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DESENVOLVIMENTO DA SOJA SUBMETIDA A DIFERENTES FORMAS DE
INOCULACAO E COINOCULACAO COM Bradyrhizobium japonicum E Azospirillum

brasilense

Development of soybean submitted to different forms of inoculation and coinoculation

with Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense

Carlos José de Mesquitat
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Resumo: A inoculacéo e coinoculacdo sdo processos que utilizam as bactérias Bradyrhizobium
japonicum e Azospirillum brasilense, melhorando o desenvolvimento das plantas. A eficiéncia
desses processos relaciona-se as formas de aplicacdo dos inoculantes e da utilizagéo de produtos
quimicos e forma conjunta com essas bactérias. O objetivo do trabalho foi avaliar o
desenvolvimento vegetativo da cultura Glicyne max, relacionada as diferentes formas de
inoculacdo e coinoculacdo das bactérias B. japonicum e A. brasilense. As formas de inoculagdo
e coinoculacdo dessas bactérias foram aplicacdo na semente pré-plantio, via sulco de semeadura
e por pulverizacdo no estadio vegetativo da planta (V2). O trabalho foi desenvolvido com 11
tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 44 parcelas, e como Testemunhas 0s tratamentos com
semente pura (sem nenhuma forma de inoculagdo) , semente inoculada com B. japonicum e
semente inoculada com A. brasilense. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados,
com parcelas de 4m x 2m e area Gtil para avaliacdo de 2m x 1m. Os inoculantes utilizados foram
RIZOKOP (KOPPERT, Piracicaba, SP., Brasil) para B. japonicum e, AZOKOP (KOPPERT,
Piracicaba, SP., Brasil) para A. brasilense. As varidveis analisadas foram altura de planta (cm),
namero de nédulos, massa fresca dos ndédulos (g), comprimento da raiz principal (cm), massa
fresca das raizes (g) e massa fresca da parte aérea (g). Os dados foram submetidos a analise de
variancia e teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, onde se verifica a influéncia
significativa dos tratamentos para algumas das varidveis consideradas. Conclui-se que o
tratamento 11, com as trés formas de inoculagdo associadas, apresentou melhor resultado para
numero de nodulos, massa fresca da parte aérea e massa fresca dos nddulos. Para massa fresca

da raiz, os tratamentos 2 (inoculagdo com B. japonicum) e 6 (B. japonicum + A. brasilense)
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obtiveram melhores resultados. As demais varidveis analisadas ndo foram influenciadas por

nenhum dos tratamentos.

Palavras-chave: Glycine Max. Inoculante. Nitrogénio. Fixagao bioldgica.

Abstract: Inoculation and coinoculation are processes that use the bacteria Bradyrhizobium
japonicum and Azospirillum brasilense, improving plant development. The efficiency of these
processes is related to the forms of application of inoculants and the use of chemical products
and jointly with these bacteria. The objective of this work was to evaluate the vegetative
development of the Glycyne max culture, related to the different forms of inoculation and
coinoculation of the bacteria B. japonicum and A. brasilense. The forms of inoculation and
coinoculation of these bacteria were application in the seed before planting, via sowing furrow
and spraying in the vegetative stage of the plant (V2). The work was carried out with 11
treatments and 4 repetitions, totaling 44 plots, and as Controls the treatments with pure seed
(without any form of inoculation), seed inoculated with B. japonicum and seed inoculated with
A. brasilense. The design used was in randomized blocks, with plots of 4m x 2m and useful area
for evaluation of 2m x 1m. The inoculants used were RIZOKOP (KOPPERT, Piracicaba, SP.,
Brazil) for B. japonicum and AZOKOP (KOPPERT, Piracicaba, SP., Brazil) for A. brasilense.
The variables analyzed were plant height (cm), number of nodules, nodule fresh mass (g),
taproot length (cm), root fresh mass (g) and shoot fresh mass (g). Data were subjected to
analysis of variance and Scott-Knott test at 5% probability, where the significant influence of
treatments for some of the variables considered was verified. It was concluded that treatment
11, with the three forms of associated inoculation, presented the best result for the number of
nodules, fresh mass of the aerial part and fresh mass of the nodules. For fresh root mass,
treatments 2 (inoculation with B. japonicum) and 6 (B. japonicum + A. brasilense) obtained

better results. The other analyzed variables were not influenced by any of the treatments.
Keywords: Glycine Max. Inoculant. Nitrogen. Biological fixation..
1 INTRODUCAO

Na cultura da soja a fixagéo biologica de nitrogénio (FBN) representa um dos principais
fatores que contribuem para competitividade da cultura no mercado. A utilizacdo dessa
tecnologia que é difundida de forma ampla e utilizada pelos produtores, traz uma grande

economia com fertilizantes nitrogenados.
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A inoculacdo e coinoculagdo sdo processos que, atraves da utilizacdo das bactérias
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense, melhoram o desenvolvimento das
plantas. A eficiéncia desses processos esta diretamente ligada as formas como séo aplicados os
inoculantes e também com utilizagdo de outros produtos de forma conjunta com essas bactérias.

As bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium séo responsaveis por intensificar a
producdo na cultura da soja Esses microrganismos infectam as raizes da planta formando
nodulos e criando uma relacdo simbiodtica com a mesma. Depois de infectadas, dentro das raizes
ocorre a quebra da tripla ligacéo do dioxido de nitrogénio atmosférico (Nz), transformando esse
N em uma forma assimilavel pelas plantas. A fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN) supri toda
necessidade de N da planta, ndo sendo necessaria adubacdo mineral.

As bactérias associativas sdo microrganismos benéficos responsaveis por promover o
crescimento das plantas através da producdo de fitorménios. Destacam-se nesse grupo as
bactérias pertencentes ao género Azospirillum, ja utilizadas no mundo como inoculantes para
gramineas.

