicular da parte aérea das
plantas e os nddulos destacados das raizes para contagem (BRANDELERO et al, 2009).

A MSPA, MSR e a MSN foram obtidas por meio da secagem em estufa de ventilacdo
forcada a 65 °C por 72 horas até obtencdo de massa constante. Apds a secagem, foram
pesadas em balanga com precisdo de 0,001g (MALTY et al., 2006). O volume da raiz foi
determinado por meio de medicdo do deslocamento da coluna de agua em proveta graduada,
segundo metodologia descrita por Basso (1999).

Em seguida, foi realizado em laboratdrio as analises quimicas dos teores de nitrogénio
(N), fosforo (P) e potassio (K) no tecido foliar das plantas de soja. Utilizou-se trés folhas
totalmente expandidas, do apice para a base, das duas plantas por unidade experimental no
estadio fenoldgico R1. Posteriormente, as amostras foram submetidas a moagem em moinho
do tipo Willey e processadas seguindo a metodologia descrita por Tedesco et al. (1995).

A analise estatistica dos resultados obtidos foi executada com auxilio do programa
Sisvar, versdo 5.3 (FERREIRA, 2019), sendo os dados submetidos a analise de variancia por
meio do teste F e as médias comparadas pelo teste de Scott Knott em nivel de 5% de

probabilidade de erro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa da inoculacdo e coinoculacdo de microrganismos
benéficos nas sementes avaliados nos parametros biométricos da parte aérea das plantas
(Tabela 2). No entanto, apesar da baixa resposta dos tratamentos na estatura da planta e massa
seca da parte aérea (MSPA), foi possivel identificar respostas no sistema radicular, onde a
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massa seca das raizes (MSR), numero de nddulos (NN) e volume radicular (VR) apresentaram
diferengas significativas.

No sistema radicular das plantas, € possivel notar a influéncia positiva da inoculacéo
simples com a bactéria Bradyrhizobium japonicum, com incrementos médio de 60,8 % na
MSR, 60,7 % de NN e 66,6% no VR, em comparagdo com a testemunha sem nenhuma
inoculacdo (Tabela 2), ressaltando o seu potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN),
suprindo a demanda de nitrogénio (N) na cultura através dos seus nodulos fixados nas raizes
(MEDEIROS et al., 2020)

As coinoculagbes com as demais bactérias também expressaram resultados
significativos na MSR, com excec¢do do fungo Trichoderma asperelloides. Obteve destaque a
coinoculacdo com o adubo orgénico Bio bokashi, com um incremento médio de 99,2 % em
relacdo a testemunha e de 23,8 % em relacé@o a inoculagdo simples com B. japonicum. O Bio
bokashi, vem sendo cada vez mais uma ferramenta utilizada no manejo sustentavel do solo e
em interagdes entre 0s microrganismos, sendo um aditivo organico preparado a partir de
matéria organica fermentada com um inéculo microbiano, oriunda de um de uma fonte de
matéria prima rica em N e em carbono de facil assimilacdo microbiana, que resulta em uma
fonte de microrganismos eficazes e benéficos as plantas (QUIROZ; CESPEDES, 2019).

Tabela 2. Estatura da planta, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema
radicular (MSR), massa seca de nddulos (MSN), nimero de nédulos (NN), volume radicular
(VR) no estddio R2, em funcdo da utilizacdo de microrganismos na inoculacdo e
coinoculagédo. Santa Maria, RS. 2022.

Estatura MSPA MSR MSN NN VR
Tratamentos
cm planta! g planta* n®plantal cmdplanta?®
Testemunha 52,9  39,0™ 13,8b 15" 28,0b 52,5b
Bradyrhizobium japonicum 55,5 41,7  22,2a 1,7 45,0a 87,5a
Bj + Azospirillum brasilense 53,9 456  23,2a 1,8 48,4a 91,3a

Bj + Trichoderma asperelloides 56,3 40,2 16,9b 1,3 21,6b 66,3b
Bj + Pseudomonas fluorescens 54,9 40,8  22,0a 1,7 59,9a 58,1b

Bj + Bacillus subtilis 55,5 39,0 22,0a 1,9 93,3a 53,8b
Bj + Bacillus pumilus 56,1 42,1 22,3a 1,4 27,8b 76,3a
Bj + Bacillus amyloliquefaciens 53,9 41,7  25,1a 1,3 17,3b 85,0a
Bj + Bacillus megaterium 57,0 41,0  20,8a 1,6 30,4b 72,5b
Bj + Bio bokashi 55,9 40,6  27,5a 15 30,4b 71,3b

Média 55,4 41,2 21,0 1,6 40,4 71,4

CV (%) 4,3 8,1 21,1 16,5 49,1 21,9

" N&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade do erro; * Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem
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entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05); CV: coeficiente de varia¢do; Bj: Bradyrhizobium japonicum.

Na tabela 2, é verificada interacdo significativa para 0 nimero de nédulos (p<0,05),
onde observou-se quatro tratamentos responsivos. A inoculacdo com B. japonicum, e a
coinculacdo com A. brasilense, P. fluorescens e B. subtilis, respectivamente com 45.0, 48.4,
59.9 e 93.3 NN. Este caractere aumentou conforme feita a inoculagéo e coinoculagdo, com um
aumento linear, ou seja, de acordo com a associacdo das bactérias inoculadas, contribuiu de
forma eficaz no aumento da nodulacéo nas plantas.

A associacdo com diferentes microrganismos tem um efeito sinérgico com resposta
positiva entre bactérias simbidticas (B. japonicum) e diazotréficas (A. brasilense, P.
fluorescens, B. subtilis), resultando na potencializagcdo da nodulagcdo e maior crescimento
radicular que é realizada por bactérias simbiéticas. Além disso, bactérias diazotroficas
induzem a producdo de genes para que ocorra a nodulacdo (BARBARO, et al., 2009). Com
1SS0, a coinoculacdo pode apresentar melhor desempenho quando comparado ao tratamento de
inoculagdo padrdo com a utilizagdo de uma bactéria isolada.

De forma semelhante ocorre com os resultados encontrados no VR das plantas, onde a
testemunha apresentou o menor volume por cm? por planta, destacando-se a inoculagio com
B. japonicum e a coinoculagdo com o A. brasilense, com incrementos de 66,6 e 94 %
respectivamente. Estes incrementos se devem ao fato de 0s microrganismos possuirem
mecanismos de acdo capazes de alterar a estrutura morfoldgica, os quais tem como efeito
tipico promover o crescimento e volume das raizes, alterando os estimulos hormonais da
planta, controlando ou competindo com microrganismos patogénicos, aumentando a aquisi¢cdo
de agua e nutrientes para as plantas, atuando na melhoria do solo e regulacdo de fito-
horménios (JACOBY et al., 2017; MEENA et al., 2018; LU; ZOU; WU, 2018).

Silva et al. (2019) em seu trabalho, encontraram resultados de NN e VR semelhantes
aos analisados neste trabalho. Também verificaram que a coinoculagdo por sementes com B.
japonicum em conjunto com outras bactérias, proporcionaram incremento no ndmero e na
matéria seca de nodulos, volume e matéria seca da raiz, e ainda matéria seca da parte aerea,
guando comparado a testemunha. Para Barbosa et al., (2021), a utilizacdo da coinoculacao das
bactérias Bradyrhizobium sp. e A. brasilense aumenta significativamente a produtividade de
gréos de soja, a nodulacéo e o crescimento radicular.

Quanto aos parametros fisiologicos (Tabela 3), ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos para condutdncia estomatica, concentracdo intracelular de CO: e taxa de

transpiracdo. Contudo, pode-se observar que a inoculagdo com B. japonicum e a coinoculagdo
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com A. brasilense, T. asperelloides, B. pumilus, B. megaterium e Bio bokashi obtiveram
maior taxa liquida de assimilacdo de carbono (A) e eficiéncia do uso da agua (EUA) quando
comparado a testemunha.

Na avaliacdo da taxa de assimilacdo liquida de CO2 (Tabela 3) a maior variacdo
fotossintética apresentada entre o controle e os demais tratamentos ocorreu com a
coinoculagdo com o B. pumilus, sendo 46,4 % superior a testemunha e 17,4 % quando
comparado a média dos demais tratamentos com presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio
e promotoras de crescimento. Segundo Noronha (2023), quando se tem uma maior taxa de
fotossintese nas plantas com a bacteéria, atribui-se ao processo de fixacdo de N e a funcéo
hormonal secretora reguladora de crescimento.

Santos et al., (2021) corrobora, e afirma que a coinoculacdo com bactérias
multifincionais e fungos selecionados no Brasil se destacam como fortes produtores de fito-
hormonios, particularmente &cido indolacético, com grande capacidade de promocdo de
crescimento das raizes, incrementando a absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas, as quais

podem resultar em melhorias nos aspectos nutricionais e de tolerancia a estresses.

