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Efeito da co-inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento na cultura da soja
Effect of co-inoculation of plant growth promoting bacteria on soybean crop
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Resumo
A cultura da soja, apresenta com frequéncia limitac6es de produtividade, muitas das quais sdo
oriundas de problemas nutricionais, sobretudo pelo fornecimento insuficiente de N. Umas das
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maneiras para sobrepujar esse problema é por meio de co-inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP), de modo a potencializar a FBN e facilitar a
aquisicdo de N e de outros nutrientes no solo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da co-inoculacdo, entre B. japonicum ¢ BPCP’s, na produtividade, na nodulagdo e nos
componentes de rendimento da cultura da soja. Foram realizados quatro experimentos na
safra 2017/18, os ensaios foram realizados em DBC no esquema fatorial 4 x 12, sendo: quatro
(4) locais (Guarapuava/PR, Lapa/PR, Santa Maria do Oeste/PR e Sertdo/RS) e 12 tratamentos
(uso de BPCP’s associadas com a inoculagdao padrao). Foi avaliada a produtividade, a
nodulagéo e os componentes de rendimento da cultura da soja. Os resultados obtidos, ainda
que positivos na sua maioria, foram varidveis em fungdo de cada local, a variabilidade dos
resultados pode ser diminuida por meio do uso de consércios bacterianos. As BPCP’s
proporcionaram incrementos na massa € no numero de nddulos, massa de mil grdos, niumero
de grdos por planta, e essas caracteristicas estdo diretamente relacionadas com a produtividade
da cultura. Foi observado que as BPCP’s, em co-inoculagdo com o B. japonicum, sobretudo
do género Bacillus, propiciaram incrementos de produtividade na cultura da soja, logo se
mostraram como importante alternativa para serem utilizadas em co-inoculagdo com B.
japonicum na cultura da soja.

Palavras-chave: A. brasilense; Bacillus; Bactérias promotoras do crescimento de plantas;

Co-inoculacéo; Inoculacao; Nitrogénio; Soja.

Abstract

The soybean crop often presents limitations on yield, many of which stem from nutritional
problems, mainly due to insufficient supply of N. One of the ways to overcome this problem
is through co-inoculation with plant growth promoting bacteria (PGPB), in order to potentiate
the BNF and facilitate the acquisition of N and other nutrients in the soil. Thus, the aim of this
study was to evaluate the effect of co-inoculation, between B. japonicum and PGPB, on yield,
nodulation and yield components of soybean crop. Four experiments were carried out in the
2017/18 crop season, the tests were carried out in randomized blocks in a 4 x 12 factorial
scheme, being: four (4) locations (Guarapuava/PR, Lapa/PR, Santa Maria do Oeste/PR and
Sertdo/RS) and 12 treatments (use of PGPB associated with standard inoculation). Yield,
nodulation and yield components of soybean were evaluated. The results obtained, although
mostly positive, were variable depending on each location, the variability of the results can be
reduced with bacterial pools. PGPB’s provided increases in mass and number of nodules,

mass of a thousand grains, number of grains per plant, and these characteristics are directly
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related to the yield of the crop. It was observed that the PGPB, in co-inoculation with B.
japonicum, mainly of the Bacillus genus, provided increases in productivity in the soybean
culture, soon they showed themselves as an important alternative to be used in co-inoculation
with B. japonicum in the soybean crop.

Keywords: A. brasilense; Bacillus; Plant growth promoting bacteria; Coinoculation;
Inoculation; Nitrogen; Soybean.

Resumen

El cultivo de la soja presenta limitaciones en el rendimiento, muchas de las cuales se derivan
de problemas nutricionales, principalmente por un aporte insuficiente de N. Una de las formas
de superar este problema es mediante la coinoculacion con bacterias que favorecen el
crecimiento de las plantas (BPCP), con el fin de potenciar el FBN y facilitar la adquisicion de
N y otros nutrientes en el suelo. Asi, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
coinoculacion, entre B. japonicum y BPCP’s, sobre los componentes de rendimiento,
nodulacion y rendimiento del cultivo de soja. Se realizaron cuatro experimentos en el afio
2017/18, los estudios se realizaron en bloques al azar en un esquema factorial 4 x 12, siendo:
cuatro (4) ubicaciones (Guarapuava/PR, Lapa/PR, Santa Maria do Oeste/PR y Sertdo/RS) y
12 tratamientos (uso de BPCP asociados con la inoculacion estandar). Se evaluaron los
componentes de rendimiento, nodulacion y rendimiento de la soja. Los resultados obtenidos,
aunque mayoritariamente positivos, fueron variables dependiendo de cada ubicacién, la
variabilidad de los resultados se puede reducir mediante el uso de pools bacterianos. El uso de
las BPCP proporcioné incrementos en masa y numero de nddulos, masa de mil granos,
nimero de granos por planta, y estas caracteristicas estan directamente relacionadas con el
rendimiento del cultivo. Se observo que los BPCP's, en coinoculacion con B. japonicum,
principalmente del género Bacillus, proporcionaron incrementos en el rendimiento del cultivo
de soja, luego se mostraron como una alternativa importante para ser utilizados en
coinoculacion con B. japonicum en cultivo de soja.

Palabras clave: A. brasilense; Bacillus; Bacterias promotoras del crecimiento de las plantas;

Coinoculacion; Inoculacién; Nitrégeno; Soja.

1. Introducéo

A cultura da soja é uma das mais importantes fontes de proteinas vegetais consumidas
por seres humanos e animais (Gongalves et al., 2018; Peiretti et al., 2019) e pode ser usada
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como grao inteiro para alimentagdo humana direta ou é esmagada para ser usada como 0leo e
farinha (Narayanan & Fallen, 2019; Pimentel et al., 2006). O 6leo, o leite e a farinha de soja
sdo alguns dos produtos da soja que se sobressaem, portanto, esta cultura se estabelece como
uma das fontes mais importantes e baratas de proteinas e 6leos vegetais (Gongalves et al.,
2014; Lodhi et al., 2015).