Dadas as principais e potenciais limitacGes da FBN nas lavouras de soja, € a contribuicéo
benéfica da inoculacdo com A. brasilense para diversas culturas, entende-se que a coinoculacdo
com esses dois organismos de maneira simultanea melhora o desempenho das culturas,
abordando preocupacBes como a busca da sustentabilidade agricola, econémica, social e do
meio ambiente. Embora 0s estudos em outros paises ja reportem os beneficios da coinoculagéo
de Bradyrhizobium e Azospirillum, torna-se necessaria a condugdo de ensaios em condicdes
brasileiras.

Visando diminuir os problemas da inoculacdo via sementes, tém sido testadas novas
formas de aplicar os inoculantes. Dentre elas a aplicacdo no sulco de plantio e via barra de
pulverizacdo séo técnicas que vem mostrando resultados significativos. Embora ndo seja muito
utilizada, se torna interessante o uso pelo fato de ndo se ter morte das bactérias causada por
fungicidas e com o inoculante podendo ser aplicado em diferentes estadios fenoldgicos da soja.

Considerando a importancia da fixa¢do bioldgica do nitrogénio para cultura da soja,
justifica-se entdo o estudo da melhor forma de aplicacdo dos inoculantes, visando garantir um
maior nimero de bactérias viaveis no solo e melhorando a associacdo entre planta de bactéria.

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento vegetativo da
soja (Glycine max) submetida a diferentes formas de inoculagdo e coinoculagdo com

Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bactérias simbioticas na soja

As bactérias responsaveis por formar os nddulos nas raizes da soja, foram classificadas
por alguns anos na espécie Rhizobium japonicum. Com base nos avangos dos estudos
taxondmicos das bactérias, foram detectadas diferencas genéticas entre as estirpes dessa
bactéria (equivalentes a cultivares ou ragas de patdgenos), levando a uma reclassificacdo em
duas novas especies, B. japonicum e B. elkanii (HUNGRIA, CAMPO & MENDES, 2007;
GRISA, 2020).

A fixacgdo bioldgica do nitrogénio (FBN) se tornou um dos pilares de sustentabilidade
na producdo de soja no Brasil, trazendo varios beneficios ndo s6 para o produtor como também
ao meio ambiente, pois elimina o uso dos fertilizantes nitrogenados nessa cultura, gerando um
aumento na competitividade do produto junto ao mercado externo, trazendo um menor impacto
ao meio ambiente. Esse processo ocorre por simbiose entre as bactérias do género
Bradyrhizobium juntamente com as raizes das plantas de soja, na qual formam nodulos servindo
de abrigo e protecdo para as bactérias. Nessa relacdo simbiotica a planta hospedeira fornece
nutriente e fontes de energia para as bactérias sobreviverem e em troca elas capturam o
nitrogénio atmosférico (N2) onde, atraves da enzima nitrogenase que € sintetizada pela bactéria,
ocorre a reducdo da amodnia, transformando-a em compostos nitrogenados que serdo exportados
para a planta (PRANDO et al. 2020).

De acordo com Hungria e Nogueira (2020) seria inviavel o cultivo da soja no Brasil se
todo N necessario para suprir as demandas da planta fosse advindo de fertilizantes
industrializados. No entanto, as bactérias do género Bradyrhizobium, criam uma associacao
simbidtica juntamente com o sistema radicular da soja, na qual fornece todo nitrogénio

necessario para a cultura se desenvolver.

Em areas no primeiro ano de cultivo ou onde ndo se cultiva a soja ha muito tempo, a
inoculacéo se torna essencial, devido a auséncia ou a baixa populacdo das bactérias fixadoras
de nitrogénio. J& em areas com cultivo frequente, onde a aplica¢do do inoculante é realizada
com frequéncia e a populacdo de bactérias ja esta estabelecida, recomenda-se a aplicacdo do
inoculante como forma de manter o nivel desejavel de bactérias no solo. De acordo com

pesquisas, 0 ganho com a inoculacao anual de Bradyrhizobium nas areas de cultivo tradicional
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da soja é de 8%, o0 que representa um retorno significativo levando em conta o baixo custo do
inoculante (MERCANTE et al., 2011; HUNGRIA & MENDES, 2015; HUNGRIA &
NOGUEIRA, 2020).

2.2 Bactérias Diazotroficas

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fazem parte de um grupo de
microrganismos capazes de beneficiar as plantas, colonizando a superficie das raizes, rizosfera,
filosfera e também tecidos internos das plantas (DAVISON, 1988; KLOEPPER et al., 1989;
GRISA, 2020).

O género Azospirillum é um grupo de bactérias associativas na qual, através do
complexo da enzima dinitrogenase transforma o N2 atmosférico em amonia, porém, ndo ocorre
a simbiose entre a bactéria e a planta. Do nitrogénio transformado apenas parte ¢ fixado para a
planta, que j& pode ser considerado o suficiente, proporcionando beneficios. O nitrogénio
restante sera mineralizado com a morte das células bacterianas e liberado no solo, ficando
disponivel para a planta (HUNGRIA, 2011; COPETTI, 2021).

Observa-se que entre os beneficios da interacdo entre bactérias do género Azospirillum
com as plantas esta a biossintese de horménios como auxinas, citocininas e giberelinas
(COHEN et al, 2009; COPETTI, 2021).

2.3 Formas de Inoculacgéo e coinoculacao

Atualmente s@o comercializados no Brasil dois tipos de inoculantes, o turfoso e os
liquidos. As formulacBes que sdo comercializadas devem ter sua eficiéncia agrondémica
comprovada, de acordo com as normas da Rede de Laboratérios para Recomendacéo,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola
(RELARE), e aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
Na prética, o indicado € que a inoculacéo seja feita a sombra e a semeadura efetuada no mesmo

dia, principalmente quando a semente for tratada com fungicida e micronutriente, mantendo
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protegida do sol e de temperaturas excessivas. Em caso de nédo efetuar a semeadura em um
periodo de até 24h apds a inoculacdo, o procedimento deve ser repetido. Os inoculantes que
possuirem ou que vierem acompanhados de protetores celulares especificos registrados no
MAPA para essa finalidade e que garantam a viabilidade da bactéria na semente devem seguir
as orientaces de acordo com fabricante (HUNGRIA & MENDES, 2015; HUNGRIA &
NOGUEIRA 2020).

