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RESUMO

Dentre os desafios para aumentar a producdo de alimentos e atender a crescente
demanda populacional, sdo comumente aplicadas altas doses de fertilizantes. Nesse sentido,
devido ao alto custo dos insumos minerais ndo renovaveis, e a conscientizacdo em busca de
uma agricultura regenerativa, tornam-se cada vez mais comuns pesquisas com
microorganismos como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), que além de
propiciarem a FBN, tém se destacado pela sintese de compostos com ac¢éo bioestimulante (fito-
hormonal) e biofertilizante, sendo utilizadas uma ou mais estirpes no cultivo. Portanto, o
objetivo foi estudar o estado nutricional, os parametros produtivos e a produtividade da cultura
da soja, em funcdo de diferentes coinoculagdes entre as BPCPs, em regido de Cerrado. O
experimento foi desenvolvido na safra 2021 em Latossolo Vermelho Distrofico de textura
argilosa sob sistema plantio direto. O delineamento experimental foi em blocos casualizados
com quatro repeticbes e 12 tratamentos: T1 — inoculagdo apenas com Bradyrhizobium
japonicum, sendo adicionado a todos os demais tratamentos; T2 — Azospirillum brasilense
(estirpes Ab-V5 e Ab-V6); T3 — Bacillus subtilis (estirpe CCTBO04); T4 - Bacillus
amyloliquefaciens (estirpe CCTBO06); T5 — Pseudomonas fluorescens (estirpe CCTBO03); T6 —
Gram Negativas: A. brasilense + P. fluorescens; T7 — Gram Positivas: B. subtilis + B.
amyloliquefaciens; T8 — Gram-positivas + A. brasilense T9 — Gram-positivas + P. fluorescens;
T10 — Gram-negativas + B. subtilis; T11 — Gram-negativas + B. amyloliquefaciens; T12 —
Coinoculacdo com todas as BPCPs. Para a massa e nimero de nddulos, foi observado
incrementos da ordem de 216% e 300% nos tratamentos T11 e T10, em relagdo T1,
respectivamente. A absorcdo dos macronutrientes K, Ca e Mg podem ser influenciada pela
aplicacdo das coinoculacGes com BPCPs. O mesmo ocorre para 0s micronutrientes cationicos,
com aumento das concentracdes de Cu e Zn, e reducdo da concentracdo de Fe na folha diagnose
da soja. Com base no presente trabalho foi possivel concluir que misturas de bactérias BPCPs
no sulco de semeadura sdo efetivas no aumento da produtividade da cultura da soja, com
destaque para os tratamentos T9, T4, T12, T3 e T6 respectivamente, sendo o T9 (Pseudomonas
fluorescens + Bacillus subtilis + Bacillus amyloliquefaciens) o melhor entre eles, que resultou

em um incremento de 13,7 sacas por hectare.

Palavras-chave: Glycine max L., Fixacdo bioldgica de nitrogénio, Inoculacéo.



ABSTRACT

Among the challenges to increasing food production and meeting growing population
demand, high doses of fertilizers are commonly applied. In this sense, due to the high cost of
non-renewable mineral inputs, and the awareness in search of regenerative agriculture, research
with microorganisms such as plant growth-promoting bacteria (BPCPs) has become
increasingly common, which in addition to providing FBN , have stood out for the synthesis of
compounds with biostimulant (phytohormonal) and biofertilizer action, with one or more
strains being used in cultivation. Therefore, the objective was to study the nutritional status,
productive parameters and productivity of soybean crops, depending on different
coinoculations between BPCPs, in the Cerrado region. The experiment was carried out in the
2021 harvest in a Dystrophic Red Oxisol with a clayey texture under a direct planting system.
The experimental design was in randomized blocks with four replications and 12 treatments:
T1 — inoculation only with Bradyrhizobium japonicum, being added to all other treatments; T2
— Azospirillum brasilense (strains Ab-V5 and Ab-V6); T3 — Bacillus subtilis (strain CCTBO04);
T4 - Bacillus amyloliquefaciens (strain CCTBO06); T5 — Pseudomonas fluorescens (strain
CCTBO03); T6 — Gram Negative: A. brasilense + P. fluorescens; T7 — Gram Positive: B. subtilis
+ B. amyloliquefaciens; T8 — Gram-positive + A. brasilense T9 — Gram-positive + P.
fluorescens; T10 — Gram-negative + B. subtilis; T11 — Gram-negative + B. amyloliquefaciens;
T12 — Coinoculation with all BPCPs. For the mass and number of nodules, increases of the
order of 216% and 300% were observed in treatments T11 and T10, in relation to T1,
respectively. The absorption of macronutrients K, Ca and Mg can be influenced by the
application of coinoculations with BPCPs. The same occurs for cationic micronutrients, with
an increase in the concentrations of Cu and Zn, and a reduction in the concentration of Fe in the
soybean leaf. Based on the present work, it was possible to conclude that mixtures of BPCPs
bacteria in the sowing furrow are effective in increasing the productivity of soybean crops, with
emphasis on treatments T9, T4, T12, T3 and T6 respectively, with T9 (Pseudomonas
fluorescens + Bacillus subtilis + Bacillus amyloliquefaciens) the best among them, which
resulted in an increase of 13.7 bags per hectare.