Neste sentido, sdo muito os fatores que interferem na producdo desta cultura, como
pragas, doencas, o fornecimento de nutrientes, dentre outros de igual importancia. No que
tange aos nutrientes, sabe-se que a elevada absorcdo de N é um requisito para cultivares de
soja de alto rendimento (Santachiara et al., 2017). Fundamentalmente, a absorgéo de N pelas
plantas de soja é condicionada a duas fontes alternativas de N, da fixagdo bioldgica de N e a
absorcéo de N no solo. A contribuicéo relativa de cada fonte de N € o resultado de condicdes
ambientais, manejo e fatores genéticos (Cordova et al., 2019; Salvagiotti et al., 2008;
Santachiara et al., 2017).

E possivel verificar na literatura que, para produzir uma tonelada de gréos de soja, s3o
necessarios cerca de 80 kg hat de N, deste total, de 50 a 80%, é fornecido pela FBN
(Salvagiotti et al., 2008). Em condic¢des de alto rendimento, o0 N advindo do solo e da FBN
podem ndo ser suficientes para sustentar as taxas de absorcdo de N exigido durante o periodo
de producdo de grdos e que possa atender a demanda de N necesséria para atingir o
rendimento maximo possivel da cultura da soja (Salvagiotti et al., 2009). Além disso, a FBN
pode ser afetada por condi¢cbes ambientais como temperatura, teor de agua, concentracdo de
N, pH da rizosfera, estado nutricional das plantas, que inclui substratos e quantidade de C e N
nas raizes, e variagcdo genética na capacidade potencial de FBN (Liu et al., 2011). Periodos
mais longos de seca e altas temperaturas, devido as mudancas climaticas globais, que também
afetam o Brasil, sdo uma ameaca a contribui¢do dos processos bioldgicos para a agricultura
(Hungria et al., 2015).

Deste modo, sabe-se que o rendimento da cultura da soja é frequentemente associado a
absorcdo total de N e, em ultima anélise, a absor¢do total de N depende da quantidade de N
que € biologicamente fixada e/ou absorvida da solucéo do solo (Santachiara et al., 2017). Este
problema poderia ser superado com aplicagdes de N inorgénico. No entanto, a concepgao de
tal estratégia também deve lidar com a reducéo frequentemente observada na FBN quando N
é aplicado superficie do solo ou incorporado na camada superior do solo (Salvagiotti et al.,
2008). Além do mais, a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados estd correlacionada com o
consumo de combustivel fossil e as emissfes de gases de efeito estufa resultantes de seu uso,

e configuram, portanto, uma barreira para alcancar maior sustentabilidade na agricultura




Research, Society and Development, v. 9, n. 12, 39291211360, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i12.11360

(Shen et al., 2018).

Embora talvez seja insuficiente para prover N para elevadas produtividades e seja
afetada por fatores bidticos e abidticos, a FBN é a chave tanto para avancos de producao
quanto para a sustentabilidade do solo a longo prazo (Cordova et al., 2019). Ao pensar em
aumentar a sustentabilidade da producdo agricola uma estratégia promissora € 0 uso das
bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP’s), que podem facilitar o crescimento
e o desenvolvimento das plantas, indiretamente ou diretamente (Arruda et al., 2013; Glick,
2012, 2014; Shabanamol et al., 2018; Spolaor et al., 2016). Logo, dada a importancia da
cultura da soja para o Brasil, e a consciéncia das limitagBes atuais e potenciais futuras a
fixacdo bioldgica de N2 pela soja inoculada com Bradyrhizobium spp., e 0s possiveis
beneficios do uso das BPCP’s em co-inoculagdo da soja com Bradyrhizobium spp. ecoa como
uma interessante e promissora tecnologia para melhorar o desempenho da cultura da soja
(Hungria et al., 2015).

A estratégia de inocular a semente de soja com mais de um microrganismo, ou seja,
co-inoculacdo representa, assim, uma nova ferramenta biotecnolégica para melhorar o
rendimento da soja sem adicionar fertilizantes quimicos nitrogenados, o que contribuira para
as praticas atuais de sustentabilidade na agricultura (Hungria et al., 2015).

Assim, devido a escassez de estudos que se propdem a avaliar a possiblidade de uso de
BPCP’s na co-inoculagdo da cultura da soja, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da co-
inoculac@o da cultura da soja com BPCP’s do género Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas,
em diferentes condi¢des edafoclimaticas, na produtividade, nodulacdo e nimero de grdos da

cultura.

2. Metodologia

Foram realizados quatro experimentos em locais com condi¢Bes edafocliméticas
distintas, os ensaios foram conduzidos em: Guarapuava/PR, Lapa/PR, Santa Maria do
Oeste/PR e Sertdo/RS. As informag0es relativas a cada local estdo descritas na Tabela 1, as
informacdes sobre precipitacdo, temperatura méxima e minima estdo apresentadas na Figura
1. Os ensaios foram realizados em delineamento de blocos ao acaso (DBC) com seis
repeticdes e arranjo fatorial 4 x 12, sendo: quatro (4) locais (Guarapuava/PR, Lapa/PR, Santa
Maria do Oeste/PR e Sertdo/RS) e 12 tratamentos, que estdo demonstrados na Tabela 2. Com
excecdo do controle nitrogenado e do controle negativo, todos os demais tratamentos foram

co-inoculados com B. japonicum e outro microrganismo que compunha o tratamento (Tabela
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2).

Figura 1. Temperatura maxima média, minima média e precipitacdo pluvial acumulada por
decéndios em Guarapuava/PR (A), Lapa/PR (B), Santa Maria do Oeste/PR (C) e Sertdo/RS

(D), durante a condugao dos ensaios.
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Fonte: Autores.

Tabela 1. Descricdo dos locais e manejos realizados na cultura da soja nos ensaios na safra
2017/18.