Além da inoculagdo com Bradyrhizobium utilizada h& décadas, a Embrapa passou a
indicar 0 uso em conjunto de outra bactéria na soja, através de um processo denominado
coinoculacdo (HUNGRIA, NOGUEIRA & ARAUJO, 2013; PRANDO et al., 2020). A bactéria
A. brasiliense utilizada em coinoculacdo na soja, ja vem sendo utilizada nas culturas de milho,
trigo e arroz desde 2009 (HUNGRIA, 2011; HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020; PRANDO et
al.,, 2020). Essa bactéria possui baixa capacidade de FBN quando comparada a
Bradyrhizobium, no entanto sua principal atividade é atuar no processo microbiano da sintese
de fitormdnios responsaveis por promover o crescimento vegetal, e principalmente o sistema
radicular, ampliando o sistema de raizes, aumentando a area de solo explorado e favorecendo

quando em associagdo com a Bradyrhizobium a nodulacéo e a FBN (PRANDO et al., 2020).

2.3.1 Inoculacgéo via sementes

Para aplicacdo do inoculante turfoso, as sementes devem ser umedecidas utilizando
solucdo acucarada a 10% (100 g de acucar e completar para um litro de agua) aplicando 300
ml/50 kg de sementes. Ap6s umedecer as sementes o inoculante é adicionado, realizando a
homogeneizacdo para garantir o contado com todas as sementes. Apds realizar a mistura
recomenda-se deixar secar a sombra. A mistura da solucdo acucarada/adesiva e do inoculante
nas sementes, deve ser feita utilizado equipamento préprio, como tambor giratério ou betoneira
(HUNGRIA, CAMPO & MENDES, 2007; GRISA, 2020).

De acordo com Hungria e Nogueira (2020), para inoculante liquido a aplicagdo deve ser
feita diretamente na semente homogeneizando e deixando secar a sombra para secar. Nao €
recomendada a mistura de inoculantes com os produtos quimicos, os quais sdo utilizados no
tratamento de sementes (o “sopdo”). Em caso de uso desses produtos, é recomendado primeiro
realizar o tratamento das sementes com 0s quimicos deixando secar e, em uma segunda
operacéo, fazer a inoculagdo das sementes.

A distribuicdo do inoculante seja ele turfoso ou liquido, deve ser uniforme em todas as

sementes, garantindo assim o beneficio da FBN para todas as plantas. A aplicacdo do inoculante
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n&o deve ser feita diretamente na caixa da semeadora, devido ao processo nao permitir uma boa
homogeneizacdo das bactérias com as sementes da soja. A utilizagcdo do inoculante de forma
tradicional tem se mostrado ineficiente, devido a inoculagdo em conjunto com fungicidas,
inseticidas e micronutrientes. Essa mistura causa toxidez as bactérias e pode causar danos a
sementes (HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020).

2.3.2 Inoculacao via sulco de plantio

Devido ineficiéncia das bactérias causada pela toxidez na mistura com produtos
deletérios utilizados no tratamento de sementes, tem sido difundida uma pratica na qual a
aplicacdo do rizobio € feita via sulco de semeadura, juntamente com a distribuicdo das sementes
na instalacdo da lavoura. Essa pratica pode ser indicada devido a facilidade que o rizébio tem
de se estabelecer e sobreviver em solos com substratos organicos disponiveis, visando também
diminuir os efeitos ocasionados por condic¢des adversas no momento de implantagéo da lavoura,
como solos com temperaturas elevadas e secos, e que também evita as bactérias terem contato
com produtos que possam causar sua morte, diminuindo o niamero de células viaveis na semente
(HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020).

Para Hungria e Nogueira (2020), na aplicacdo no sulco de plantio, a dose de inoculante
deve ser equivalente no minimo a 2,5 milhdes de células para cada semente. Nas areas novas
ou em solos arenosos, onde a pratica da inoculacdo nao € realizada ha varios anos, recomenda-
se utilizar, no minimo, o dobro da dose indicada pelo fabricante. Na aplicacdo via sulco de
plantio o volume de calda a ser utilizado, de forma geral, ndo deve ser inferior a 50 L/ha, o que
melhora a distribuicdo das bactérias no solo, salvo em casos onde o0 equipamento garanta uma
distribuicdo homogénea utilizando menor volume. Esse método se mostra vantajoso, pois,
reduz os efeitos toxicos sobre as bactérias, causados por produtos quimicos que sao utilizados

no tratamento de sementes.

2.3.3 Inoculagéo via foliar

Quando a falha na nodulacéo é constatada na lavoura, € necessario que o produtor adote
estratégias no intuito de contornar o problema. Dentre as saidas utilizadas pelos produtores na
maioria das vezes € utilizar a adubacdo nitrogenada mineral, elevando assim os custos de
producdo. Uma das alternativas utilizada pelos produtores é a aplica¢do do inoculante diluido
em agua em cobertura na lavoura apds a emergéncia, o0 que empiricamente tem obtido respostas

positivas. Resultados obtidos através de trabalho conduzido na Tailandia, atraves da inoculagao
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em pos-emergéncia, realizada na linha de plantio da soja, até 15 dias apds o plantio, utilizando
inoculante na proporgdo de 10° células bacterianas por plantula, obteve-se massa de matéria
seca das plantas, nodulacdo e rendimento de grdos iguais aos dados obtidos através da
inoculacéo realizada no plantio (ZILLI et al., 2008; GRISA, 2020).