Keywords: Glycine max L., Biological nitrogen fixation, Inoculation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado Pais modelo na aplicacao dos beneficios da fixacdo biologica do
N2 (FBN), especialmente pela utilizag&o de estirpes elite de Bradyrhizobium com a cultura da
soja, em simbioses capazes de suprir quase que totalmente (> 90%) a demanda da planta por
nitrogénio (Garcia, Nogueira e Hungria, 2021). Estimativas apontam para contribui¢es da
FBN da ordem de mais de 300 kg ha* de N, além da liberacéo na palhada de 20~30 kg ha™* de
N para a cultura seguinte. Outro grupo de microrganismos benéficos é representado por
bactérias associativas como o Azospirillum brasilense, capazes de promover o crescimento das
plantas por meio de Vvarios processos, incluindo a producéo de horménios de crescimento como
acido indolacético (AlA), giberelinas (GAs) e citocininas, inducao de resisténcia sistémica a
doencas e estresses ambientais, capacidade de solubilizar fosfato e, também, de realizar FBN
(Radwan, Mohamed e Reis, 2004).

A técnica da coinoculacdo, cada dia mais difundida, consiste na combinacao de dois ou
mais microrganismos distintos, que atuando em conjunto, sdo capazes de produzir efeitos
sinérgicos, como maior FBN, desenvolvimento do sistema radicular, e consequente melhoria
na absorcéo de dgua e nutrientes. Neste contexto, inoculantes a base de bactérias diazotroficas
tém sido recomendados para a cultura da soja, com base na interacdo entre Azospirillum
brasilense e Bradyrhizobium, que tém demonstrado beneficios na nutricao e produtividade da
cultura quando utilizados em conjunto (Galindo, 2018).

No entanto, esta tecnologia geralmente se limita apenas a dois parceiros microbianos, e
tanto na literatura cientifica ha poucos trabalhos a campo envolvendo trés ou quatro bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) aplicadas conjuntamente. Abdallah et al. (2018)
consideram que 0s consorcios de bactérias sdo eficientes, pois cada parceiro pode realizar
diferentes partes da rota de degradacdo catabdlica, como um sinergismo BPCPs-hospedeiro,
trazendo assim uma soma de beneficios, sendo a maioria destes ainda ndo desvendados nas
principais culturas cultivadas.

Bactérias como as do género Bacillus sp. sdo capazes de formar um biofilme muito forte
e estavel na rizosfera, constituido por uma comunidade bacteriana multicelular, conferindo ao
hospedeiro vegetal tolerdncia a estresses bidticos e abioticos (stress hidrico, ataque de
nematoides, competicdo com daninhas), sintese de metabolitos que promovem o crescimento
vegetal (AIA, GAs, ACC-disseminases), melhoram a eficiéncia de formas nitrogenadas (NOs",
NH4™) e ureideos, bem como, previnem a infeccdo de patdgenos, pela sintese de compostos
organicos volateis de acdo antifungica e anti-biotica (Radhakrishan et al., 2017). Dentre as
BPCPs, a Pseudomonas fluorescens € uma das mais promissoras, devido suas caracteristicas de
rapido crescimento, simples requisitos nutricionais, alta mobilidade e capacidade de utilizar
diversos substratos organicos. Sdo rizobactérias gram-negativas, aerébicas, que colonizam
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profundamente a superficie da raiz, e sdo capazes de colonizar e persistir na rizosfera por longo
ciclo (Dorjey, Dorkai e Sharma, 2017).