- Local
Descri¢ao Guarapuava/PR Lapa/PR St* M do Oeste/PR Sertdo/RS
Cultura anterior Verdo Soja Pastagem Perene Soja Soja
Cultura anterior Inverno Aveia Pastagem Perene Aveia Azevém
Localizacdo
Latitude 25°22°59” S 25°50°52,3" S 24°54' 491" S 28°01° 37"S
Longitude 51°33’ 14,5 W 49°39° 84" W 51°51'57,02" W 52°15° 52" W
Altitude Metros 995 855 1051 720
Semeadura 23/11/2017 15/11/2017 10/11/2017 18/11/2017
Estadio V4 17/12/2017 09/12/2017 04/12/2017 12/12/2017
Colheita 02/04/2018 25/03/2018 20/03/2018 28/03/2018
Textura Solo
Argila (g/kg) 590 220 570 560
Silte (g/kg) 290 310 280 270
Areia (g/kg) 120 470 150 170
Classe Textural Argilosa Média Argilosa Argilosa
Analise Quimica Solo (0 a 20 cm de profundidade)
pH (CaCl) 5,16 5,43 5,43 5,06
M.O. (g/dm?) 3,76 5,50 5,50 45,94
P - Mehlich (mg/dm?) 2,57 4,37 4,37 18,14
K (cmol/dm®) 0,28 0,62 0,62 0,23
Ca (cmol/dm?) 5,33 6,06 6,06 7,18
Mg (cmol/dm?) 1,77 2,07 2,07 2,4
Al (cmol/dmd) 0,00 0,00 0,00 0,05
H+Al (cmol/dm?) 4,95 3,96 3,96 6,03
SB (cmol/dmd) 7,38 8,75 8,75 9,81
CTC- pH 7.0 (cmol/dm®) 12,33 12,71 12,71 16,1

Fonte: Autores.

Cada unidade experimental foi constituida de 10 linhas com espagamento entre linhas
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de 0,45 m, e comprimento de 6,0 m, o que totalizou uma area de 27 m2. A semeadura foi
realizada em sistema de plantio direto, utilizando-se a cultivar Jacutinga IPRO, na densidade
de 250.000 sementes ha™. As datas de semeadura assim como outras informagdes sobre o
manejo estdo demonstradas na Tabela 1. As areas experimentais foram dessecadas com
glifosato (720 g ha do i. a.) 15 dias antes da semeadura. Na adubagéo de base utilizou-se,
para todos os locais, 00-80-60 kg ha* de N, fosforo (P2Os) e potassio (K20), respectivamente.
Durante o ciclo da cultura foram efetuados controles fitossanitarios para o controle das

pragas, doencas e plantas daninhas.

Tabela 2. Descrigdo dos tratamentos aplicados, em todos os locais estudados, na cultura da
soja, na safra 2017/18.

Tratamento Aplicacéo (i%néén;:ic_;go Dose (mL)

1 A. brasilense (TS) TSt 2x108 100
2 P. fluorescens (TS) TSt 1x108 100
3 Azo + P. fluorescens (TS) TSt 2 x 1081 x 108 150
4 B. subtilis (TS) TSt 1x108 50
5 B. subtilis (V3) V32 1x 108 300
6 B. subtilis (Sulco) Sulco? 1x108 100
7 B. pumilus (TS) TSt 1x108 50
8 Consorcio bact. (TS) TSt 1x108 15
9 Consorcio bact. (Sulco) Sulco? 1x108 50
10 Ctrl. Positivo TS 1x108 -

11 Ctrl. Nitrogenado® - - -

12 Ctrl. Negativo - - -

1 — Dose em mL para 50 kg de sementes.

2 — Dose em mL por hectare.

3 —-200 kg ha* de N aplicado em cobertura no V4.

4 —100 mL para 50 kg de sementes, aplicado no TS por meio do produto comercial Total Nitro.
Fonte: Autores.

O TS foi realizado em local sombreado, momentos antes da semeadura. A aplicacéo
em V3, por sua vez, foi realizada quando o segundo trifélio estava completamente
desenvolvido (Fehr & Caviness, 1977). A taxa de aplicacdo utilizada foi de 160 L ha e
pressdo constante, por meio de pulverizador costal elétrico. A aplicacdo foi realizada a partir
das 16h00, com o objetivo de evitar elevadas temperaturas. Quando necessaria, a aplicacdo no
sulco foi realizada de maneira simultdnea com a semeadura, foi utilizado taxa de aplicacéo de
100 L ha®. A aplicacdo de N em cobertura foi realizada no estadio fenoldgico de V4,
conforme a escala proposta por Fehr & Caviness (1977), nas doses correspondentes a cada
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tratamento. A fonte de N utilizada foi a ureia (45% de N).

As variaveis estudadas foram: produtividade, massa de mil grdos, MS de parte aérea,
massa seca de raiz, nimero de nédulo, massa de nddulo, altura de insercdo do primeiro ramo
reprodutivo, altura de planta, nimero de grdos por planta, teor de N nos gréos e teor de N na
planta.

Apb6s a maturidade fisiologica foram colhidas quatro linhas centrais da parcela,
desprezou-se 0,50 metro de cada cabeceira, sendo posteriormente feita a trilhagem e secagem
do material; determinou-se, entdo, a produtividade (kg ha') de grdos a 14% de umidade. A
partir de uma subamostra do material colhido, foi realizada para cada parcela, a contagem e
pesagem de 300 graos, e a partir destes valores, foi calculado a massa de mil gréos.

Para a avaliacdo do nimero de nddulos foram colhidas trés plantas por parcela no
estadio de R1/R2 (Fehr & Caviness, 1977). As plantas foram cortadas ao nivel do solo, e com
um cilindro com volume de 942 cm3 (cilindro com 10 cm de didmetro por 12 cm de altura) as
raizes dessas plantas foram coletadas e posteriormente lavadas, ap6s a lavagem das raizes,
procedeu-se a retirada e contagem dos nddulos. Em seguida, os mesmos foram levados a
estufa de ventilacdo forcada de ar a 65° C por 72 horas e em seguida realizado pesagem para
obtencdo da massa seca de nodulos.