A inoculagdo através da pulverizacdo sobre o solo ap6s a semeadura tem sido feita por
alguns produtores, evitando o contato das bactérias com produtos deletérios. No entanto, em
pesquisas com inoculacéo via pulverizacao, os resultados obtidos foram muito menos eficazes,
quando comparado com a inoculagdo via sementes e também no sulco de plantio. Além disso,
a eficdcia da pulverizacdo pode ser ainda menor caso realizada em condi¢des adversas, como
umidade do solo e do ar baixa e alta radiacdo solar, devido a sensibilidade das bactérias a
dessecacdo e também a incidéncia de raios ultravioleta. Caso haja a necessidade desse tipo de
aplicacdo, a fim de corrigir erros ocasionados no momento da semeadura, o recomendado é
realizar a aplicagdo no final de tarde, solo Umido e utilizando volume grande de calda (200
L/ha) direcionado ao solo, e se possivel, efetuar a irrigacdo da area inoculada apds a aplicacéo,
a fim de garantir que as bactérias cheguem aos novos segmentos das raizes suscetiveis a
formacédo dos nédulos (HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020).

2.3.4 Coinoculacéo

Outros microrganismos capazes de resultar ganhos de rendimento na soja tém sido
estudados. O primeiro registro concedido foi para uso de A. brasilense, bactéria responsavel
por promover o crescimento de plantas, sendo inoculada em associagdo com B. japonicum.
Foram obtidos ganhos 16% em média no rendimento de graos da soja, atraves da coinoculacéo
Bradyrhizobium com Azospirillum (HUNGRIA, NOGUEIRA & ARAUJO, 2013; NOGUEIRA
etal., 2018).

Foi observada também uma precocidade de nodulagio resultante da coinoculagéo. E
importante que o agricultor use somente inoculantes a base de Azospirillum registrados no
MAPA para uso na cultura da soja, devido & concentracdo de células para essa finalidade ter
eficiéncia agrondmica comprovada (HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020).

Segundo Prando et al. (2020), na nodulacdo da soja coinoculada utilizando
Bradyrhizobium e Azospirillum se mostrou mais abundante e precoce, chegando a obter um
ganho médio de 16% quando comparado com a inoculagdo somente com Bradyrhizobium.
Além disso, foram obtidos com a coinoculacdo VArios incrementos impactantes no

desenvolvimento das raizes de soja, como numero maior de ramificacfes, densidade e
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comprimento, maior incidéncia e comprimento dos pelos radiculares, implicando assim em um
melhor aproveitamento da agua e dos nutrientes e um aumento na superficie para a nodulacéo
e FBN.

O processo de coinoculagdo, ainda se encontra em franca expansdo por ser uma
tecnologia mais recente, ja atinge aproximadamente 25% das areas de soja cultivadas no Brasil
segundo a Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes - ANPII. Outro
fator que preocupa esta relacionado fato de que nem todos os produtores realizam 0s processos
de inoculacdo ou coinoculacdo executando por meio das boas praticas que sdo recomendadas
pela pesquisa, interferindo assim no resultado positivo de ambos os processos (PRANDO, et al.
2020).

2.4 Adubacéo nitrogenada

Os resultados obtidos com mais de 200 ensaios de pesquisa conduzidos em todas as
regides de cultivo da soja, mostraram uma reducdo na nodulacdo quando aplicado fertilizante
nitrogenado além de ndo incrementar a produtividade da soja. As aplicacdes tanto na semeadura
quanto em cobertura também se mostraram ineficazes, nos diferentes estadios de
desenvolvimento da planta, tanto em sistema convencional como de plantio direto, nas
cultivares de ciclo curto ou longo, em crescimento determinado ou indeterminado, sendo
transgénica ou ndo. Essa conclusdo é sustentada de acordo com varias doses de fertilizante
nitrogenado e em aplicacdes feitas na semeadura, ou posteriormente, a lanco ou pulverizacao,
no florescimento até o inicio do enchimento de graos, bem como no pleno enchimento de gréos
(HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020).

Ainda de acordo com Hungria e Nogueira (2020), os fertilizantes com algum contetdo
de N tém sido comumente utilizados, como por exemplo, em formulac¢6es que contem fosfato
monoamonio (MAP) como fonte de P. As formulagdes mais comuns de forma geral resultam
em um aporte bruto de 20 kg/ha de N, correspondendo um aporte liquido de 10 kg.hade N,
com uma eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados dificilmente superiores a 50%.
Diante disso, esse aporte liquido equivaleria a apenas 3,6% dos 280 kg.ha* de N utilizados pela
soja para produzir 3500 kg.ha™ de gréos. Essa quantidade de N embora insuficiente para suprir
as plantas durante seu ciclo pode inibir a nodulacdo. Diante disso, a utilizacdo de fontes que
carreguem N deve ser utilizada somente se forem mais econdmicas que fontes sem N,

respeitando o aporte de 20 kg.ha de nitrogénio, para ndo trazer prejuizos a nodulagéo.
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2.5 Micronutrientes e a fixacao biolégica no nédulo

A utilizacdo dos micronutrientes Co e Mo séo indispensaveis para a eficiéncia da FBN
em grande parte dos solos onde o cultivo da soja é realizado no Brasil. Atualmente as doses
indicadas para aplicagdo sdo de 2 a 3 g.ha' de Co e 12 a 25 g.ha' de Mo (SFREDO &
OLIVEIRA, 2010; HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020). A aplicacdo deve ser realizada, de
preferéncia, via pulverizacdo entre os estadios V3-V5, evitando o contato com as bactérias na
semente. As doses indicadas para aplicacdo foliar sdo as mesmas utilizadas na semente
(HUNGRIA & NOGUEIRA, 2020).

No processo da fixacdo bioldgica, o N2 é transformado em NHa utilizando a energia da
planta. O complexo, enzima nitrogenase responsavel pela fixacdo do nitrogénio no nddulo é
formado por duas unidades proteicas, a ferro-proteina (Fe-proteina) e a Molibdénio-ferro-
proteina (Mo Fe-proteina) (TAIZ & ZIEGER, 2004; SILVA, 2019).