Abdallah et al. (2018) em ensaio in vitro com plantulas de tomate inoculados com
Bacillus amyloliquefaciens observaram que as plantulas inoculadas resultaram em 36,3 e 27,2%
de incremento no comprimento de raizes e brotos, respectivamente. Oliveira et al. (2012a)
verificaram incremento de 24 e 11% nos teores de P e K dos graos de milho inoculados com
Pseudomonas spp., aléem de aumento de 22% na produtividade. Apesar destes resultados,
trabalhos avaliando o efeito da coinoculagdo com mais de duas BPCPs sdo excassos.

Diante o exposto, torna-se evidente a necessidade de novos estudos acerca da utilizagio
de BPCPs e suas interacdes, e acredita-se que possam existir efeitos sinérgicos benéficos ainda
ndo descobertos pela pratica de uma ‘coinoculagdo multipla’ envolvendo combinagdes das
bactérias Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas fluorescens e
Azospirillum brasilense, e seus efeitos na dindmica nutricional, culminando em maior
desenvolvimento e produtividade da cultura da soja. Ressalta-se ainda que o baixo custo de
inoculantes, somado a facilidade de aquisicdo e sua crescente difusdo no mercado, permite a
adocdo da tecnologia de forma viavel e promissora, rumo a uma agricultura cada vez mais
sustentavel. Sendo assim, o objetivo foi estudar o estado nutricional, o acimulo de matéria seca,
0s parametros produtivos e a produtividade da cultura da soja, em funcdo de diferentes
coinoculagdes entre as BPCPs (B. subtilis, P. fluorescens, B. amyloliquefaciens e A. brasilense)
e Bradyrhizobium japonicum, em regido de Cerrado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. COINOCULAGCAO COM BPCPs: DA INFECCAO AOS MECANISMOS DE
PROMOCAO VEGETAL

Durante o século passado, 0s avancos na agricultura aliados a descobertas cientificas
provocaram um aumento significativo e essencial na produtividade dos cultivos, garantindo
assim alimentos a populacdo mundial (Lobell et al., 2011). No entanto, juntamente com 0s
avancos da agricultura, surgiram sérios problemas socioambientais, como a degradacdo de
habitats naturais e areas de preservacdo, poluicdo dos solos e da agua, aumento da temperatura
terrestre, e ainda assim, a populacdo mundial continua crescendo ano a ano (Pérez-Montano et.
al, 2014). Nesse sentido, torna-se essencial manter os incrementos produtivos, de forma a alterar
0 menos possivel o meio ambiente. Claramente, devemos buscar solu¢fes para uma agricultura
mais ambientalmente sustentavel, que mantenha os ecossistemas e a biodiversidade (de Moraes
Saetal., 2017).

Uma forma potencial para diminuir o impacto ambiental negativo pelo uso continuo de
fertilizantes, herbicidas é a utilizacdo de BPCP. Esse termo foi definido pela primeira vez por
Kloepper e Schroth (1978) para descrever bactérias do solo que colonizam a rizosfera de
plantas, crescendo dentro, sobre ou ao redor de tecidos vegetais, e estimulam o crescimento das
plantas por uma série de mecanismos (Basu et al., 2017). Desde entdo, atividades de pesquisa
voltadas a compreensdo de como essas bactérias desempenham seus efeitos positivos tem
aumentado constantemente, e trabalhos sobre microrganismos vém sendo publicados (Bashan,
2006; Hungria, 2011; Pérez-Montano, 2014; Ferreira, M. Soares, V. Soares, 2019). Atualmente,
as BPCP consistem em um grande grupo de microrganismos rizosféricos, que vivem e
interagem com as plantas, melhorando seu crescimento (Gupta et al., 2018), estas sdo parte

indispensavel do ecossistema e sua presenca é benéfica para o crescimento vegetal.