Ainda, coletou-se 10 plantas e por meio de contagem direta, obteve-se 0 nimero de
grdos por planta. Para determinar o teor de N na parte aérea foram coletadas subamostras da
amostragem realizada para determinacdo da massa seca de parte aérea. Os grdos submetidos a
avaliacdo do teor de N no gréo foram obtidos na colheita. As amostras de folhas e graos foram
levadas para estufa de secagem por ventilagdo forcada de ar a 65°C, até obter peso constante.
Posteriormente as amostras foram moidas em moinho tipo “Willey” com peneira de Imm de
didametro, e ap6s a moagem as amostras foram encaminhadas ao laboratério de Solos e
Nutricdo de Plantas da UNICENTRO, para determinacéo dos teores de N na parte aérea e no
grdo. As analises foram conduzidas conforme a metodologia proposta pelo Manual de
Anélises Quimicas de Solos, Plantas e Fertilizantes da Embrapa (Silva, 2009).

Para a anélise estatistica, a normalidade dos dados foi analisada por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov (Kolmogorov, 1941; Razali & Wah, 2011; Smirnov, 1948), a
homogeneidade dos dados, por sua vez, foi verificada por meio do teste de Cochran (Cochran,
1947), ambos os testes foram realizados por meio do Software Statistica 8. Depois de
comprovada a normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias, os dados foram
submetidos a analise de variancia e avaliados pelo Teste F. Ainda, foi realizado a anélise de

componentes principais (PCA), para tal analise os dados foram primeiramente padronizados
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por meio da formula apresentada na equagéo 1.

Z=(X- X) /DP

Sendo:

Z — valor padronizado;

X —ndamero a ser padronizado;
X —média dos valores;

DP — Desvio padréo dos valores.

Ap0s a padronizacdo dos dados procedeu-se a analise de fator, cujo objetivo foi, por
meio de técnicas multivariadas, evidenciar varidveis latentes (fatores) que influenciam na
variabilidade de um grupo ou de todas as variaveis originais (Neisse & Hongyu, 2016). Para
esta analise optou-se pelo fator de rotagdao “Varimax raw” (Kaiser, 1958) e as variaveis que
apresentaram valores de comunalidade inferiores a 0,7 foram eliminadas (Bomfim et al.,
2011). Uma vez realizada a analise de fator, procedeu-se a Analise de Componentes

Principais.

3. Resultados

Para todas as variaveis estudadas houve interacdo (p<0,01) Tratamento x Local (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia com os valores de quadrado médio para as

variaveis produtividade, massa de mil grdos (MMG), nimero de nddulo e massa de nodulo e

numero de graos por planta da cultura da soja dos ensaios realizados na safra 2017/18.

Quadrado Médio

Fv GL Produtividade MMG NOm. Nédulo  Massa Nodulo  Gréos/planta
Bloco 5 45196,79 ns 17,50 ns 320,78 ns 3628,50 ns 39,24 ns
Local (L) 3 16817972,37 **  54747,41**  8510,52**  1300063,74 ** 23917,32 **
Tratamento (T) 11 457585,65 ** 54,06 ** 3088,29 ** 101990,50 ** 862,45 **
LxT 33 94213,52 ** 30,72 ** 752,53 ** 26163,64 ** 704,60 **
Erro 235 36362,15 12,24 148,26 1998,57 36,5
CV (%) - 4,44 2,18 9,25 8,36 6,05
Média - 4292 160,56 131,58 534,81 99,83

FV — fonte de variacdo; GL — graus de liberdade; CV (%) — coeficiente de variacao; ** significativo a
1%; ns — nao significativo.
Fonte: Autores.
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Ao observar os dados da PCA que analisou os locais estudados conjuntamente,
verifica-se que na CP1, que explica 44,08% dos dados, a maior produtividade foi obtida no
ensaio realizado na Lapa/PR, enquanto que produtividades intermediarias foram observadas
nos ensaios de Santa Maria do Oeste/PR e Guarapuava/PR, por fim, 0 ensaio que apresentou
menor relagdo com a produtividade foi o conduzido em Sertdo/RS. O comportamento
diferenciado entre os locais, demonstra a existéncia da interacdo Local x Tratamento, o que
corrobora com os dados da Tabela 3. Na média dos locais, a produtividade estava diretamente

relacionada com as variaveis massa de ndédulos, MMG e grdos/planta (Figura 2).

Figura 2. Grafico de escores (A) e grafico de pesos das variaveis (B) da analise conjunta dos
dados da safra 2017/18 da cultura da soja.
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Fonte: Autores.

Ao observar os locais de maneira separada, verificou-se na PCA que para 0 ensaio
conduzido em Guarapuava/PR, a CP1, que explica 56,19% dos dados, demonstra que as
maiores produtividades da cultura da soja neste local foram obtidas por meio dos tratamentos
A. brasilense aplicado no TS, consoércio bacteriano aplicado no TS e P. fluorescens. Ainda, €
possivel verificar também que, neste local, a produtividade foi influenciada diretamente pelo
numero de nddulos e nimero de graos/planta. Por fim, verifica-se que o controle negativo e o

controle nitrogenado apresentaram relacdo inversa com a produtividade da cultura (Figura 3).
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Figura 3. Gréfico de escores (A) e gréafico de pesos das variaveis (B) no ensaio realizado no
municipio de Guarapuava/PR na safra 2017/18 da cultura da soja.
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Fonte: Autores.