Tabela 3. Taxa liquida de assimilacdo de carbono (A), condutancia estomatica (Gs),
concentracdo intracelular de CO2 (Ci), taxa de transpiracdo (E) e eficiéncia do uso da agua
(EUA) em folhas de soja aos 44 dias apds a emergéncia (DAE) em funcdo da utilizacdo de

microrganismos na inoculacdo e coinoculacdo. Santa Maria, RS. 2022.

A Gs Ci E EUA
Tratamentos
pmol m2st  mmol m?s? ppm mmol m2s®  pmol mol?

Testemunha 12,5b 171,8™ 251,6™ 2,8™ 4,3b
Bradyrhizobium japonicum 16,8a 218,4 246,4 3,3 5,1a
Bj + Azospirillum brasilense 16,1a 234,2 253,4 3,4 4,8a
Bj + Trichoderma asperelloides 16,6a 222,2 249,8 3,4 5,0a
Bj + Pseudomonas fluorescens 15,0b 203,0 254.,4 3,2 4,8a
Bj + Bacillus subtilis 13,4b 200,6 261,3 3,3 4,1b
Bj + Bacillus pumilus 18,3a 264,3 256,6 3,7 5,1a
Bj + Bacillus amyloliquefaciens 13,4b 187,2 261,7 3,0 4,3b
Bj + Bacillus megaterium 16,7a 235,6 255,1 3,4 4,9a
Bj + Bio bokashi 17,5a 240,3 251,4 3,6 5,0a
Média 15,6 217,8 254,2 3,3 4,7

CV (%) 24,7 31,3 7,4 28,3 14,5

"s Ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade do erro; * Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem
entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05); CV: coeficiente de varia¢do; Bj: Bradyrhizobium japonicum.

A EUA é uma variavel que é afetada principalmente pelas condigdes de crescimento
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das plantas, ndo sendo uma consequéncia direta do funcionamento estomatico e fotossintético.
De acordo com estudos realizados por Tardieu et al., (2013), o aumento da EUA é uma forma
da planta elevar a tolerancia a condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica. No entanto, vale
salientar que nessa pesquisa as plantas estavam em condi¢cdes controladas de casa de
vegetacdo, onde possivelmente tenha caracteristicas de resultados distintos daqueles obtidos a
campo.

Contudo, existem varias respostas para as alteracGes fisioldgicas em plantas de soja,
que variam principalmente devido a ocorréncia de estresses, a sua duracéo, a intensidade e a
frequéncia em que ocorrem. Segundo Ferrari et al., (2015), em menor ou maior intensidade os
estudos mostram que plantas submetidas a periodos de escassez de agua reduzem o potencial
hidrico foliar e a assimilacdo de carbono, e aumentam a eficiéncia do uso da &gua. Para
Chavarria et al., (2015), em periodos de estresses, sobretudo o hidrico, ocorre a reducdo da
fixacdo bioldgica de nitrogénio, da taxa fotossintética e do crescimento de plantas, sendo que
em torno de 14% do carbono assimilado vai ser enviado para as bactérias diazotroficas em
troca de compostos nitrogenados.

Divergindo dos resultados observados no sistema radicular, onde houve interacdo dos
microrganismos, estes ndo interferiram no estado nutricional das plantas. Nesse estudo,
observou-se que ndo houve alteracdes significativas nos teores de N, P e K no tecido foliar
das plantas de soja em funcdo dos tratamentos com a utilizacdo de microrganismos na
inoculagcdo e coinoculacdo da soja, independentemente do uso ou ndo de microrganismos
(Tabela 4).

Por outro lado, embora os tratamentos ndo diferirem estatisticamente os teores desses
macronutrientes, esperava-se um possivel aumento dos teores de N encontrados no tecido
foliar em funcdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio realizada pela inoculacdo da bactéria B.
japonicum e de sua coinoculacdo por meio da relacdo de simbiose com a planta sob efeito de
condigdes controladas em casa de vegetacdo. Estes, no entanto, se encontram abaixo da faixa
considerada adequada para a cultura da soja (45 a 65 g kg™) (EMBRAPA, 2020).

Valaddo et al. (2015) ressalta que as bactérias responsaveis pela fixacdo bioldgica de
nitrogénio sdo organismos aerdbicos, que necessitam de condi¢des adequadas para apresentar
boa eficiéncia. Entretanto, apesar do pH corrigido, solo peneirado, temperatura controlada,
disponibilidade de agua diaria, concentracdo, dose e pureza dos inoculantes garantidos pelo
fabricante, neste estudo ndo houve respostas significativas em relacdo aos teores nutricionais
das plantas.

De acordo com o trabalho de Schneider et al. (2017), em que 0os mesmos avaliaram o
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teor de N foliar, verificaram que o acimulo de N em tecido foliar das plantas de soja varia de
acordo com as combinacBes das doses de inoculantes em estadio V5. Porém, quando
analisados em R2 ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos com e sem inoculagéo
no teor de N nas folhas. Pois no estddio R1/R2 tem-se um elevado acimulo de matéria seca e
nutriente pela planta, processo que se inicia nas folhas, caules e raizes, e a partir deste ponto
comega a translocar parte dos nutrientes, inclusive o N, para as flores e depois para as vagens
e sementes, reduzindo o teor de N das folhas. (FAGAN et al. 2007).

Tabela 4. Teores de nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K) no tecido foliar das plantas de
soja no estadio fenoldgico R1, em funcdo da utilizacdo de microrganismos na inoculagdo e

coinoculacédo. Santa Maria, RS. 2022.

N P K
Tratamentos
_____________ ) R —

Testemunha 21,8™ 32" 11,1
Bradyrhizobium japonicum 31,6 2,8 15,3
Bj + Azospirillum brasilense 41,5 3,0 14,6
Bj + Trichoderma asperelloides 23,1 3,0 12,6
Bj + Pseudomonas fluorescens 27,8 3,2 15,4
Bj + Bacillus subtilis 24,7 2,7 14,1
Bj + Bacillus pumilus 24,9 2,9 13,8
Bj + Bacillus amyloliquefaciens 23,9 4,9 15,8
Bj + Bacillus megaterium 24,3 3,1 15,4
Bj + Bio bokashi 34,1 3,0 16,0

Média 27,8 3,2 14,4

CV (%) 32,4 31,6 17,1

" N&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade do erro; * Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem
entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05); CV: coeficiente de variacdo; Bj: Bradyrhizobium japonicum.

Os valores de P considerados adequados no tecido vegetal da soja segundo a Embrapa
(2020) estdo entre 2,8 - 4,5 g kg™t. Em estudo realizado por Kurihara (2013), a suficiéncia do
teor de P no tecido foliar considerado suficiente ficou entre 2,8 e 3,3. Valor inferior a 2,8 é
considerado baixo, 3,4 a 3,9 alto e maiores que 3,9 considerados como excesso. Em ambas
recomendac0es, os teores de P no tecido vegetal das plantas deste ensaio encontram-se dentro
do aceitavel, com uma média geral de 3,2 g kg (Tabela 4), mas sem diferencas significativas
entre os tratamentos.

Shastri e Kumar (2019), verificaram que a utilizacdo de bactérias pode ser uma opg¢éo
para um aumento da concentracdo de P disponivel ao longo do tempo, possibilitando
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evidenciar a capacidade de alocacdo dos niveis de P no tecido das plantas através dos
mecanismos, como a biosolubilizacdo de fosfato e mobilizacdo de potéssio através da
producdo de sideroforos.

De acordo com Alari et al.,, 2017, a tecnologia de aplicacdo de microrganismos
solubilizadores de nutrientes é uma estratégia que apesar de cuidados intrinsecos e do
ambiente, pode possibilitar solubilizacdo e aumento de nutrientes pelos seus mecanismos 0s
quais favorece a absorcdo destes pelas plantas e assim, reduzir também o uso de fertilizantes
guimicos sintéticos que causam impacto negativo no meio ambiente

Os teores de K no tecido vegetal foram semelhantes em todos os tratamentos com uma
média de 14,4 g kg%, ndo significativos entre si. Divergindo do estudo realizado por Stammer
e Mallarino (2018), onde obtiveram resultados positivos e o0s quais identificaram uma
correlacdo entre rendimento e os teores de fosforo e potassio no tecido foliar de plantas de

soja.

4. CONCLUSOES

A inoculacdo de B. japonicum na soja é eficiente, aumenta a massa seca das raizes,
volume radicular, nodulacdo, taxa liquida de assimilagdo de carbono e eficiéncia do uso da
agua.

As coinoculacédo de B. japonicum com bacterias é benéfica e estimula um maior aporte
de massa seca de raiz nas plantas.