Quanto aos tipos de associagao bactéria-hospedeiro e suas as formas de colonizagéao, 0s
BPCPs podem ser classificados como: 1) BPCPs de vida livre ou rizésfericas, que corresponde
a bactérias encontradas principalmente na rizosfera ou em inter-espacos do cortex radicular, e
sdo classificadas como bactérias de vida livre (Cassetari et al., 2016). Esse grupo e representado
principalmente pelas bactérias do género Azospirillum, Beijerinckia, Derxia e Azotobacter

(Reis et al., 2018); e 2) BPCPs endofiticas, as quais colonizam os tecidos internos das plantas,
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sem ocasionar sintoma de patogenicidade, podendo acabar por produzir ou ndo estruturas
externas visiveis (no caso das bactérias formadoras de nodulos) (Kwak et al., 2012); os
principais géneros de BPCPs endofiticas consistem Herbaspirillum, Bacillus, Pseudomonas,
Azoarcus, Gluconobacter, Rhizobium e Bradyrhizobium. Mais recentemente, a classificacdo
BPCP na literatura foi refinada, incluindo apenas espécies que satisfazem duas das trés
condicBes a seguir: colonizacdo agressiva, estimulo ao crescimento das plantas e biocontrole

de organismos patogénicos (Bhattacharyya; Jha, 2012).

Quanto aos tipos de associacdo bactéria-hospedeiro e suas as formas de colonizagéo, 0s
BPCPs podem ser classificados como: 1) BPCPs de vida livre ou rizdsfericas, que corresponde
a bactérias encontradas principalmente na rizosfera ou em inter-espacgos do cortex radicular, e
sdo classificadas como bactérias de vida livre (Cassetari et al., 2016). Esse grupo € representado
principalmente pelas bactérias do género Azospirillum, Beijerinckia, Derxia e Azotobacter
(Reis et al., 2018); e 2) BPCPs endofiticas, as quais colonizam os tecidos internos das plantas,
sem ocasionar sintoma de patogenicidade, podendo acabar por produzir ou ndo estruturas
externas visiveis (no caso das bactérias formadoras de nddulos) (Kwak et al., 2012); Os
principais géneros de BPCPs endofiticas consistem Herbaspirillum, Bacillus, Pseudomonas,
Azoarcus, Gluconobacter, Rhizobium e Bradyrhizobium. Mais recentemente, a classificagdo
BPCP na literatura foi refinada, incluindo apenas espécies que satisfazem duas das trés
condicdes a seguir: colonizacdo agressiva, estimulo ao crescimento das plantas e biocontrole

de organismos patogénicos (Bhattacharyya; Jha, 2012).

A contribuicdo positiva no crescimento de plantas pelo emprego de microrganismos
BPCP ocorre por uma série de mecanismos de acdo, e assim, as bactérias podem ser

classificados de acordo com sua funcédo: Biofertilizantes (promovem o aumento da oferta de

nutrientes, como NH4+, 8042_ ou H,PO,); Bioestimuladoras (capazes de produzir
fitohormonios promotores do crescimento vegetal ou regular a sintese de etileno na planta), ou
Bioprotetoras (sintetizando antibidticos ou enzimas antiflngicas que controlam populagdes
patogénicas, atenuacdo de estresses bidticos e abioticos) (Ferreira; Soares; Soares, 2019).
Géneros bacterianos especificos como Bacillus sp., A. brasilense, Azotobacter sp.,
Pseudomonas sp. e Pantoea sp., podem atuar em dois ou até trés mecanismos de acédo, se
inserindo como BPCPs potenciais para uso como inoculantes comerciais na agricultura

(Ferreira; Soares; Soares, 2019).
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As BPCPs além de eficazes na degradacdo de compostos poluentes, auxiliam
diretamente na solubilizacdo de fosforo, fixacdo bioldgica de N-atmosférico, produgdo de
fitormonios de crescimento, melhorando assim a nutricdo vegetal, e desse modo os teores de
nitrato e amoénio nas folhas, proporcionando uma planta mais vigorosa e consequentemente,
mais produtiva (Denton, 2007; Galindo et al, 2016). Na literatura, diversos trabalhos
demonstram a viabilidade do emprego de BPCPs na agricultura (Bashan et al., 2006; Hungria,
2011; Pérez-Montano et. al, 2014; Ferreira, Soares e Soares, 2019), porém, pesquisas que visam
uma inoculacdo maultipla, ou combinada (trés ou mais bactérias conjuntas), onde os beneficios
dos principais géneros PGPR se somam em uma mesma cultura, sdo escassos. Rahman et al.
(2002) consideram que os consorcios de bactérias sdo eficientes, pois cada parceiro pode
realizar diferentes partes da rota de degradacdo catabdlica, como um sinergismo BPCPs-
hospedeiro, trazendo assim uma soma de resultados, sendo a maioria ainda ndo desvendados

nos principais cereais cultivados.