O Niquel (Ni), elemento constituinte da enzima hidrogenase, exerce influéncia direta na
(FBN). O nitrogénio (N) advindo da FBN é transportado por ureideos, compostos do
metabolismo secundario das plantas, responsaveis por catalisar no final do transporte, a
molécula da ureia, que sera metabolizada pela uréase posteriormente (McCLURE, 1979;
KLUCAS, 1983; GRISA, 2020).

Para que ocorra a ativacdo da enzima nitrogenase na FBN € necessario o
estabelecimento de condicGes anaerdbicas. Os nddulos formados possuem uma heme proteina
que é chamada de leghemoglobina que se liga ao oxigénio presente em altas concentracdes nos
nodulos. A globina é produzida pela planta em resposta a infeccdo da bactéria, tendo esta
proteina uma alta afinidade por O». Tanto a leghemoglobina como também a barreira de difuséo
de oxigénio é importante na regulacéo da tensdo de oxigénio no nddulo, protegendo o complexo
da enzima nitrogenase de ser inativado pelo oxigénio (FAGAN et al, 2007; SILVA, 2019).

Dos fatores ambientais importantes que vao impactar na fixacdo bioldgica do nitrogénio,
a ocorréncia de deficiéncia hidrica traz um efeito negativo nas diferentes etapas da nodulacéo e
atividade nodular, além de afetar a sobrevivéncia da bactéria no solo. Outro fator que também
afeta a sobrevivéncia do rizébio no solo, a infec¢do das raizes, formacdo dos nodulos e a
atividade de fixacdo sdo as altas temperaturas (FERREIRA, 2003; GRISA, 2020).

3 MATERIAL E METODOS
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A pesquisa foi desenvolvida no ano safra 2022/2023, na regido sul de Minas Gerais, no
municipio de Campos Gerais, com as seguintes coordenadas de latitude 21°19°10” S e longitude
45°45°57” W, e altitude de 778 m (GOOGLE EARTH, 2022). Segundo a classificacao de
Kdppen, o clima do local de execucdo € do tipo Cwa, a temperatura média é de 20,8°C e a
pluviosidade média anual de 1460 mm (CLIMATE, 2022). O solo classificado como Latossolo
Vermelho Distrofico (LUMBRERAS, 2018).

A conducdo do experimento foi realizada em uma area de com historico de plantio de
milho e feijdo. A analise de solo foi realizada antes da implantacéo, a profundidade de 0 a 20
cm, mostrou as seguintes caracteristicas: pH 5,43; K, 32 mm/dm3; P 2,43 mg/dm3; Ca, 3,37
cmolc dm; Mg, 0,9 cmolc dm3; matéria organica, 2,36 dag/kg™; aluminio trocavel, 0 cmolc
dm=3, T 6,80; V% 64 e B 1,1(PROCAFE, 2022).

No preparo do solo, realizado em junho de 2022, constitui-se da aplicacdo de calcério
1,28 ton.ha, e gradagem para incorporagdo no solo. Na adubacéo de plantio foram aplicados
120 kg.ha de P,Os na forma de superfosfato simples utilizando 23,5 kg na érea, e 120 kg.ha*
de K20 na forma de Cloreto de potéssio utilizando 7 kg na area do experimento. A aplicacéo
de fosforo (P) foi realizada toda em sulco de plantio, j& o potassio (K) foi aplicado 50% 15 dias
antes do plantio e os outros 50% no sulco na semeadura.

O plantio ocorreu no dia 18 de setembro de 2022, utilizando a cultivar a Cordius®
C2531 E, categoria C2, soja com capacidade produtiva e nivel tecnolégico alto. Uma cultivar
de ciclo superprecoce estimado de 92 a 116 dias e com habito de crescimento indeterminado.
O produto comercial utilizado como fonte de Bradyrhizobium japonicum foi o inoculante
RIZOKOP®, estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (5x10° UFC/mL), sendo usado na semente
2 mL/Kg de semente como dose recomendada (KOPPERT, 2022). Como fonte de Azospirillum
brasilense foi utilizado o inoculante AZOKOP®, estirpes Abv5 e Abv6 (2x108 UFC/mL), sendo
usado na semente 2 mL/Kg de semente como dose recomendada (KOPPERT, 2022).

A aplicacdo na semente foi realizada em tambor giratorio, misturando até obter uma
cobertura uniforme conforme as doses descritas na tabela 1. Para aplicacdo via sulco de plantio
foi utilizado pulverizador Costal Simétrico de Alavanca (SP 20 Litros Guarany), utilizando bico
de jato dirigido da marca Guarany (modelo U81180000) regulado para uma vazéo 200 L.ha?,
sendo utilizados 10 ml de calda por metro linear. Para aplicacdo via barra, foi utilizado bico de
pulverizacgdo do tipo leque da marca Magno Jet (modelo BD110 03) regulado para a vazéo de

300 L.ha%, utilizando 15 ml de calda por metro linear. Para dosagem de cada tratamento foram
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utilizadas 2 seringas (3 ml), separadas para cada produto. Foi realizada a triplice lavagem da
bomba e das seringas apds a aplicacéo de cada tratamento, para evitar contaminacdes.

Em todos os tratamentos, com excecao do tratamento 1 (semente pura), as sementes
foram tratadas com o fungicida tiofanato metilico (Cercobin 500SC®) e o inseticida
imidacloprido (Gaucho FS®), na dose de 50 mL 50 kg™ para os dois produtos. Também foram
utilizados os micronutrientes, Cobalto (5 g ha) + Molibdénio (25 g ha), aplicados em
pulverizacdo no estadio V3. Todos os tratamentos exceto o tratamento T1(somente semente,
sem tratamentos e nenhuma adubacéo) foram tratados com fungicida e micronutrientes. Nos
tratamentos T2, T3, T4, T5 e T11 a inoculagdo e coinoculagdo com as bactérias na semente foi
realizada em Ultima etapa, ap0s a secagem dos demais produtos aplicados.