Segundo a PCA realizada com os dados do ensaio da Lapa/PR, a CP1, que explica

59,30% dos dados, indica que as maiores produtividades foram obtidas pelos tratamentos B.

subtilis aplicado no V3, B. pumilus, consércio bacteriano no sulco e P. fluorescens. A

produtividade, neste local, apresentou relacdo positiva com a MMG, nimero de nddulos e

massa de nodulos. O B. subtilis no sulco, controle nitrogenado e controle negativo

apresentaram relagéo inversa com a produtividade (Figura 4).

Figura 4. Gréafico de escores (A) e grafico de pesos das variaveis (B) no ensaio realizado no
municipio de Lapa/PR na safra 2017/18 da cultura da soja.
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Fonte: Autores.

De acordo com a PCA realizada para o ensaio conduzido em Santa Maria do
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Oeste/PR, a CP1, que explica 64,30% dos dados, demonstra que os tratamentos B. subtilis
aplicado no V3, consorcio bacteriano no sulco, B. subtilis no sulco, P. fluorescens e controle
positivo apresentaram relacdo com as maiores produtividades neste ensaio. Ainda, a

produtividade, neste local, esta diretamente relacionada com o nimero de graos/planta (Figura
5).

Figura 5. Gréafico de escores (A) e grafico de pesos das variaveis (B) no ensaio realizado no

municipio de Santa Maria do Oeste/PR na safra 2017/18 da cultura da soja.
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Fonte: Autores.

Conforme a PCA realizada para o ensaio conduzido em Sertdo/RS, a CP1, que explica
54,52% dos dados, demonstra que a produtividade apresenta relacdo direta com o ndmero e
massa de nddulos. Os tratamentos que se relacionaram positivamente com a produtividade
foram consorcio bacteriano no sulco, B. subtilis no V3, B. subtilis no sulco, B. pumilus e A.
brasilense + P. fluorescens. Ainda, os tratamentos controle negativo e controle positivo

apresentaram relacéo inversa com a produtividade da cultura neste local (Figura 6).
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Figura 6. Gréfico de escores (A) e gréfico de pesos das variaveis (B) no ensaio realizado no
municipio de Sertdo/RS na safra 2016/17 da cultura da soja.
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Fonte: Autores.

Os efeitos dos tratamentos sobre a cultura foram analisados também por comparacgao
de media. Os tratamentos se comportaram de maneira distinta em funcdo dos locais
estudados, o que demonstra a e existéncia de interacdo Local X Tratamento. Sem excecdo, as
menores produtividades foram verificadas no ensaio desenvolvido em Sertdo/RS. Por outro
lado, as maiores produtividades foram verificadas no ensaio conduzido em Lapa/PR. E
importante destacar que nos tratamentos consércio bacteriano no sulco, B. subtilis no sulco, A.
brasilense + P. fluorescens, A. brasilense, P. fluorescens e controle nitrogenado ndo houve

diferenca estatistica entre os ensaios conduzidos em Guarapuava/PR, Lapa/PR e Santa Maria
do Oeste/PR (Tabela 4).

13




Research, Society and Development, v. 9, n. 12, 39291211360, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i12.11360

Tabela 4 — Comparacdo dos efeitos dos tratamentos sobre a produtividade, massa de mil
grdos, numero de nodulo, massa de nédulos e nimero de grdos por planta da cultura da soja

cultivada em diferentes locais.

Guarapuava Lapa Sta Maria Sertéo Guarapuava Lapa Sta Maria Sertéo
Trat.* (PR) (PR) Oeste (PR) (RS) (PR) (PR) Oeste (PR) (RS)
Produtividade (kg ha™) Massa de mil graos (g)
1 4647 a A 4492 b A 4529 a A 3682 aB 133,17aC 19331b A 152,48 aB 158,72b B
2 4494 b A 4725a A 4499 a A 3602 aB 13167aD  20053aA  15552aC 161,29 a B
3 4447b A 4723a A 4627 a A 3614aB 130,09aD  197,83aA  15499aC 158,94b B
4 4268 c B 4812 a A 4246 a B 3520bC 132,00aD  201,93aA  149,90bC 161,45aB
5 4419bB 4944 a A 4750 a A 3730aC 130,92aD 201,38aA  15595aC 161,32aB
6 4662 a A 4558 a A 4511a A 3717aB 13400aD  196,44bA  15408aC 160,03b B
7 4432bB 4886 b A 4460 a B 3700aC 131,21aD  201,11aA  150,70bC 158,61 b B
8 4348¢cB 4803a A 4529 a AB 3385bC 135,16aD  19517bA  14513cC 157,94b B
9 4584 a A 4808 a A 4543 a A 3770aB 132,00aD  19891aA 15224aC 163,56 a B
10 4291 cB 4655 b A 4492 a AB 3468b C 13254aD  19842aA  15246aC 159,50 b B
11 4412b A 4552b A 4420 a A 3554bB 13321aD 19744aA 15187aC 162,10 a B
12 4035d B 4466 b A 3856 b B 3367bC 130,70aD  19387bA  148,16bC 156,98 b B
NUmero de nddulos planta * Massa de nédulos (g)
1 151,67aA 12583b A 137,92a A 118,00 b A 44333aC  661,67cA  533,33aB 462,50 e B
2 145,67 a A 150,75a A 153,08 a A 119,75bB 450,00aC  750,83b A  560,00aB 513,33dBC
3 13517a A 131,5bBC 147,67 a AB 130,25aC 426,67aC  70500cA 57250aB 567,50 c C
4 138,17a A 140,00 a A 141,17 a A 138,17a A 430,83aC  699,17cA  540,83aB 561,67 cB
5 14517 a A 139,00 a A 149,83 a A 11342bB 44167aC  79333bA 58333aB 52000 d B
6 141,25a A 129,92b A 144,33 a A 138,67 a A 425,00aC  67417cA  510,00bB 655,00 a A
7 136,5a A 138,42a A 153,83a A 116,5b B 40583aC  890,83aA  49833bB 523,00d B
8 1545aA 119,33¢cB 154,83 a A 85,75dC 45333aC  77000bA  539,17aB 352,50 f D
9 145,00 a A 14542 a A 154,00 a A 1166 b B 428,33aC  865,00aA 483,33bBC 507,00d B
10 12358b A 13167b A 141,75a A 105,17 ¢ B 388,33bC  740,83bA  567,50aB 42750e C
11 110,58 b A 105,17 c A 101,67 c A 93,00d A 20500cC  51500eA  363,33cB 307,50 f B
12 110,00 b A 111,75cA 127,17b A 127,33a A 346,67 b B 605,83d A 410,83 ¢ B 594,17 b A
NUmero de gréos planta *