Bactérias como as do género Bacillus sp. sdo capazes de formar um biofilme muito forte
e estavel na rizosfera, constituido por uma comunidade bacteriana multicelular coberta por uma
matriz auto secretada (Beauregard et al., 2013), e dessa forma conferem ao hospedeiro vegetal
tolerdncia a estresses bidticos e abidticos (como stress hidrico, ataque de nematoides,
competicdo por plantas daninhas), sintetizam metabdlitos que promovem o crescimento vegetal
(AIA, giberelinas, citocininas, ACC-disseminases), melhoram a eficiéncia de formas
nitrogenadas (NO2", NH4") e ureideos, bem como, previnem a infec¢cdo de patdgenos, pela
sintese de compostos organicos volateis de acdo antiflngica e antibiética (Radhakrishan et al.,
2017). Dessa forma, a implantacdo de BPCPs em sistemas de producdo agricola para aliviar
estresses bidticos e abioticos se insere como pratica ambientalmente amigavel na busca por uma

producdo de alimentos cada vez mais sustentavel (Vejan et al., 2016).

Entre os BPCPs, Pseudomonas fluorescens é uma das mais promissoras, devido suas
caracteristicas de rapido crescimento, simples requisitos nutricionais, alta mobilidade e
capacidade de utilizar diversos substratos organicos (Dorjey; Dorkai e Sharma, 2017).
Pseudomonas fluorescens constituem rizo-bactérias gram-negativas, aerobicas, mdveis com
auxilio de flagelos polares, e tém a capacidade de produzir pigmento verde amarelo soltvel em
agua. Altamente adaptadas a rizosfera, apresentam uma rapida taxa de crescimento no rizoplano
e sdo capazes de utilizar um grande numero de substratos organicos, incluindo exsudatos
radiculares (Whipps, 2001).
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O fator crucial atribuido ao género Pseudomonas sp. como sucesso de controle
bioldgico, é gracas sua capacidade de colonizar e persistir na rizosfera, tanto ao longo da estacdo
de crescimento, bem como quando sdo reintroduzidos em raizes por meio da inoculacdo de
sementes ou indculos naturais, colonizando profundamente a superficie da raiz, e exercendo
importante efeito protetor sobre esta atraves do antagonismo contra fungos e bactérias
fitopatogénicos (VanLoon et al., 1998). Para Suneesh (2004), o mecanismo de biocontrole
envolve a ativacdo e sintese de aleloquimicos bacterianos, incluindo antibioticos, sider6foros
quelantes de ferro (Fe), bem como metabdlitos antifdngicos (piroluteorina, pirrolnitrina e

fenazinas).

Dentre os mecanismos de acdo envolvidos na promoc¢do do crescimento vegetal e
biofertilizacdo, a producdo de substancias como IAA, Citocininas e ACC-disseminasses foi
reportada (Suneesh, 2004; Berta et al., 2014). Rashid et al (2012) e Subramanian et al. (2014)
isolando e caracterizando endofiticos envolvidos na promocdo de plantas, verificaram a
capacidade da sintese de aménio (NH4") e solubilizacdo de fosfato, por meio do género
Pseudomonas sp. Além disso, a producdo de HCN, e o comportamento antagdnico em varios
patdgenos vegetais de importancia econdmica, como Fusarium oxysporum, Pythium ultimum e

Fusarium udum também foram descritos (Sulochana et al., 2014).

A resposta positiva a inoculacdo por Pseudomonas spp. foi analisada em uma série de
culturas de interesse agronémico, dentre as principais, arroz, trigo e tomate, onde foram
relatados aumento da concentracdo de Fe (Nagata, 2017), incremento de parte aérea vegetal
(Garcia de Salamone et al., 2012), resiliéncia a seca (Pourbabaee et al., 2018), e aumento no
rendimento de graos (Gopalakrishnan et al., 2017). De forma similar, Oliveira et al. (2012a)
verificaram aumento em 22,4% na produtividade de gréos de milho com aplicacdo de 250 kg
ha! do formulado 08-28-16 e aumento nos teores de P e K nos grios em 24,8 e 10,7% (Oliveira

et al., 2012b), respectivamente.