Foram estabelecidos 11 tratamentos, seguindo o delineamento experimental de blocos
ao acaso (DBC), com 4 repeticOes, totalizando 44 parcelas. Na semeadura foi utilizada
semeadora/adubadora manual (“matraca”), regulada com duas sementes para cada
acionamento. As parcelas tiveram dimensdes de 4,0 m de comprimento x 2 m de largura (4
linhas espacadas de 0,50 cm), com 16 sementes por metro linear, totalizando um estande de
320.000 plantas.ha® (ou plantas/ha™). As avaliages foram realizadas nas duas linhas centrais
de cada parcela, utilizando 10 plantas (5 plantas de cada linha), coletadas de forma aleatéria em
uma éarea util de 2m2. O experimento foi conduzido realizando-se os tratos fitossanitarios
necessarios e recomendados para a cultura na regido. Como controle foi utilizado o tratamento
com semente pura sem inoculagdo, tratamento inoculando semente com Bradyrhizobium
Japonicum e o tratamento inoculando a semente com Azospirillum Brasilense. Os demais
tratamentos foram inoculacdo e coinoculacdo de Bradyrhizobium Japonicum e Azospirillum
Brasilense na semente, via sulco de plantio e por pulverizacdo no estadio V2 (Tabelal).

Tabela 1: Relagdo e descricdo dos tratamentos testados no experimento, com aplicacdo dos inoculantes

RIZOKOP® (Bradyrhizobium japonicum) e AZOKOP® (Azospirillum brasilense), na formulagéo liquida, em
diferentes doses e modos de aplicagéo na soja.

Tratamentos Descricdo dos tratamentos

Tratamento 1 Testemunha (semente pura)

Tratamento 2 B. japonicum (dose recomendada de 0,38 mL) * SEMENTE

Tratamento 3 A. brasilense (dose recomendada de 0,38mL) *SEMENTE.

Tratamento 4 B. japonicum (dose recomendada de 0,38mL) + A. brasilense (dose recomendada de 0,38ml)
*SEMENTE.

Tratamento 5 B. japonicum (3 doses de 1,14 mL) + A. brasilense (3 doses de 1,14 mL) *SEMENTE.
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Tratamento 6 B. japonicum (dose recomendada de 0,96 mL) + A. brasilense (dose recomendada de 0,96mL) *
SULCO

Tratamento 7 B. japonicum (3 doses de 2,88 mL) + A. brasilense (3 doses de 2,88mL) * SULCO.

Tratamento 8 B. japonicum (6 doses de 5,76 mL) + A. brasilense (6 doses de 5,76mL) * SULCO.

Tratamento 9 B. japonicum (6 doses de 5,76 mL) *PULVERIZACAO em V2 + A. brasilense (3 doses de
1,14mL) *SEMENTE

Tratamento 10 B. japonicum (6 doses de 5,76 mL) + A. brasilense (6 doses de 5,76 mL) * PULVERIZACAO
em V2

Tratamento 11 B. japonicum e A. brasilense (3 doses de 1,14mL cada) * SEMENTE + B. japonicum e A.
brasilense (3 doses de 2,88 mL cada) * SULCO + B. japonicum e A. brasilense (3 doses de 2,88
mL cada) PULVERIZACAO em V2.

RIZOKOP, 1 dose = 100 mL/50 kg semente ou 300 mL.ha! via sulco. AZOKOP, 1 dose = 100 mL.ha* ou 300mL.ha
Lvia sulco.

Foram avaliadas 40 plantas para cada tratamento, utilizando 5 plantas de cada linha
totalizando 10 plantas em cada parcela com as mesmas plantas para todas as varidveis
analisadas. As variaveis analisadas foram altura de planta (centimetros), utilizando fita métrica
graduada (1,5m), medindo da base do solo até o ultimo trifolio desenvolvido, sendo realizadas
duas avali¢cBes, uma no estadio V2 e a Gltima no estadio V6. Avaliacdo da nodulacéo, utilizando
raizes intactas para contagem. A coleta foi realizada mantendo o volume de solo pré-
estabelecido com 20 cm de profundidade e 40 cm de largura, com auxilio de uma pé de corte.
Os nddulos foram lavados, destacados, contados e pesados em balanca de precisao (0,1g) para
determinar a massa fresca dos nddulos (gramas). O comprimento da raiz principal (centimetros)
determinado utilizando fita métrica, medindo da base de insercdo no solo até o apice da raiz
principal. A massa fresca da raiz e da parte aérea determinadas concomitantemente a variavel
anterior, utilizando as 10 plantas coletadas, na qual as amostras foram armazenadas em papel

“Kraft” para facilitar a pesagem.

Os dados coletados das variaveis analisadas foram submetidos a Analise de Variancia
(ANAVA) e ao teste de média Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia com o auxilio do
software SISVAR® (FERREIRA, 2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Segunda avalia¢éo no estadio V6

Os resultados obtidos na anélise de variancia dos dados relativos a nimero de nodulos,
massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz e massa fresca dos nddulos na segunda
avaliacdo demonstraram diferencas estatisticas significativas para inoculacdo e coinoculagédo
via sementes, via sulco de plantio e via barra de pulverizacao, conforme apresentado nas tabelas
4 e 5. Para as variaveis, altura de planta e comprimento de raiz, ndo foi encontrada diferencas
significativas conforme observado nas tabelas 4.

Tabela 4: Resumo da analise de variancia para altura de planta (AP), comprimento de raiz (CR), nimero de

nodulos (NN), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca da raiz (MFR) e massa fresca dos nédulos (MFN)
de soja no estadio V6, sob diferentes formas de inoculacéo e coinoculagdo. Campos Gerais, MG, 2022.