A bactéria A. brasilense incrementa maior massa seca de raiz, nimero de nodulos e
volume radicular quando comparada a inoculacdo simples de B. japonicum, sendo esta, uma
boa escolha para coinoculagéo.

A utilizacdo de microrganismos na inoculacdo e coinoculacdo ndo influéncia na

nutrigdo dos tecidos vegetais.
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CAPITULO 2. FORMAS DE INOCULACAO E COINOCULACAO DE
MICRORGANISMOS NA SOJA CULTIVADA EM TERRAS BAIXAS

RESUMO

A utilizacdo de microrganismos multifuncionais beneficia diretamente o crescimento e
desenvolvimento de plantas em decorréncia da producdo de fitormonios e sideréforos,
suprimento de nutrientes e assimilagdo de nitrogénio atmosférico (N2); bem como,
indiretamente, por proteger as plantas contra patdgenos. Dessa forma, a busca por sistemas
agricolas sustentaveis com tecnologias de cultivo que proporcionem incrementos produtivos e
minimizem custos de producao e impactos negativos ao ambiente € de grande. Diante disso,
objetivou-se avaliar os efeitos da inoculagdo e coinoculagdo de microrganismos via
tratamento de sementes e sulco de semeadura no cultivo da soja em terras baixas. Foram
realizados dois experimentos em condi¢cdo de campo, um no municipio de Santa Maria-RS e
outro em Candelaria-RS, o delineamento experimental empregado para ambos foi o de blocos
ao acaso em parcela subdividida, com quatro repeticdes. Nas parcelas principais foram
distribuidas duas formas de aplicacdo: a) semente e b) sulco de semeadura. Nas subparcelas
foram distribuidas oito associa¢Bes entre microrganismos: 1) Testemunha (sem inoculagéao);
2) Bradyrhizobium japonicum (Cepa CCT 4065 SEMIA 586); 3) B. japonicum + Azospirillum
brasilense (Cepa CCT 8053 ATCC 29145); 4) B. japonicum + Trichoderma asperelloides
(Cepa MMBF 94/17); 5) B. japonicum + Pseudomonas fluorescens (Cepa CCT 0595 ATCC
13525); 6) B. japonicum + Bacillus subtilis (Cepa CCT 3131 ATCC 6051); 7) B. japonicum +
Bacillus amyloliquefaciens (Cepa CCT 7690 ATCC 23350) e 8) B. japonicum + Bacillus
megaterium (Cepa CBMAI 2222). Foram realizadas avaliagcGes biométricas, fisioldgicas e
qguimicas. Onde foi possivel inferir que a inoculacdo de Bradyrhizobium japonicum na soja é
eficiente, contribuindo na estatura das plantas, taxa de cobertura do dossel vegetativo, no
maior aporte do sistema radicular, nodulacao e produtividade de grdos. A utilizacdo da técnica
de coinoculagdo de microrganismos multifuncionais junto ao B. japonicum € benéfica, onde a
bactéria A. brasilense apresenta potencial para incrementar o crescimento radicular das
plantas e da produtividade de gréos. A aplicagdo de microrganismos néo influéncia nos teores
nutricionais dos tecidos vegetais. E a forma de aplicacdo de microrganismos em sulco de
semeadura é mais produtiva e assertiva, nas condi¢fes de Santa Maria, favorecendo aumento
na populagdo inicial de plantas, taxa de cobertura do dossel vegetativo e produtividade de
graos.

Palavras-chave: bioinsumos, inoculante, inoculacdo no sulco de semeadura, organismos
multifuncionais
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INOCULATION AND COINOCULATION FORMS OF MICROORGANISMS IN
SOYBEAN CULTIVATED IN LOWLANDS

ABSTRACT

The use of multifunctional microorganisms directly benefits the growth and development of
plants due to the production of phytohormones and siderophores, supply of nutrients and
assimilation of atmospheric nitrogen (N2); as well as, indirectly, by protecting plants against
pathogens. Therefore, the search for sustainable agricultural systems with cultivation
technologies that provide productive increases and minimize production costs and negative
impacts on the environment is great. Therefore, the objective was to evaluate the effects of
inoculation and coinoculation of microorganisms via seed treatment and sowing furrow in
soybean cultivation in lowlands. Two experiments were carried out in field conditions, one
in the municipality of Santa Maria-RS and the other in Candeléria-RS, the experimental
design used for both was randomized blocks in a subdivided plot, with four replications.
Two forms of application were distributed in the main plots: a) seed and b) sowing furrow.
Eight associations between microorganisms were distributed in the subplots: 1) Control; 2)
Bradyrhizobium japonicum (Cepa CCT 4065 SEMIA 586); 3) B. japonicum + Azospirillum
brasilense (Cepa CCT 8053 ATCC 29145); 4) B. japonicum + Trichoderma asperelloides
(Cepa MMBF 94/17); 5) B. japonicum + Pseudomonas fluorescens (Cepa CCT 0595 ATCC
13525); 6) B. japonicum + Bacillus subtilis (Cepa CCT 3131 ATCC 6051); 7) B. japonicum
+ Bacillus amyloliquefaciens (Cepa CCT 7690 ATCC 23350) and 8) B. japonicum +
Bacillus megaterium (Cepa CBMAI 2222). Biometric, physiological and chemical
assessments were carried out. Where it was possible to infer that the inoculation of
Bradyrhizobium japonicum in soybeans is efficient, contributing to plant height, vegetative
canopy coverage rate, greater root system input, nodulation and grain productivity. The use
of the coinoculation technique of multifunctional microorganisms with B. japonicum is
beneficial, where the A. brasilense bacterium has the potential to increase plant root growth
and grain productivity. The application of microorganisms does not influence the nutritional
content of plant tissues. And the way of applying microorganisms in the sowing furrow is
more productive and assertive, under Santa Maria conditions, favoring an increase in the
initial plant population, vegetative canopy coverage rate and grain productivity.

Keywords: bioinputs, inoculant, inoculation in the sowing furrow, multifunctional
organisms
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1.INTRODUCAO

O Brasil ¢ uma das dez maiores economias do mundo segundo dados da Austin
Rating, com um PIB (Produto Interno Bruto) nominal de US$ 2,6 trilhdo no primeiro
trimestre deste ano (IBGE, 2023). O setor agropecuario impacta diretamente nesse resultado,
tendo a soja como uma das commodities responsaveis pelo desenvolvimento da cadeia
produtiva brasileira, gerando significativos impactos sociais e econémicos em todas as regides
do Pais, desde a criacdo de empregos a movimentacdo de capital (HIRAKURI, 2021).

Diante dessa representatividade ha inimeros e consistentes avancos em pesquisas
explorando o potencial genético da soja, contemplando adaptagBes aos estresses abioticos
(seca e encharcamento) e bidticos (doencas e pragas); a incorporacdo de boas praticas
agricolas para 0 manejo do solo, da agua e da fertilidade; o manejo integrado de pragas e o
desenvolvimento de sistemas integrados de producdo animal e vegetal (EMYGDIO et al.,
2017).

Na cultura da soja, ha o crescimento e intensificacdo do uso de bioinsumos, com a
utilizacdo de microrganismos como agentes de controle biolégico e promotores de
crescimento de plantas favorecendo o aumento da produtividade de grdos (MAPA, 2021). Na
safra 2020/2021 a adog¢do do uso de inoculantes na cultura da soja no Brasil foi de 80%,
enquanto a adogéo da coinoculagdo com bacterias do género Bradyrhizobium e Azospirillum
foi de 26% (MEYER et al., 2022), sendo indiscutivel o sucesso da tecnologia e 0 seu uso para
a cultura, tanto para a garantia da fixacdo biologica de nitrogénio por meio das bactérias,
como também para outras agdes como solubilizacdo de fosforo.

Entretanto, a forma de inoculacdo e de coinoculacdo pode influenciar a eficiéncia
destes, visto que a aplicacdo tradicionalmente feita via semente nem sempre € eficaz, podendo
ser afetada pela umidade e temperatura do solo no momento da semeadura, tempo entre a
inoculacdo e a semeadura, pelo uso de produtos quimicos no tratamento de sementes podem
causar toxidez aos microrganismos, entre outros fatores (TOCHETO; BOIAGO, 2020).

Segundo Silva et al. (2011) visando reduzir problemas, tais como: a incompatibilidade
de inoculantes e fungicidas, limite de calda na semente, excesso de manuseio e consequentes
danos mecanicos, a principal alternativa é a aplicacdo dos inoculantes diretamente no sulco de
semeadura por meio de jato dirigido, evitando o contato direto dos microrganismos com 0s
tratamentos quimicos utilizados nas sementes. No entanto, essa forma de aplicacdo apresenta
custos iniciais maiores, devido ao custo de maior quantidade da dose de inoculante, despesas
de maior quantidade de agua e ajustes das semeadoras (ZILLI et al., 2010).