Muitos microrganismos do solo foram propostos como BPCPs promissores para
culturas agricolas, considerando suas propriedades fito-benéficas (Tiwari et al., 2016),
tolerancia aos estresses abidticos (Pourbabaee et al., 2018). As bactérias do género Bacillus se
inserem como os residentes microbianos mais abundantes do solo, com presenca universal, e

que desenvolveram eficientes mecanismos PGPR.

O Bacillus spp. sdo bactérias gram-positivas em forma de bastonete, méveis no solo,

obrigatoriamente ou facultativamente aerdbias, dotadas de hastes formadoras de esporos (Xu;
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Cote, 2003). Capazes de sobreviver em diferentes nichos, incluindo condi¢fes ambientais
extremas como temperatura, pH, e solos salinos, desenvolveram caracteristicas fisioldgicas
distintas como parede celular de mdltiplas camadas, formagdo de enddsporos, secrecdo de
moléculas de sinal-peptideo, antibioticos e enzimas extracelulares (Brito et al., 2017).
Descobertas em 1835 por Christian Gottfried Ehrenberg por sua alta diversidade ribossomica
16S, estas bactérias atuam singularmente em mecanismos diretos e indiretos que melhoram e
promovem o crescimento das plantas e sua produtividade, mesmo sob condi¢des ambientais

diversas.

Dentre estes, a FBN atmosférico ocorre por Bacillus spp., gracas a presenca de genes
estruturais designados “genes da Nitrogenase (nifH)”, envolvidos tanto na sintese da proteina
Fe- hemoglobina, quanto na biossintese do cofator Fe-molibdénio, para doacdo de elétrons e

regulacdo das proteinas que atuam na formacdo da enzima Nitrogenase (Padda et al., 2017).

Além do N, a biofertilizacdo envolve a solubilizacéo de nutrientes, convertendo-os para
formas solGveis no solo, entre estas H,POs, K* e Zn?* (Kim et al., 2017). Essas bactérias,
incluindo B. amyloliquefaciens, B. megaterium, e B. subtilis secretam varios &cidos organicos,
dentre eles acido oxalico, acético, malico e mal6nico, para solubilizar os nutrientes do solo,
melhorando sua disponibilidade na rizosfera (Kim et al., 2017; Satyaprakash et al., 2017), e
consequentemente, sua disponibilidade para as plantas. Calvo et al. (2016), avaliando
inoculante com quatro estirpes de Bacillus spp., observaram incrementos no crescimento e nas
concentragdes nutricionais (N, P e K) na cultura do milho, demonstrando o potencial do Bacillus
sp. na nutricdo e promocdo do crescimento de plantas. Em vista disso, isolados de B. subtilis e
B. aryabhattai extraidos da rizosfera do milho, relataram potencialmente eficientes na

solubilizagdo de Zn?* insoltvel, melhorando sua biodisponibilidade no solo (Park et al., 2017).

Microrganismos BPCPs séo identificados pela producdo de varios fito-hormonios
dentre estas auxinas, citocininas, e acido giberélico como metabdlitos secundarios (Bashan et
al., 2004; Tiwari et al., 2016). Muitos BPCPs, incluindo Bacillus sp., produzem e modulam
niveis de fitormodnios enddgenos das plantas, regulando assim o equilibrio hormonal vegetal e
sua resposta aos estresses bidticos e abidticos (Pourbabaee et al.,, 2018). Analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa com Bacillus aryabhattai SRB02
demonstrou significativa producdo de quantidades de AlA, citocinina, &cido abscisico e &cidos
giberélicos pela bactéria em meio de cultura (Park et al., 2017), comprovando seu papel na