F.v GL QUADRADOS MEDIOS
AP CR NN MFPA MFR MFN
Tratamentos 10 0,90ns 0,106ns 0,00** 0,00** 0,00** 0,00**
Blocos 3 0,95ns 0,494ns 0,094ns 0,985ns 0,34ns 0,2532
CV% 9,54 11,09 12,93 10,67 14,18 12,81
Meédias 24,70 14,71 2,72 8,30 1,69 0,073

*ns= nao significativo, * significativo a 5% de probabilidade,** significativo a 1% pelo teste F.

4.2.1 Altura de planta

A analise de variancia dos dados relativos a altura de plantas pela segunda medicao no
estadio V6 nao houve diferencas estatisticas significativas para as aplicaces de inoculante na
semente, via sulco de plantio, em barra de pulverizacdo e na associacdo das 3 formas de

inoculacéo e coinoculagdo conforme pode ser observado na tabela 4.

Essa falta de diferenca significativa em relacao a altura de planta foi encontrada também
por Mauricio Filho, Silva e Souza (2018), avaliando o desempenho agronémico e produtividade

da cultura da soja com a coinoculagdo Bradyrhizobium e Azospirillum brasilense.

4.2.2 Comprimento de raiz

Os dados relativos a comprimento de raiz, ndo demonstraram resultados significativos
para comprimento de raiz segundo a analise de variancia, para nenhuma das formas de aplicacao
do inoculante, seja ela feita na semente antes do plantio, na aplicac¢ao via sulco no momento do
plantio, em barra de pulverizacdo no estddio V2 ou nas trés formas de aplicacdo de forma

simultanea, conforme os dados da tabela 4.
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4.2.3 Numero de nodulos

Por meio dos resultados obtidos para o nimero de nédulos, foi possivel observar que
houve diferencas significativas entre os tratamentos conforme apresentado nas tabelas 4 e 5.

O numero de nodulos obtidos nos tratamentos se mostrou baixo, quando comparados
com encontrado em diversos trabalhos utilizando bactérias Bradyrhizobium japonicum, ficando
abaixo do ideal em todos os tratamentos. A baixa nodulacédo ocorre principalmente pelo fato de
ser uma area de abertura e o solo encontrar-se com baixa populacdo de bactérias, como pode
ser observado no tratamento 1 (semente sem inoculagdo) onde ndo ocorreu a formacgéo de
nodulos. Segundo Evans (2005), o baixo incremento na nodulacédo fica ainda mais evidente
guando se comparam areas de primeiro ano, com areas onde ja possuem populacéo de bactérias
estabelecidas, percebendo-se claramente a dificuldade de estabelecimento em solo ainda néo
cultivado com soja. Os resultados obtidos neste experimento reforca necessidade de inoculagéo
da soja em areas de primeiro cultivo e sua reinoculagdo nos anos seguintes, para permitir a
sobrevivéncia e a naturalizacdo da populacdo de Bradyrhizobium em niveis desejaveis e

eficientes no solo.

O tratamento 11, com aplicacBes na semente, no sulco de plantio e em barra de
pulverizacdo apresentou maior nodulagdo em comparagédo aos demais tratamentos. Seguindo o
tratamento 11, observa-se que os tratamentos 10, 9, 7 e 5 obtiveram medias melhores quando

comparado aos demais tratamentos, ficando abaixo somente do tratamento 11.

Esses resultados corroboram com os obtidos por Zilli et al (2008) em trabalho
semelhante, onde o0 aumento da nodulacdo foi constatado em plantas de soja com a inoculacao
sendo realizada em cobertura, o que certamente ocorreu devido a aplica¢do do inoculante, pois,
diante da analise da populacdo de rizobios, constatou-se que o solo da area ndao apresentava
bactérias nodulantes de soja o que ndo proporcionava nodulagdo efetiva das plantas. No
presente trabalho é possivel observar no tratamento 1 (semente pura) que ndo houve nodulacéo
com bacterias ja existentes no solo, comprovando que a nodulacdo ocorrida foi advinda dos

tratamentos utilizados.

4.2.4 Massa fresca da parte aérea
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Referente aos resultados obtidos para Massa fresca da parte aérea houve diferencas
significativas como apresentado nas tabelas 4 e 5. O tratamento 11(aplicacdo via semente, via
sulco de plantio e barra de pulverizacéo), tratamento 10 (aplicacao via pulverizagéo), tratamento
6 (aplicacéo via sulco de semeadura) e tratamento 4 (aplicagdo na semente) obtiveram melhores
resultados para Massa fresca da parte aérea, quando comparado aos demais tratamentos.

De acordo com trabalho realizado por Domingues Neto et al., (2013), o uso de A.
brasilense aplicado via foliar em milho verde ocasionou aumento de 18% na massa fresca da
parte aérea e de 33% na massa fresca das raizes comparado a testemunha (sem aplicacdo). Esses
dados corroboram com os do presente trabalho, onde se observa que o tratamento 11, onde foi
utilizada a bactéria A. brasilense em associacdo com B. japonicum nas trés formas de aplicacéo,

apresentou a melhor media para producdo de massa fresca da parte aérea.

4.2.5 Massa fresca da raiz

Para os dados de Massa fresca da raiz, foi possivel observar diferencas significativas,
obtendo-se maior peso no tratamento 6 (aplicagéo via sulco de plantio) e tratamento 2 (aplicacéo
na semente). Para 0s demais tratamentos ndo houve diferenca significativa, ficando abaixo dos

tratamentos 6 e 2, como pode ser observado na tabela 5.

Em trabalho desenvolvido por Finoto et al. (2017), mostram que para massa fresca da
raiz, tratamentos onde envolveram a coinoculacdo em doses elevadas houve destaque em

comparacdo aos demais, obtendo maior peso de raiz.

A coinoculagdo de B. japonicum com A. brasilense via sulco de plantio pode garantir
uma maior populacdo de bactérias no momento da germinacéo, proporcionando o maior nimero
de células, isso permite a formacdo de nddulos de forma mais abundante e eficiente junto a
coroa da planta, o que favorece a fixacdo bioldgica de nitrogénio mais rapidamente.
Consequentemente, propicia maiores rendimentos na soja. Diante disso a interagéo biologica
entre bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Azospirillum suprem as necessidades das plantas,

ndo sendo necesséria a utilizagdo da adubacdo mineral nitrogenada na soja.