1 66,97aC 106,74 b A 86,9b B 85,87b B

2 64,39aC 109,09 a A 86,07b B 89,71aB

3 67,39aC 106,27b A 83,80b B 88,15aB

4 61,17bC 106,68 b A 86,42b B 88,39aB

5 57,45¢cC 107,55 b A 90,94aB 87,29aB

6 68,05aC 107,42b A 82,74b B 85,74b B

7 62,39bC 110,78a A 83,77b B 81,74b B

8 66,51aC 1089a A 90,36 aB 88,00aB

9 64,73aC 108,92a A 84,32b B 86,6 b B

10 64,64aC 105,67 b A 85,97b B 86,07b B

11 65,33aC 110,28a A 86,15b B 86,08 b B

12 64,75aC 105,38 b A 85,13 b B 85,00 b B

* Os tratamentos estdo descritos na tabela 1.
Fonte: Autores.

Para todos os tratamentos, houve diferencas estatisticas entre os locais estudados. Os
maiores valores de MMG foram observados nos tratamentos no ensaio conduzido em
Lapa/PR, por outro lado, os menores valores desta variavel foram notados no ensaio de
Guarapuava/PR. Valores intermediarios foram verificados em Sertdo/RS e Santa Maria do
Oeste/PR. Por fim, verifica-se que em cada local, os tratamentos se comportaram de maneira
diferenciada (Tabela 4).

N&o houve diferenca, entre os locais estudados, para 0 nimero de nédulos por planta
nos tratamentos A. brasilense, B. subtilis no sulco, B. subtilis no TS, controle negativo e
controle nitrogenado. Além disso, para os tratamentos B. pumilus, B. subtilis no V3, consércio

bacteriano no sulco, controle positivo e P. fluorescens, ndo houve diferenca, entre 0s ensaios
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de Guarapuava/PR, Lapa/PR e Santa Maria do Oeste/PR, mas 0s ensaios conduzidos nestes
locais apresentaram nimero de nodulos por planta estatisticamente superior ao verificado no
ensaio de Sertdo/RS. Por fim, para cada local estudado, houve comportamento diferenciado
dos tratamentos (Tabela 4).

Com excecdo dos tratamentos B. subtilis no sulco e do controle negativo, para todos 0s
demais tratamentos estudados os maiores valores de massa de nodulos foram obtidos no
ensaio conduzido em Lapa/PR e se diferiram estatisticamente dos demais locais estudados. As
menores massas de nddulos, com excecdo dos tratamentos P. fluorescens, A. brasilense + P.
fluorescens e controle positivo, foram verificadas no ensaio conduzido em Guarapuava/PR. E
importante salientar que os tratamentos, dentro de cada local, apresentaram comportamento
distinto (Tabela 4).

Com excecdo dos tratamentos controle nitrogenado e controle negativo, para todos 0s
demais tratamentos estudados o maior nimero de gréos/planta foi observado no ensaio
conduzido na Lapa/PR e se diferiu estatisticamente dos demais locais. Ainda, para oS
tratamentos controle positivo, B. subtilis no sulco, B. pumilus, B. subtilis no V3 e A.
brasilense, 0 menor valor para esta variavel foi verificado em Guarapuava/PR e se diferiu
estatisticamente dos demais locais. Por fim, para cada local houve comportamento

diferenciado dos tratamentos (Tabela 4).

4. Discussao

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram que a co-inoculacéo entre B.
japonicum e A. brasilense proporcionou incremento de produtividade na cultura da soja, o que
corrobora com Armendariz et al., (2019), estes autores sugerem que a dupla inoculagcdo com
B. japonicum e A. brasilense pode ser uma pratica segura e vantajosa para melhorar o
crescimento e a produtividade da soja. A co-inoculagdo com B. japonicum e Azospirillum spp.
representa uma nova estratégia que pode melhorar o rendimento das culturas (Fukami et al.,
2018). E possivel que a co-inoculagdo com as BPCP’s, neste caso o Azospirillum brasilense e
B. japonicum, possa resultar na formacao precoce de nédulos em soja, devido ao aumento do
numero de pelos radiculares disponiveis para serem infectados por B. japonicum (Chibeba et
al., 2015). Desta maneira, a co-inoculagdo entre estes microrganismos proporcionara aumento
na eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio e possibilitara ainda, maior absor¢do de agua
e nutrientes, e finalmente incremento em produtividade (Galindo et al., 2018).
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Entretanto, os resultados também evidenciaram que em alguns locais a co-inoculagéo,
entre B. japonicum e A. brasilense, ndo apresentou resultados positivos, como por exemplo o
ensaio conduzido na Lapa/PR (Tabela 3). Portanto, a resposta positiva da inoculagcdo com B.
japonicum e A. brasilense na produtividade de grdos é variavel e dependente das condicbes
ambientais durante a estacdo de crescimento, especialmente a baixa taxa de precipitacdo, que
pode interferir na nodulacdo das raizes (Steiner et al., 2019).

Ainda que a literatura, e os dados deste estudo, tenham destacado os efeitos positivos
do uso do A. brasilense em co-inoculagdo com B. japonicum, é importante destacar que outras
BPCP’s como B. subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens e P. fluorescens também
apresentaram resultados positivos na co-inoculagdo da cultura da soja. O género Bacillus
engloba algumas das BPCP’s mais importantes para aumentar o crescimento das plantas,
influenciar positivamente a germinacdo, o desenvolvimento e o rendimento das culturas
devido a producdo de substancias promotoras de crescimento, o que demonstra melhora na
nutricdo das plantas (Gagné-Bourque et al., 2015).