Portanto, para melhor utilizacdo e ampliacdo do uso desta tecnologia é imprescindivel
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mais estudos sobre as formas de aplicacdo de inoculantes e o efeito de microrganismos
principalmente em &reas que apresentam caracteristicas Unicas, como as areas de terras baixas
com solos hidromérficos, principalmente devido o avango da intensificacdo das areas de arroz
com a implantacdo da soja. Dessa forma, objetivou-se avaliar os efeitos da inoculacdo e
coinoculacdo de microrganismos via tratamento de sementes e sulco de semeadura no cultivo

da soja em terras baixas.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em dois locais, a campo, um na area didatico
experimental de varzea do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) e o outro em uma propriedade rural localizada no municipio de Candeléria -
RS, na safra agricola 2021/22. O clima da regido é caracterizado como subtropical Umido
(Cfa), segundo classificacdo de Koppen e solo de ambas as &reas é classificado como
Planossolo Haplico Eutrofico arénico, pertencente a unidade de mapeamento Vacacai

(SANTOS et al, 2018), com as seguintes caracteristicas quimicas (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise fisico-quimica dos solos experimentais realizados em Santa Maria (RS) e
Candelaria (RS), na safra de 2021/22.

Camada Argila , P K Ca Mg MO Al
Local (cm)  ---%--- PHagua ---mg dm>--- ---cmol dm3--- ---0p---
Santa Maria 0-20 19 59 9,2 30 5,8 2,7 1,7 2,1
Candelaria 0-20 24 43 59 63,3 2,9 0,5 0,9 30,2

Argila, pH (potencial hidrogeniénico) em agua, fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), matéria
organica (MO) e saturacdo por aluminio (Al).

O delineamento experimental empregado foi o de blocos ao acaso, bifatorial 2 x 8 com
parcela subdividida, com quatro repeticfes. Nas parcelas principais foram distribuidas duas
formas de aplicacdo: a) semente e b) sulco de semeadura. Nas subparcelas foram distribuidas
oito associagdes com microrganismos: 1) Testemunha (sem inoculagéo); 2) Bradyrhizobium
japonicum (Cepa CCT 4065 SEMIA 586); 3) B. japonicum + Azospirillum brasilense (Cepa
CCT 8053 ATCC 29145); 4) B. japonicum + Trichoderma asperelloides (Cepa MMBF
94/17); 5) B. japonicum + Pseudomonas fluorescens (Cepa CCT 0595 ATCC 13525); 6) B.
japonicum + Bacillus subtilis (Cepa CCT 3131 ATCC 6051); 7) B. japonicum + Bacillus
amyloliquefaciens (Cepa CCT 7690 ATCC 23350) e 8) B. japonicum + Bacillus megaterium
(Cepa CBMAI 2222).



78

As bactérias utilizadas nas associa¢Ges foram adquiridas pelo banco de germoplasma
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria e multiplicadas no laboratério MULTIBAC
da UFSM, ambas com uma contagem bacteriana de no minimo 2 x 108 unidades formadoras
de col6nia (UFC) por mL. O fungo utilizado é oriundo do inoculante turfoso FT10, com
concentragdo de 1 x 10%° UFC/g.

A dosagem recomendada para inoculacdo de B. japonicum no primeiro nivel dos
fatores (semente), foi de 300 mL por 40 kg™ de semente e para coinoculagdo com as demais
bactérias utilizou-se 300 mL de B. japonicum + 100 mL por 40 kg de sementes respectivo a
cada bactéria. Para a associacdo com o fungo T. asperelloides a recomendacéo foi de 5 g/ha.
Nesse nivel, o processo da inoculagdo e coinoculacdo dos microrganismos ocorreu com a
mistura dos inoculantes, de acordo com o tratamento e recomendacdo, onde foi realizada em
um recipiente plastico e posterior aplicacdo direta e homogeneizacdo nas sementes, uma hora
antes da semeadura.

No segundo nivel dos fatores (aplicacdo via sulco de semeadura) utilizou-se o dobro
das doses recomendadas anteriormente, diluidas em &gua no pulverizador acoplado a
semeadora com volume de 50 L ha™. Estabelecendo uma relagdo de 3:1 entre B. japonicum e
0 outro microrganismo. Sendo realizada a triplice lavagem do tanque apds a aplicacdo de cada

tratamento/inoculante, afim de evitar contaminages.

Figura 1. Croqui da &rea experimental e o detalhe da parcela.
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ESTRADA

A semeadura em ambas as areas foi realizada sob sistema semeadura direta, em area

anteriormente ocupada com a cultura do arroz, utilizando uma semeadora/adubadora



79

pantogréafica constituida de 8 linhas, das quais 4 linhas foram direcionadas para a forma de
aplicacdo dos inoculantes na semente, onde os jatos do sulco destas se¢fes foram desligados e
as outras 4 linhas destinadas a aplicagéo feita por meio do jato dirigido no sulco (Figura 2). A
semeadura ocorreu no dia 10 de novembro de 2021 em Santa Maria e dia 22 de novembro de

2021 em Candeléria, ambas com espacamento de 0,5 m entre linhas e profundidade de 4 cm.

Figura 2. Semeadura do experimento: A - Demonstracdo das 4 primeiras linhas da semeadora
em amarelo com a inoculacdo sendo realizada nas sementes onde os jatos do sulco foram
desligados e em azul as 4 linhas da semeadora que tiveram a inoculacéao feita por meio do jato
dirigido no sulco. B - Momento de limpeza do tanque para adi¢éo de outro tratamento.

Inoculacio
via semente
LISTL N ALT Ll PPN

Foi utilizada a cultivar de soja CZ 15B70 IPRO na densidade de 30 plantas por m?,
esta apresenta grupo de maturacgéo relativa 5.7, tipo de crescimento indeterminado, 96% de
germinacéo, sendo estas tratadas industrialmente com o produto Standak® Top, o qual possui
como ingredientes ativos os fungicidas piraclostrobina e tiofanato metilico (25 g i.a. e 225 g
i.a.) e como inseticida o fipronil (250 g i.a.) na dose de 500 mL 100 kg, além de
recobrimento das sementes com polimero Florite® 1197 Green (250 mL p. ¢. 100 kg* de
sementes) e o pd secante Sepiret® PF 16 White (200 g 100 kg™ de sementes).

A adubacdo de base foi realizada em ambas as areas conforme as recomendacdes para
os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS, 2016), sendo constituida de 17,5 kg
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ha! de N, 70 kg ha! de P.Os e 70 kg ha de K20, o equivalente a 350 kg ha* do fertilizante
formulado 05-20-20. Os demais tratos culturais, controle de doencas, pragas e insetos, foram
realizados conforme as Indicagcdes Técnicas para a Cultura da Soja no Rio Grande do Sul e
em Santa Catarina, safras 2018/2019 e 2019/2020 (CARAFFA et al., 2018).

A precipitacdo pluvial e temperatura média do ar, durante a safra foram obtidas da
estacdo meteoroldgica automatica do 8° DISME/INMET, localizada no Campus da UFSM, e

conforme os dados disponibilizados pelo INMET, conforme a Figura 1.

Figura 3. Precipitacdo total mensal (mm) e temperatura média mensal (°C) para o periodo de

desenvolvimento da soja cultivada em Santa Maria e Candelaria.
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E importante destacar que no experimento implantado na UFSM em Santa Maria,
foram realizadas duas irrigagOes por inundacdo intermitente, uma em dezembro e a segunda
em janeiro, utilizando a estrutura j& instalada para a irrigacdo da cultura do arroz. Dessa
forma, foi feita a aplicacdo da lamina de agua de forma réapida, de modo que o solo nédo
permaneceu saturado por periodos prolongados, sendo esta lamina de 4gua drenada do sistema
em um periodo de no maximo 24 horas.

As avaliagdes comecgaram ap0s a emergéncia da soja. A populagdo inicial de plantas
foi determinada por meio da contagem das plantas estabelecidas em seis metros lineares,
previamente demarcados na terceira fileira de semeadura. Nos estadios V5 e R4 foram

coletados em cada parcela, um monolito de solo de 0,5 x 0,4 x 0,2 m (comprimento, largura e
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profundidade, respectivamente) contendo cinco plantas em sequéncia na fileira de cultivo,
onde fez-se a retirada de trés plantas centrais para avaliacdo. Posteriormente as raizes foram
lavadas em agua corrente sobre uma peneira para remocdo do solo aderido. Separou-se 0
sistema radicular da parte aérea das plantas e os ndédulos foram destacados manualmente das
raizes (BRANDELERO et al, 2009).