4.2.6 Massa fresca dos nddulos
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Os dados avaliados referentes ao nimero de nédulos mostram diferencas estatisticas,
como apresentado nas tabelas 4 e 5. O tratamento 11(aplicacdo via semente, via sulco de plantio
e barra de pulverizacdo) obteve maior peso dos nodulos, seguido pelos tratamentos 10
(aplicacéo via pulverizagdo), com as maiores medias em relagéo aos demais tratamentos. Os
dados mostram que a aplicacdo dos inoculantes nas trés formas de aplicacdo do inoculante (trés
vezes a dose recomendada de B. japonicum e A. brasilense na semente + trés vezes a dose
recomendada de B. japonicum e A. brasilense no sulco + trés vezes a dose recomendada de B.
japonicum e A. brasilense em pulverizacdo), proporciona melhores resultados de nodulagéo e

consequentemente maior massa fresca dos nédulos.

De acordo com Finoto et al. (2017), em trabalho semelhante, verificou-se que no
tratamento onde foi realizada a coinoculacdo de Azospirillum brasilense na dose de 120 mL/60
Kg de semente e Bradyrhizobium japonicum na dose de 75mL/ 60 Kg de semente, obteve 0s
melhores resultados quanto a massa fresca de nddulos totais apresentando e massa fresca da
parte aérea.

Em trabalho semelhante desenvolvido por Braccini et al. (2016), com coinoculagdo e
modos de aplicagéo de Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense, mostrou que 0s
tratamentos onde foram empregados inoculacdo padrdo na semente com B. japonicum, e
associada com diferentes doses e formas de aplicacdo de A. brasilense, observou-se aumento
no nimero de nddulos e no peso de nédulos quando comparados com 0s tratamentos em que
nédo foram aplicados os inoculantes. Esses dados corroboram com os apresentados no presente
trabalho, mostrando que a associacdo das diferentes formas de aplicacdo nos inoculantes,
garante maior populacdo de bactérias no solo, proporcionando melhor nodulagdo e maior massa
fresca dos nodulos.

Tabela 5: Resultados médios de nimero de nédulos-NN, massa fresca da parte aérea-MFPA, massa fresca da
raiz-MFR e massa fresca dos nddulos-MFN de soja no estadio V6. Campos Gerais, MG, 2022.

TRATAMENTOS NN MFPA  MFR MFN
(unid. pI") (9. pI") (9-pI") (9. pI")
T1 (semente pura) 0,00f 7,67b 1,49b  0,000g
T2 (B. japonicum-dose recomendada na semente) 1,57d 7,56b 2,14a  0,060e
T3 (A. brasilense dose recomendada na semente) 0,16f 7,63b 1,60b 0,030f
T4 (B. japonicum dose recomendada + A. brasilense dose 0,95e 9,26a 1,70b  0,050e

recomenda na semente)

Agroveterinaria, Varginha, MG, v. 5, n. 1, p. 1 - 21, 2023, ISSN: 2674-9661



SILVA, Tacio Perez; MESQUITA, Carlos José. 18
Desenvolvimento da soja submetida a diferentes formas de inoculagao e coinoculagao com Bradyrhizobium
japonicum e Azospirillum brasilense

T5 (B. japonicum + A. brasilense-trés vezes a dose recomendada 3,57c 6,64b 1,21b  0,057e
na semente)

T6 (B. japonicum + A. brasilense- dose recomendada no sulco) 1,60d 10,10a  2,19a  0,055e
T7 (B. japonicum + A, brasilense-trés vezes a dose recomendada 3,42¢c 8,25b 1,50b  0,085c
no sulco)

T8 (B. japonicum + A. brasilense—seis vezes a dose recomendada 2,07d 8,19b 1,73b  0,050e
no sulco)

T9 (B. japonicum- seis vezes a dose recomendada em 3,22¢c 8,35b 1,69b 0,070d
pulverizagdo+ A. Brasilense- trés vezes a dose recomendada na

semente)

T10 (B. japonicum + A. brasilense-seis vezes a dose recomendada 5,67b 8,64a 1,70b 0,157b

doses em pulverizago)

T11 (B. japonicum e A. brasilense trés vezes a dose recomendada 7,72a 8,99a 1,68b 0,195a
na semente+ B. japonicum e A. brasilense trés vezes a dose

recomendada no sulco + B. japonicum e A. brasilense trés vezes a

dose recomendada em pulverizagdo)

CV% 12,93 10,67 14,18 12,81
Médias 2,72 8,30 1,69 0,073

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de significancia,

pelo teste de Scott-Knott.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicdes de execucdo dessa pesquisa, conclui-se que houve diferenca significativa
entre as formas de inoculacdo e coinoculacdo para as variaveis de nimero de nddulos, massa

fresca da parte aérea, massa fresca das raizes e massa fresca dos nodulos.

A aplicacdo dos inoculantes via semente, sulco de semeadura e em barra de pulverizagao
no mesmo tratamento, se destacou entre 0s demais para as variaveis nimero de nddulos, massa
fresca da parte aérea e massa fresca dos nodulos, indicando que a aplica¢do do inoculante nas

trés formas, garante maior nimero de bactérias viaveis no solo mesmo em area de abertura.

A aplicacdo de B. japonicum (dose recomendada) na semente e B. japonicum + A,
brasilense (dose recomendada) no sulco de semeadura, proporcionou melhor resultado para

massa fresca das raizes.
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A baixa nodulacgdo obtida mostra a dificuldade do produtor em estabelecer a populagéo
adequada de bactérias no solo. Esses resultados demonstram a importancia da realizacdo dos
processos de inoculacdo e coinoculacdo de forma constante nos anos seguintes, a fim de

aumentar a populacédo de bactérias no solo e obter melhores resultados na cultura.
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