A co-inoculacdo com P. fluorescens também demonstrou resultados promissores,
resultados estes que corroboram com Novinscak et al., (2019), de acordo com estes autores o
uso de P. fluorescens, quando inoculadas via semente, demonstraram capacidade de aumentar
a biomassa vegetal e o rendimento de 6leo de sementes em soja e canola (Brassica napus L.).
Além disso, Rotaru (2015) destaca que a aplicacdo de P. fluorescens desempenha papel
importante na modulacédo da atividade da fosfatase acida da superficie da soja e estas podem
ter um impacto benéfico na aquisicdo de P, possivelmente por meio da mobilizacdo do P
organico.

Assim, em todos os locais estudados foi possivel verificar que as BPCP’s, em co-
inoculacdo com o B. japonicum, propiciaram incrementos de produtividade na cultura da soja,
0 gue concorda com Pérez-Montafio et al., (2014), de acordo com estes autores, estudos de
co-inoculacdo com B. japonicum e as BPCP’s tornaram-se pratica cada vez frequente no
desenvolvimento da agricultura sustentavel. A co-inoculacdo representa, assim, uma nova
ferramenta biotecnoldgica para melhorar o rendimento da soja sem adicionar fertilizantes
qguimicos N, o que contribui para as praticas atuais de sustentabilidade na agricultura (Hungria
etal., 2015).

Todavia, é importante salientar que os resultados foram variaveis em fungédo de cada
local. Resultados analogos foram observados por Szilagyi-Zecchin et al., (2017), de acordo
com estes autores mesmo quando a inoculacéo é realizada de maneira uniforme, o efeito desta

na produtividade de graos é variavel de acordo com o gendtipo da planta, solo e ambiente.
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Desta forma, faz-se necessarios estudos sob as mais variadas condi¢Ges de campo, além do
mais, a pesquisa deve ser proativa, de maneira que 0s testes de campo devem ser
estabelecidos em uma ampla variedade de solo e ambiente (Saikia et al., 2010; Zafar et al.,
2012).

Uma das maneiras de minimizar os efeitos de local é o uso de mais de um
microrganismo em conjunto com o B. japonicum, como realizado por meio dos tratamentos
consorcio bacteriano e A. brasilense + P. fluorescens. Os resultados positivos obtidos com o
consorcio bacteriano podem ser explicados pelos relatos de Dodd et al., (2010) segundo estes
autores, a combinagao de espécies de BPCP’s que apresentam diferentes caracteristicas e que
afetam o status hormonal da planta, modificam a arquitetura da raiz e disponibilizam recursos
adicionais, como a solubilizacdo de fosfato, pode aumentar a sustentabilidade da agricultura.
Ainda, Etesami & Alikhani (2016) demonstram que a combinacdo de BPCP’s pode melhorar
a eficiéncia do uso de fertilizantes do que a inoculagdo dessas bactérias de maneira isolada.

Os resultados deste estudo demonstraram também que o consércio bacteriano aplicado
no sulco de semeadura apresentou resultados superiores aos obtidos quando esse tratamento
foi aplicado no sulco de semeadura (Tabela 3). A diferenca de resposta entre 0 uso do
consoércio bacteriano no sulco de semeadura e no TS, permite inferir que o uso de
microrganismos no TS pode ocasionar problemas como a toxidade do tratamento quimico de
sementes que, porventura, comprometeria a viabilidade dos microrganismos, como alertado
por (Sandini et al., 2019). Mesmo que em alguns locais ndo houve respostas positivas, 0s
achados deste estudo sugerem que a associacdo entre BPCP’s — consorcio bacteriano — podem
aumentar a estabilidade dos resultados em diferentes condi¢Ges edafoclimaticas.

Embora os resultados obtidos foram varidveis, o que é evidentemente normal neste
tipo de pesquisa, é importante destacar os efeitos benéficos das BPCP’s verificados em todos
os locais estudados. Ndo obstante, em funcdo dos resultados obtidos e das anélises realizadas
¢ dificil afirmar com precisdo qual foi ou quais foram os reais efeitos das BPCP’s que
impactaram positivamente a produtividade e alguns componentes de rendimento da cultura da
soja, assim como descrito por (Hungria et al., 2015). Todavia, sabe-se que 0s microrganismos
estudados podem impactar positivamente a produtividade da cultura de maneira direta,
indireta ou inclusive devido a combinagdo das duas maneiras (Fukami et al., 2018; Lim &
Kim, 2013; Marinkovi¢ et al., 2018; Masciarelli et al., 2014; Mustafa et al., 2019; Santoyo et
al., 2016).

Neste contexto, o primeiro e quicd um dos mais importantes efeitos da co-inoculagéo

entre as BPCP’s e B. japonicum é a melhoria da FBN. Segundo Steiner et al., (2019) o uso
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das BPCP’s em associagdo ao B. japonicum pode otimizar a fixago biologica de nitrogénio.
Assim, como verificado nos resultados deste estudo, as BPCP’s proporcionam incrementos da
massa e no numero de nodulos. Os efeitos positivos da co-inoculagdo no nimero e na massa
de nddulos podem ser devidos a varios mecanismos, o que inclui a FBN precoce dos nodulos,
incremento na matéria seca do nodulo, promogdo da ocorréncia de nodulagdo por meio do
aumento da formacdo de pelos radiculares e raizes secundérias, com incremento nos locais de
infeccdo, inibicdo de patdgenos, producdo de fitohormonios e influéncias na particdo da
matéria seca entre raizes e parte aérea (Barbaro et al., 2009; Chibeba et al., 2015; Juge et al.,
2012; Mustafa et al., 2019; Steiner et al., 2019).