Em seguida, foi realizada a avaliacdo de comprimento radicular e estatura das plantas,
a qual foi determinada por meio de uma régua milimetrada pela distancia compreendida entre
a superficie do solo e o apice da haste principal da planta (MARCHIORI et al., 1999). Ja para
avaliacdo da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular (MSR) e
massa seca de nodulos (MSN) foram separadas as partes, colocadas em sacos de papel,
identificadas e levadas para secagem em estufa de ventilacdo forcada a 65° C. Apds a
secagem, foram pesadas em balanca com precisédo de 0,001g.

O percentual da taxa de cobertura do solo pelo dossel vegetativo foi obtido no estadio
V5, entre as 9 e 11 horas da manh&, por meio de imagens com o uso de smartphone com
camera acoplada do topo da vegetacdo em ponto representativo da condicdo média de cada
parcela para estimativa da cobertura verde do dossel. Cada imagem foi tirada a uma distancia
de 1 m do solo, seguindo as recomendacdes de uso do aplicativo Canopeo® (PATRIGNANI;
OCHSNER, 2015).

Figura 4. Avaliacbes: A - Coleta das plantas a campo, B — Aferi¢bes em laboratério e C -
Utilizagédo do IRGA.

2 \E

Aos 40 e 78 dias apds a emergéncia (DAE), realizou-se as medicOes referentes as

trocas gasosas das plantas do experimento de Santa Maria — RS, entre as 10 e 12 horas da
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manhd, no terco médio da folha do terceiro trifélio completamente expandido do apice para a
base da planta. Foi utilizado o medidor portétil Infra Red Gas Analyzer (IRGA), marca
WALS, modelo GFS-3000, utilizando uma radiacdo artificial fotossintética ativa de 1500
umol m? st e concentragdo de CO2 de 400 pmol mol™. Avaliando a taxa liquida de
assimilacdo de carbono (A), a condutancia estomatica (Gs), a concentragdo interna de CO2
(Ci), a taxa de transpiracdo (E) e a eficiéncia do uso da agua (EUA), sendo esta ultima obtida
pela relagdo entre quantidade de CO: fixado pela fotossintese e quantidade de agua
transpirada.

E as andlises quimicas dos teores de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) no
tecido foliar das plantas de soja dos dois experimentos, foram determinadas utilizando trés
folhas totalmente expandidas, do apice para a base, das duas plantas por unidade experimental
no estadio fenoldgico R1. Posteriormente, as amostras foram submetidas a moagem em
moinho do tipo Willey e processadas seguindo a metodologia descrita por Tedesco et al.
(1995).

A produtividade de gréos foi determinada por meio da colheita manual da &rea de 9 m?
(1,5 x 6 m). Sendo posteriormente realizada a trilha, retirada de impurezas das amostras,
pesagem e a corregdo da umidade dos graos para 13 % e expressos em kg ha™,

A analise estatistica dos resultados obtidos foi executada com auxilio do programa
Sisvar, versdo 5.3 (FERREIRA, 2019), de modo que os dados foram submetidos a analise de
variancia por meio do teste F e as médias comparadas pelo teste de Scott Knott em nivel de

5% de probabilidade de erro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos experimentos de Santa Maria e Candelaria estdo
apresentados na tabela 2, onde percebe-se que houve interacdo entre as formas de aplicacéo e
0s tratamentos com microrganismos em apenas uma variavel, das quatro variaveis analisadas
nesta tabela. Com isso, verifica-se que o efeito da interacdo dos fatores e niveis estudados,
interferiu apenas na resposta da porcentagem da taxa de cobertura do dossel vegetativo (TCD)
no estagio V5, em ambos locais, conforme demonstra os desdobramentos (Tabela 3).

Em ambos experimentos foi superior a populagédo inicial de plantas (PIP) quando
realizada a aplicacdo dos inoculantes em sulco de semeadura, indiferentemente dos
microrganismos utilizados (Tabela 2). Houve um incremento médio no estabelecimento da
PIP em Santa Maria de 6,45 % e de 6,78 % em Candelaria, em relacdo a PIP inoculadas via

semente.
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Tabela 2. Populacdo inicial de plantas (PIP), estatura da planta, massa seca da parte aérea
(MSPA) e taxa de cobertura do dossel vegetativo (TCD), em funcdo da inoculagdo e
coinoculacdo de microrganismos na semente e sulco de semeadura. Santa Maria e Candelaria,
RS. Safra 2021/22.

Santa Maria

PIP Estatura MSPA TCD

Formas de aplicacéo (plantas m?) (cm) (g planta™®) (%)

V5 R4 V5 R4 V5
Semente 12,4b 24,1 79,9 79" 310" 64,8b
Sulco 13,2a 254 813 82 294 679a

Microrganismos

Testemunha 11,9™ 22,8 77,6b 6,5b 250™ 59,4b
Bradyrhizobium japonicum 13,3 26,0 805a 8,0b 311 68,6a
Bj + Azospirillum brasilense 13,1 25,1 838a 98a 33,7 681la
Bj + Trichoderma asperelloides 12,6 250 775b 7.8b 314 65,3a
Bj + Pseudomonas fluorescens 12,7 245 78,1b 8,1b 29,2 68,6a
Bj + Bacillus subtilis 12,9 25,2 819a 84b 29,0 65,5a
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 13,3 254 817a 75b 316 66,3a
Bj + Bacillus megaterium 12,8 239 83,7a 82b 30,7 69,0a
Média 12,8 24,7 80,6 80 30,2 66,4

C.V.1 (%) 7,93 16,3 6,1 148 17,8 6,26

C.V.2 (%) 4,76 10,9 6,1 139 154 4,45

Candelaria

PIP Estatura MSPA TCD

Formas de aplicacdo (plantas m?) (cm) (g planta®) (%)

V5 R4 V5 R4 V5
Semente 11,8b 25,5 79,2 8,6™ 26,2b 81,5b
Sulco 12,6a 25,7 80,1 87 285a 839a

Microrganismos

Testemunha 11,2" 25,0b 78,0® 85" 26,0 75,9b
Bradyrhizobium japonicum 12,3 26,la 79,1 82 27,1 835a
Bj + Azospirillum brasilense 12,0 252b 785 81 241 818a
Bj + Trichoderma asperelloides 12,2 264a 803 93 27,7 83,0a
Bj + Pseudomonas fluorescens 13,1 268a 84,4 86 296 857a
Bj + Bacillus subtilis 12,1 250b 80,1 91 282 850a
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 12,4 249b 758 88 2655 84,3a
Bj + Bacillus megaterium 12,2 245b 808 85 295 822a
Media 12,2 256 796 86 27,3 82,7

C.V.1 (%) 8,5 4,8 6,6 14,8 16,2 55

C.V. 2 (%) 7,3 6 6,3 145 159 3,8

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. C.V.1: coeficiente de variacdo da parcela principal e C.V.2: coeficiente de variacio da subparcela.
Bj: Bradyrhizobium japonicum.
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De acordo com Vieira Neto et al. (2008), uma justificada para essa diferenca se da
pela calda com volume de &gua utilizada para diluir o inoculante na agua, que é feita para
aplicacdo via sulco no momento da semeadura, a qual facilita uma melhor distribuicdo e
sobrevivéncia das bactérias na semente e no solo, afastando os microrganismos aplicados da
superficie e posicionando-os onde ha uma menor oscilagdo de temperatura e umidade, criando
um “micro ambiente” devido ao volume de agua adicionada no pulverizador junto a
semeadura. Condicionando em uma maior assertividade pela melhor localizacdo para infectar
as raizes da soja, ao contrario da inoculacdo na semente, onde as bactérias ficam mais
expostas aos tratamentos quimicos aplicados nas sementes e as intemperes e condi¢Ges do
solo no momento da semeadura.

No entanto, a quantidade de agua aplicada via sulco é praticamente irriséria. Podendo
esta ser calculada em um valor de aproximadamente 2,5 mL de calda por metro de solo,
contudo um volume maior de L ha™ podera vir a criar um ambiente mais Gmido, garantindo
uma melhor e maior sobrevivéncia as bactérias. As quais secretardo reguladores de
crescimento que penetram no tegumento da semente, junto a agua durante o processo de
embebicdo e que sdo capazes de alterar a intensidade das reacdes relacionadas a germinacao, e
consequentemente refletir posteriormente no estande de plantas final e no desenvolvimento da
cultura (CASSAN et al., 2009).

A massa seca da parte aérea (MSPA), foi responsiva no estagio vegetativo com a
coinoculagcdo de A. brasilense, a qual obteve 50,7 % de ganho, duas vezes a mais que a
testemunha ndo inoculada (Tabela 2). Em relacdo a estatura das plantas os resultados
demonstram que a inoculacdo simples de B. japonicum proporciona medias e diferencas
significativas maiores quando comparadas com a testemunha, sendo estas por vezes menores
quando ha a coinoculagdo com mais uma bactéria ou fungo.