Além disso, é possivel verificar que a co-inoculagdo com Azospirillum e B. japonicum
pode resultar na formacdo precoce de nédulos em soja, devido ao aumento do numero de
pelos radiculares disponiveis para serem infectados por B. japonicum (Chibeba et al., 2015),
ou seja, presume-se que o aumento da nodulagédo de plantas co-inoculadas seja uma resposta
as alteragdes causadas pelo Azospirillum spp. na morfologia radicular (Saikia et al., 2010).

Os resultados indicam também que nos ensaios conduzidos em Guarapuava/PR,
Lapa/PR e Sertdo/PR, a produtividade esta diretamente relacionada com o nimero e a massa
de nddulos. Os achados deste estudo concordam com os resultados de Dhami and Prasad
(2009), de acordo com estes autores, houve forte correlagdo positiva (r = 0,982) entre o
numero de nddulos radiculares e o rendimento da cultura, 0 que sugere que ocorre otimizacdo
da nodulagdo da raiz pela inoculagéo de cepas compativeis de BPCP’s ¢ B. japonicum.

N&o obstante, em todos os locais estudados, as avaliagfes demonstraram que sempre
havia nddulos no tratamento controle negativo (Tabela 4). A presenca de ndédulos, mesmo nos
tratamentos sem inoculacdo e em areas sem historico do cultivo de soja demonstra que no
solo, ha estirpes nativas de B. japonicum e que essas possuem a capacidade de nodular as
plantas de soja. Porém, mesmo com a presenca de microrganismos nativos, quando realizou-
se a inoculacdo — controle positivo — verificou-se aumento no nimero e massa de ndédulos.
Neste contexto, de acordo com Matoso & Kusdra (2014) altas populacgdes de Bradyrhizobium
spp. nativos, por si sO, ndo sdo capazes de melhorar os indicadores de nodulacdo e fixacao
bioldgica de nitrogénio. Logo, existe a necessidade de re-inoculagdo com numeros elevados
de células em inoculantes e/ou aplicagdo de cepas altamente competitivas de B. japonicum
para superar as populagdes de solo residente e aumentar os beneficios da FBN na cultura da
soja (Hungria & Mendes, 2015; Mendes et al., 2000).

Outrossim, destaca-se, em fungéo dos resultados deste estudo, o impacto negativo no

numero e na massa de nédulos ocasionado pelo controle nitrogenado (Tabela 3). A aplicacéo
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de fertilizante nitrogenado na cultura da soja afetou negativamente o nimero de nddulos e a
massa de nodulos, o que aponta baixo desempenho simbidtico, sem melhorar o rendimento
das culturas (Cerezini et al., 2016; Kaschuk et al., 2016). E importante destacar que 0s
impactos do uso de fertilizantes nitrogenados na fixacdo de N e no rendimento das culturas é
variavel em funcdo das cultivares de soja, da estirpe de B. japonicum utilizada, da quantidade
e da época de aplicacdo do N (Zuffo et al., 2018). Por fim, achados de Santachiara et al.,
(2017) demonstraram que a cada quilo de N mineral absorvido da solucdo do solo representa
reducdo de 1,4 kg de N oriundo da FBN. De acordo com Saito et al., (2014) quando os niveis
de nitrato estdo altos no solo, a planta promove o crescimento das raizes laterais para absorver
eficientemente o nitrato. O maior consumo de fotoassimilados nas raizes durante a formacao
das raizes laterais reduz o suprimento de fotoassimilados aos nddulos e, posteriormente, reduz
o0 crescimento dos nddulos e a atividade da FBN (McCoy et al., 2018; Saito et al., 2014).

Ainda, de acordo com Rego et al., (2018) a co-inoculacdo de sementes de soja com B.
japonicum e A. brasilense favorece o desenvolvimento das plantas, aumentando o0s
componentes de rendimento, o rendimento de grdos e a qualidade das sementes. Os trés
principais componentes do rendimento, em soja, sdo: numero de vagens por area, nimero de
gréos por vagem e massa de gréos. Os achados deste estudo corroboram com Mundstock &
Thomas (2005), segundo estes autores o numero de vagens por planta, que culmina no
namero de graos por planta, € o0 componente mais importante quando se busca aumentos no
rendimento de grdos, devido a grande faixa de variacdo que pode ser obtida neste
componente, 0 que garante parte da plasticidade fenotipica da soja.

Os resultados obtidos neste estudo, em diferentes locais, permitem inferir que as
BPCP’s sdo uma importante estratégia para aumentar a produtividade da cultura da soja sem

aumentar o consumo de insumos que poderiam ser danosos ao ambiente.

5. Conclusdes

Em todos os locais estudados foi possivel verificar que as BPCP’s, em co-inoculagdo
com o B. japonicum, propiciaram incrementos de produtividade na cultura da soja;

As BPCP’s que apresentaram maior estabilidade de resultados positivos entre os locais
e safras foram B. subtilis, B. pumilus e Bacillus sp.;

O uso de mais de uma BPCP em co-inoculagdo com o B. japonicum, consorcio
bacteriano, se mostra como alternativa para minimizar a variabilidade dos resultados devido

as especificidades de cada local.
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AS BPCP’s proporcionaram incrementos na massa ¢ no numero de nodulos, e essas
caracteristicas estdo diretamente relacionadas com a produtividade da cultura;

O uso das BPCP’s influenciou positivamente os componentes de rendimento massa de
mil grdos e nimero de grdos por planta, componentes de rendimento estes que mais se
relacionaram positivamente com a produtividade;

Fazem-se necessarios mais estudos afim de buscar melhor compreensdo sobre o
comportamento das BPCP’s em diferentes condi¢des edafoclimaticas. E importante também
entender como cada BPCP impacta positivamente a cultura da soja, cujo objetivo é favorecer
os efeitos positivos e simplificar a tomada de decisdo sobre qual ou quais BPCP’s podem ser

usadas em determinadas situagoes;
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