Quanto a percentagem da taxa de cobertura do dossel vegetativo, é possivel observar
que apesar de existir um padrdo referente aos efeitos dos microrganismos sobre a soja
cultivada em éreas de terras baixas, existem variacdes quanto as respostas das formas de
aplicacdo x microrganismos devido ao solo e as condi¢bes edafocliméaticas de cada lugar
(Tabela 3).

Verifica-se também, que a resposta da inoculacdo com B. japonicum e da coinoculagéo
com demais microrganismos € variavel, independente da forma de aplicacdo e dependente das
condigdes ambientais durante o crescimento e desenvolvimento da cultura, especialmente a
baixa taxa de precipitacdo e acidez do solo, interferindo diretamente na fixacéo bioldgica de

nitrogénio, parte aérea e sobretudo na nodulacgdo das raizes.
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Tabela 3. Desdobramento da interacdo formas de aplicacdo versus microrganismos para a
taxa de cobertura do dossel vegetativo - TCD (%), avaliada em V5 nos experimentos de Santa
Maria e Candelaria, RS. Safra 2021/22.

Formas de aplicacdo

Microrganismos Santa Maria Candelaria
semente sulco semente sulco
Testemunha 59,0b 59,9b 74,7b 77,2b
Bradyrhizobium japonicum 67,4Ab 69,9Ab 83,0Ab 84,0Ab
Bj + Azospirillum brasilense 67,4Ab 68,9Ab 82,5Ab 81,0b
Bj + Trichoderma asperelloides 61,1b 69,5Aa 79,9Ab 86,1Aa
Bj + Pseudomonas fluorescens 66,7Ab 70,5Ab 83,6Ab 87,8Ab
Bj + Bacillus subtilis 62,1Ab 68,9Aa 83,4Ab 86,7Ab
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 65,5Ab 67,1Ab 82,9Ab 85,8Ab
Bj + Bacillus megaterium 69,3Ab 68,7Ab 82,0Ab 82,4b
Média 66,4 82,7
C.V. (%) 5,3 4,7

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%.
C.V.: coeficiente de variag&do. Bj: Bradyrhizobium japonicum.

Para o comprimento das raizes (CR), massa seca radicular (MSR) e massa seca de
nodulos (MSN), ndo houve respostas significativas em relacdo a forma de aplicacdo em
ambos locais (Tabela 4). Apenas em Santa Maria, que a coinoculagédo de B. japonicum com A.
brasilense foi superior no estagio R4 em todas variaveis do sistema radicular. Além dessa
bactéria, fica evidente na MSN que a aplicacdo desses microrganismos promotores de

crescimento favorece positivamente o aumento da nodulagéo da soja.

Tabela 4. Comprimento radicular (CR), matéria seca do sistema radicular (MSR), matéria
seca de nddulos (MSN), em funcdo da inoculacdo e coinoculacdo de microrganismos na

semente e sulco de semeadura. Santa Maria e Candelaria, RS. Safra 2021/22.

Santa Maria
CR MSR MSN
Formas de aplicagéo (cm) (g planta™) (mg planta™)
V5 R4 V5 R4 V5 R4
Semente 16,7 23,6™ 1,6™ 58" 5048™ 861,3™
Sulco 16,6 23,1 1,8 6,0 510,8 924,2
Microrganismos

Testemunha 13,6™ 20,4b 14" 47d 467,6b 617,7b
Bradyrhizobium japonicum 16,8 26,8a 1,7 6,4b 539,52 948,3a

Bj + Azospirillum brasilense 16,7  26,0a 1,8 7,3a 562,1a 1076,5a



86

Bj + Trichoderma asperelloides 184  24,7a 1,9 58c 489,0b 902,7a
Bj + Pseudomonas fluorescens 17,9 22,9 1,9 55c 466,2b 922,6a
Bj + Bacillus subtilis 16,4 22,5b 1,7 59c 483,3b 844,2a
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 16,5 21,3b 1,7 6,1c 503,8b 893,3a
Bj + Bacillus megaterium 17,0 22,2b 1,7 5,6c 551,0a 936,7a
Média 16,7 23,3 1,7 59 507,8 892,7

C.V.1 (%) 17,3 10,9 157 13,7 11,0 17,0

C.V. 2 (%) 20,9 14,8 19,3 138 152 21,3

Candeléria
CR MSR MSN
Formas de aplicagdo (cm) (g planta’®) (mg planta)
V5 R4 V5 R4 V5 R4
Semente 19,4 17,3 1,0 4,1™ 622,2"™ 1180,3"™
Sulco 19,3 17,3 1,1 41 626,3 1276,3
Microrganismos
Testemunha 18,9™ 16,7 0,9™ 3,8 488,8™ 1036,6™

Bradyrhizobium japonicum 20,7 19,5 1,1 43 6437 1246,5
Bj + Azospirillum brasilense 21,2 17,5 1,2 4,7 587,7 1266,9
Bj + Trichoderma asperelloides 17,4 16,0 1,0 36 7022 1477,7
Bj + Pseudomonas fluorescens 20,4 17,3 1,0 45 610,6 1241,6
Bj + Bacillus subtilis 18,5 17,9 1,0 41 638,6 1088,3
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 20,5 16,3 1,0 39 6528 1062,8
Bj + Bacillus megaterium 17,2 17,3 1,0 4,1 669,8 1406,2
Meédia 19,3 17,3 1,1 4,1 624,3 1228,3

C.V.1 (%) 29,1 16,5 16,5 246 258 24,7

C.V. 2 (%) 36,1 14,4 169 19,7 193 29,2

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. C.V.1: coeficiente de variacdo da parcela principal e C.V.2: coeficiente de variacao da subparcela.
Bj: Bradyrhizobium japonicum

DALOLIO et al., (2018), afirma que a utilizacdo de bactérias na coinocula¢do com
Bradyrhizobium estimula e promove o crescimento das plantas de soja. Isto porque, a
aplicacdo do B. japonicum isolado ou em conjunto, além de favorecer a absorcdo de N por
meio do processo de FBN, também estimula a producdo de hormonios vegetais que
beneficiam e favorecem o crescimento das plantas.

Além disso, sdo diversos os estudos comprovando a eficiéncia das bactérias do género
Azospirillum em produzir fito-hormonios, como auxinas, giberelinas e citocininas, ou
estimular a producdo enddgena desses fito-hormoénios (BOTTINI et al., 1989;
MASCIARELLI et al., 2013), o que promove o alongamento das raizes, proporcionando
maior area util do sistema radicular para absor¢cdo de agua e nutrientes, aumentando a

resisténcia a seca e tornando as plantas mais vigorosas e produtivas (BRZEZINSKI et al.,
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2014). Corroborando com os resultados de Barbaro et al. (2009), os quais observaram em seu
trabalho que, plantas de soja inoculadas com A. brasilense e B. japonicum, via semente,
apresentaram sistemas radiculares mais desenvolvidos.

Ainda na tabela 4, é possivel observar que nenhum tratamento e forma de aplicacao
afetou significativamente o sistema radicular das plantas de Candelaria. Resultado este que
pode estar associado a baixa eficiéncia da inoculacdo das bactérias decorrente da baixa
umidade do solo no momento da semeadura, associada a acidez do solo deste local e de
estresses por déficit hidrico em virtude da seca e falta de irrigacdo (Figura 1), diferenciando
das condicGes encontradas em Santa Maria.

Em relagdo as trocas gasosas nas plantas de soja (Tabela 5), a taxa liquida de
assimilacdo de carbono (A), condutancia estomatica (Gs) e a taxa de transpiracdo (E) néo
foram significativas com o uso da inoculagéo e coinoculacdo de microrganismos em folhas de
soja aos 40 e 78 dias ap0s a emergéncia (DAE).

Os resultados revelaram valores da transpiragcdo foliar (E) aproximadamente
constantes, independente dos fatores analisados aos 40 dias (Tabelas 5), o que
presumivelmente ocorreu em funcdo da auséncia de limitacdo hidrica durante o periodo
experimental neste local, uma vez que o ensaio foi irrigado, portanto, as plantas de soja
expressaram a demanda méaxima de transpiracdo. Bulegon et al. (2016) relataram que na
cultura da soja a planta expressa a capacidade maxima de transpiracdo em condicdes

adequadas de agua.

Tabela 5. Taxa liquida de assimilacdo de carbono (A), condutancia estomatica (Gs),
concentracdo intracelular de CO:2 (Ci), taxa de transpiragdo (E) e eficiéncia do uso da agua
(EUA) em folhas de soja aos 40 e 78 dias ap0s a emergéncia (DAE), em funcéo da inoculacéo
e coinoculacdo de microrganismos na semente e sulco de semeadura. Santa Maria, RS. Safra
2021/22.

40 dias
o A Gs Ci E EUA
Formas de aplicagdo umol m?s? mmolm?s? ppm  mmolm?2s? pmol mol?
Semente 25,2" 189,3"  151,3™ 3,2™ 7,8™
Sulco 24,5 187,9 156,9 3,2 7,6
Microrganismos

Testemunha 24,0™ 174,1™  144,8b 3,0 8,0a
Bradyrhizobium japonicum 27,6 207,1 152,6b 3,3 8,3a

Bj + Azospirillum brasilense 22,4 153,1 134,5b 2,6 8,5a
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Bj + Trichoderma asperelloides 25,0 179,5 140,4b 3,2 7,9a
Bj + Pseudomonas fluorescens 24,9 193,8 162,6a 34 7,1b
Bj + Bacillus subtilis 26,4 208,6 162,5a 34 7,6a
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 24,4 192,7 160,8a 3,2 7,5b
Bj + Bacillus megaterium 24,2 200,0 174,7a 3,6 6,7b

Média 24,9 188,6 154,1 3,2 7,7

C.V.1 (%) 14,4 22,7 11,8 20,8 9,0

C.V. 2 (%) 18,7 21,8 9,0 18,8 7,0

78 dias

A Gs Ci E EUA

Formas de aplicagdo
plicag umol m2s* mmolm?s*  ppm  mmolm?s® pmol mol™

Semente 23,4™ 186,8™  159,1b 3,2"™ 7,6
Sulco 22,7 200,8 178,5a 3,5 6,9
Microrganismos
Testemunha 22,9™ 163,3™ 137,3™ 2,3b 10,1a
Bradyrhizobium japonicum 23,5 184,7 165,9 2,7b 8,7a
Bj + Azospirillum brasilense 22,4 202,2 174,3 3,6a 6,6b
Bj + Trichoderma asperelloides 20,2 151,8 154,9 2,9b 6,9b
Bj + Pseudomonas fluorescens 25,7 229,7 179,9 4,0a 6,5b
Bj + Bacillus subtilis 24,9 222,7 180,5 4,3a 5,9b
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 24,3 221,7 181,1 4,1a 6,1b
Bj + Bacillus megaterium 20,5 184,7 186,3 3,4a 6,1b
Média 23,0 193,8 168,8 3,3 7,3
C.V.1 (%) 17,7 24,9 17,5 21,4 16,4
C.V. 2 (%) 23,0 32,9 18,8 28,0 20,5

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. C.V.1: coeficiente de variagdo da parcela principal e C.V.2: coeficiente de varia¢do da subparcela.
Bj: Bradyrhizobium japonicum

Estes resultados divergem dos obtidos por Silva et al (2020), que mostraram aumento
de 75% na taxa fotossintética de plantas de soja tratadas com Bacillus sp. e Pseudomonas sp.,
e Lima et al. (2022) que mostraram um aumento de 66,7% na eficiéncia fotoquimica de
plantas de soja inoculadas com Rhizobium e, assim, demonstraram os beneficios nutricionais e
bioquimicos advindos dos microrganismos.

Contudo, existem varias respostas para as alteracGes fisiologicas nas plantas, as quais
variam sobretudo devido a ocorréncia de estresses, a sua duracdo, a intensidade e a frequéncia
em que ocorrem. Para Ferrari et al., (2015), em menor ou maior intensidade os estudos
mostram que plantas submetidas a periodos de escassez de dgua reduzem o potencial hidrico
foliar e a assimilacdo de carbono, e aumentam a eficiéncia do uso da agua, corroborando com
0s resultados encontrados.

No entanto, esses microrganismos podem ter efeitos mais visiveis em outras variaveis
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que afetam o desenvolvimento da planta com efeito na produtividade de gréos. De acordo
com o trabalho de Nascente et al (2017), embora 0os microrganismos ndo tenham grande efeito
nas trocas gasosas em relacdo ao tratamento testemunha, eles proporcionaram melhorias
significativas na produtividade de gréos.

Outras avaliagdes que ndo obtiveram diferencas significativas neste trabalho na cidade
de Santa Maria, foram os teores de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) no tecido foliar
das plantas de soja no estadio fenoldgico R2, independente da forma de aplicacdo. No entanto,
em Candelaria houve incremento dos teores de N, P e K no tecido foliar (Tabela 6).

Em relacdo aos teores de N em Candeléria, observa-se que quando realizada a
inoculacdo da bactéria Bradyrhizobium e a sua coinoculagdo com o0s demais microrganismos,
h& aumento significativo dos teores de N, que pode ser justificado por meio da relacdo de
simbiose com a planta de modo eficiente neste local. Estes valores se encontram na faixa
considerada adequada para a cultura da soja (45 a 65 g kg') (EMBRAPA, 2020), sendo o
tratamento sem adicdo de bactérias, inferior aos valores de referéncia.

Entretanto em Santa Maria, por se tratar de uma area experimental mais consolidada e
bem mais trabalhada no quesito fertilidade e correcdo do solo, é possivel justificar esses teores
menores, por haver uma maior disponibilidade inicial de N no solo, em virtude da
decomposi¢do da matéria organica remanescente dos cultivos anteriores, o que pode ocasionar
na reducdo da nodulacéo e da eficiéncia da FBN (HUNGRIA et al., 2006).

Tabela 6. Teores de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) no tecido foliar das plantas de
soja no estadio fenoldgico R2 e produtividade de grdos em fungcdo da inoculacdo e
coinoculacdo de microrganismos na semente e sulco de semeadura. Santa Maria e Candelaria,
RS. Safra 2021/22.

Santa Maria
L N P K Produtividade de graos
Formas de aplicaggo ~ — P S (kg ha?)
Semente 36,3" 3,8™ 15,0™ 4810,2b
Sulco 35,9 3,8 14,6 5145,5a
Microrganismos
Testemunha 35,6 3,8™ 14,9™ 4201,1c
Bradyrhizobium japonicum 35,8 3,6 14,5 4949,0b
Bj + Azospirillum brasilense 33,2 3,8 15,5 5764,1a
Bj + Trichoderma asperelloides 37,6 3,7 15,1 4976,3b
Bj + Pseudomonas fluorescens 39,2 3,8 13,5 5010,3b

Bj + Bacillus subtilis 34,4 3,7 14,4 4746,6b
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Bj + Bacillus amyloliquenfacies 36,9 3,9 15,8 4994,2b
Bj + Bacillus megaterium 35,9 4,2 14,7 5181,2b
Media 36,12 3,8 14,8 4977,8
C.V.1 (%) 19,11 18,5 17,7 9,21
C.V. 2 (%) 18,77 14,1 12,0 12,21
Candelaria
L N P K Produtividade de gréos
Formas de aplicaggo ~ ———— = R (kg had)
Semente 44,7 4,7 14,9™ 3850,7™
Sulco 45,6 4,9 15,7 3870,6
Microrganismos
Testemunha 40,0b 3,2b 14,1b 3490,6b
Bradyrhizobium japonicum 46,6a 5,4a 16,6a 4068,0a
Bj + Azospirillum brasilense 50,9a 5,9a 17,0a 4181,7a
Bj + Trichoderma asperelloides 46,9a 5,6a 13,8b 4071,3a
Bj + Pseudomonas fluorescens 48,1a 5,0a 17,0a 4065,1a
Bj + Bacillus subtilis 45,5a 4,0b 13,5b 3860,0a
Bj + Bacillus amyloliquenfacies 45,8a 4,5b 13,8b 3416,8b
Bj + Bacillus megaterium 41,3b 4,9a 16,6a 3731,8b
Media 45,1 4,8 15,3 3860,7
C.V.1 (%) 10,9 22,2 17,4 11,2
C.V. 2 (%) 8,6 26,1 9,8 8,9

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. C.V.1: coeficiente de variacdo da parcela principal e C.V.2: coeficiente de variacdo da subparcela.
Bj: Bradyrhizobium japonicum

Em relacdo aos valores de P considerados adequados no tecido vegetal da soja
segundo a Embrapa (2020) estdo entre 2,8 - 4,5 g kg™. E segundo os pardmetros mensurados
no trabalho realizado por Kurihara et al. (2013), a suficiéncia do teor de P no tecido foliar
considerado suficiente é entre teores de 2,8 e 3,3 g kg*. Valor inferior a 2,8 é considerado
baixo, 3,4 a 3,9 alto e maiores que 3,9 considerados como excesso.

Portanto, os teores de P foliar da soja de Candelaria (tabela 6), encontra-se com uma
média de 4,8 g kg!, chegando a teores de 5,6 e 5,9 quando coinoculada com A. brasilense e T.
asperelloides respectivamente. Ou seja, dentro dos valores recomendados como adequados
pela Embrapa e considerados em excesso de P segundo Kurihara et al. (2013).

Logo, compreende-se que a coinoculacdo com algumas bactérias a depender do local e
condi¢des adequadas, pode possibilitar o aumento do teor de P no tecido foliar da soja,
possivelmente, por meio da solubilizacdo de fosfato proporcionando a sua suficiéncia para o
desenvolvimento e crescimento das plantas. Obviamente, a interacdo entre plantas e

microrganismos é complexa e quase ilimitada, o que tem se mostrado dificil de controlar e de
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afirmar efeitos em experimentos de campo.

Em pesquisas de Mattos (2020), a agricultura moderna e sustentavel preconiza o uso
de microrganismos capazes que estabeleceram simbioses com plantas e supriram, pelo menos
em parte, as exigéncias nutricionais da soja. Os microrganismos capazes de melhorar a
disponibilidade de P as plantas tornam-se aliados nesse processo, uma vez que a
disponibilidade de P esta relacionada com processos de mineralizacdo, geralmente atrelado a
processos enzimaticos, como a atuacdo de fosfatases e fitases, e da solubilizacdo de fosfatos
por acidos organicos.

Quanto ao potéssio, este encontra-se dentro da faixa recomendada pelo estudo
realizado por Stammer e Mallarino (2018), os quais relatam que as faixas criticas para um
maior rendimento da cultura sdo compreendidas entre 15,6 - 19,9 g kg de K. No presente
estudo, a média para esse teor em funcdo dos tratamentos com a utilizacdo de microrganismos
na inoculacgdo e coinoculacéo da soja, foi de 15,3 g kg, abaixo do limite inferior requerido
para este nutriente, segundo esta faixa. Entretanto, apresenta tratamentos como a inoculacao
de Bradyrhizobium e a coinoculagdo com Azospirillum, Pseudomonas e B. megaterium dentro
da faixa ideal.

Ainda na Tabela 6, observa-se que para produtividade de gréos, houve interagéo entre
as formas de aplicacdo (no sulco e na semente) e os microrganismos aplicados. Constata-se,
que a produtividade de grdos obteve diferencas significativas entre os fatores: formas de
aplicacdo x microrganismos, e em relacdo ao local (Figura 5). Em Santa Maria, a
produtividade média foi de 4.977,8 kg hal, sendo a produtividade na forma de aplicacdo dos
microrganismos no sulco superior, com média de 5.145,5 kg ha?, com um incremento
significativo de 335,3 kg ha* a mais de soja quando comparada a média da produtividade da
aplicacdo feita via semente.

Além disso, destaca-se as respostas obtidas pela inoculacdo de Bradyrhizobium e a
coinoculacdo com os demais microrganismos, os quais foram todos superiores, diferindo
estatisticamente da testemunha (sem aplicacdo), principalmente a coinoculacdo com
Azospirillum, sendo o tratamento de maior produtividade atingindo a média de 5.764 kg ha™.
Em Candeléria, também foi o tratamento com a maior média de produtividade (4.181,7 kg ha
1, seguido da coinoculagdo com Trichoderma (4.071,3 kg ha), médias estas superiores que a
média geral de 3.860,7 kg ha™.

O desdobramento da interacdo significativa para a produtividade de grdos esta
apresentado na Figura 5, onde é possivel analisar o detalhamento de cada resposta e observar

o resultado superior da coinoculagdo com o Azospirillum brasilense no sulco.
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Figura 5. Desdobramento da interacdo formas de aplicagdo versus microrganismos na

produtividade de grdos (kg ha') avaliada no experimento de Santa Maria, RS. Safra 2021/22.
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Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. Bj: Bradyrhizobium japonicum; Ab: Azospirillum brasilense; Ta: Trichoderma asperelloides; Pf:
Pseudomonas fluorescen; Bs: Bacillus subtilis; Ba: Bacillus amyloliquenfacies; Bm: Bacillus megaterium.

Dessa forma, os melhores resultados obtidos neste trabalho no quesito produtividade
se refere a aplicacdo via sulco de semeadura, estes podem estar relacionados as condi¢des
mais favoraveis para o estabelecimento do Bradyrhizobium, em termos de temperatura,
umidade, fontes de carbono e estruturacdo do solo, decorrentes do ndo-revolvimento do solo e
da cobertura proporcionada pelos residuos vegetais na superficie, principalmente em Santa
Maria. Nessa situacdo, o inoculante parece estar mais bem localizado para infectar as raizes
da soja.

Salienta-se ainda que, em Candelaria, as condi¢Ges para desenvolvimento da
populacdo dos microrganismos no solo possivelmente sdo menos favoraveis que em Santa
Maria, por exemplo, devido a maior acidez do solo, baixa fertilidade, estresse por déficit
hidrico e por ndo ter sido irrigado, diferentemente de Santa Maria. Somando-se a isso o fato
de as sementes serem tratadas quimicamente com inseticidas e fungicidas, o que pode
dificultar a sobrevivéncia do rizébio, indicando a necessidade de maiores doses de inoculantes
ou de uma reinoculagdo, visando manter populacdes de rizobio adequadas no solo.

Braga Janior et al. (2021) relataram em seu trabalho, o efeito dos microrganismos nas
plantas de soja, estes que resultaram em aumentos de produtividade de 26,6% e 15,4% nas
safras 2015/16 e 2016/17; além de estimular o crescimento vegetal por meio da sintese do

acido indol acético (IAA) e da solubilizagéo do fésforo néo labil.
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Diante disso, é essencial garantir sistemas sustentaveis de producdo de alimentos e,
consequentemente, é necessaria a implementacdo de praticas agricolas resilientes que
aumentem a producdo e a produtividade, ajudando a proteger, restaurar e conservar 0S
servigos ecossistémicos. Nesse sentido, a coinoculacdo de microrganismos multifuncionais,
conforme demonstrado no presente estudo, € uma tecnologia que atua intrinseca e
extrinsecamente nas plantas e proporciona aumento da producéo e estabilidade do equilibrio
ecologico (REZENDE et al., 2021).

4. CONCLUSOES

A inoculacdo de Bradyrhizobium japonicum na soja é eficiente, contribuindo na
estatura das plantas, taxa de cobertura do dossel vegetativo, no maior aporte do sistema
radicular, nodulacao e produtividade de graos.

A utilizacdo da técnica de coinoculacdo de microrganismos multifuncionais junto ao
B. japonicum é benéfica, onde a bactéria A. brasilense apresenta potencial para incrementar o
crescimento radicular das plantas e da produtividade de graos.

A aplicacdo de microrganismos ndo influéncia nos teores nutricionais dos tecidos
vegetais.

A forma de aplicagdo de microrganismos em sulco de semeadura € mais produtiva e
assertiva, nas condicGes de Santa Maria, favorecendo aumento na populacdo inicial de

plantas, taxa de cobertura do dossel vegetativo e produtividade de gréos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos experimentos realizados em casa de vegetacdo e a campo, percebe-se que
a utilizacdo da inoculacdo de Bradyrhizobium japonicum e coinoculacdo desta bactéria com
outros microrganismos multifuncionais trazem diversos beneficios para a cultura da soja.
Entre estes, aumento na nodulacdo, massa seca de raizes, maior volume radicular, estatura de
plantas, maior taxa de cobertura do dossel vegetativo e incrementos na produtividade de
gréos.

Estes resultados nos indicam a eficacia da utilizacdo dessas bactérias. Contudo, é
imprescindivel mais estudos a respeito da combinagdo de bactérias e outros microrganismos,
das formas de aplicacédo destes, principalmente em virtude da variabilidade de local para local,
associado a efeitos de temperatura, influéncia do pH, aluminio e matéria organica do solo,
complexo de troca, dentre outras caracteristicas quimicas e fisicas oriundas de cada solo, além
da biodiversidade microbiana nativa j& pré-existente.

O assunto de bioinsumos na cultura da soja ainda é considerado novo. Percebe-se
através destes resultados e comparando com outros autores, que ha uma complexidade da
interacdo microrganismos, solo e planta, e mais ainda, quando é relacionado a ambiente de
terras baixas. Desta forma, ainda se tém muitos desafios e sdo necessarios mais estudos de
maior duracdo para esclarecer a interagdo entre ambos, como também a viabilidade

econdmica, dentre outras relacoes.



ANEXO

Tabela 1. Cepas dos microrganismos utilizados nos experimentos.

MICRORGANISMO CEPA

Bradyrhizobium japonicum CCT 4065 SEMIA 586
Azospirillum brasilense CCT 8053 ATCC 29145
Pseudomonas fluorescens CCT 0595 ATCC 13525
Bacillus subtilis CCT 3131 ATCC 6051

Bacillus megaterium CBMAI 2222
Bacillus pumilus CCT 2487 ATCC 14884
Bacillus amyloliquefaciens CCT 7690 ATCC 23350

Trichoderma asperelloides MMBF 94/17