bioestimulagédo vegetal.
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Abdallah et al. (2018) em ensaio in vitro com plantulas de tomate inoculados com B.
amyloliquefaciens, estudando a promocao do crescimento, niveis de AlA, e FBN, observaram
que as plantulas inoculadas resultaram em 36,3 e 27,2% de incremento no comprimento de
raizes e brotos, respectivamente, além do aumento da massa fresca da raiz e da parte aérea. A
resposta positiva a inoculacdo por Bacillus sp. foi analisada em uma série de culturas de
interesse agrondmico, dentre essas feijdo (Sabaté et al., 2017), banana (Kesaulya et al., 2018),
girassol (Pourbabaee et al., 2018), e tomate (Akram et al., 2015) com resultados positivos,
como: aumento da biomassa (Akram et al., 2015; Pourbabaee et al., 2018; Sabaté et al., 2017),
incremento na atividade da clorofila e teores de Fe-foliar (Pourbabaee et al., 2018), além da
maior resisténcia a patdgenos vegetais (Kesaulya et al., 2018; Sabaté et al., 2017) pela
inoculacdo de Bacillus sp. como promotor do crescimento de plantas, e seus beneficios ao meio

ambiente, e no aumento da produtividade das culturas.

Dentre as bactérias designadas promotoras de crescimento de plantas, ndo noduliferas,
e com capacidade de FBN, Azospirillum sp. se inserem como um dos BPCPs na literatura
cientifica mundial, conhecidas por resultados de promocdo do crescimento, em diversas
culturas (Bashan; de-Bashan, 2010). Isolada e relatada pela primeira vez em 1978, as bactérias
do género Azospirillum sp. ocorrem em formato de haste curva, gram-negativas, s&o
microaerofilicas (Mehnaz, 2014), e tem chamado atencao dos pesquisadores por sua capacidade
de colonizar plantas em diferentes ecossistemas, desde regiGes tropicais até locais com

temperaturas abaixo de 0 °C.

Durante muitas décadas apenas cinco espécies foram descritas, dentre elas A. brasilense
e A. lipoferum foram as primeiras e, portanto, as mais estudadas (Kaneko et al., 2010).
Recentemente, dez novos géneros foram descritos na literatura (Bashan et al., 2006), compondo
um total de 15 spp. catalogadas, das quais, nenhuma linhagem é relatada como patégeno
humano ou vegetal, sendo assim, considerada a bactéria mais segura que pode ser usada como
biofertilizante e bioestimulante em nivel comercial (Mehnaz, 2014), especialmente para cereais

ou gramineas, incluindo trigo e arroz, de ampla importancia socioeconémica.

De acordo com Cassan e Diaz-Zorita (2016), plantas inoculadas com cepas de
Azospirillum sp. promovem aumento no numero e comprimento-diametro dos pelos radiculares
e raizes laterais, surtindo maior absorcao de dgua e nutrientes, em especial o nitrogénio, o que
melhora a nutricdo vegetal, e consequentemente, a produtividade e qualidade dos grdos. Um

dos mecanismos mais importantes & promocéo vegetal por Azospirillum é dada sua capacidade
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de FBN, atuando como um filtro de nitrogénio “freeliving” que ndo produz nodulos,
caracterizando-a como “bactéria ndo especifica promotora do crescimento de plantas” (Bashan
et al., 2006). Azospirillum sp. ocorre em abundancia na rizosfera, permanecendo na superficie
da raiz em estreita associacdo com a planta, fixando N biologicamente, alterando os teores de
NO3 e NH4*, além de promover a sintese de fitormdnios do crescimento (Bashan; de-Bashan,
2010; Dorjey; Dorkai; Sharma, 2017).

Mecanismos envolvidos na sintese de compostos que atuam na promocao vegetal foram
relatados por Azospirillum sp. como IAA (Sahoo et al., 2014), cinetina (Tien et al., 1979), &cido
abscisico (Cassan et al., 2009), zeatina (Sahoo et al., 2014), acido giberélico (Sahoo et al.,
2014), e aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) (Kaneko et al, 2010) importantes na
regulacao da divisdo celular e niveis de etileno, formacao de raizes e taxa de xilema; Aumentam
a fotossintese e a producdo de varios metabdlitos que atuam no estresse bidtico vegetal (Bashan;
de-Bashan, 2010). Também foram relatados, por cepas de Azospirillum sp., capacidade de
solubilizar PO42- na regido rizosferica (Rodriguez et al., 2004), e sintetizar moléculas com
atividade antimicrobiana como HCN bacteriocina e acido fenilacetico (Sahoo et al., 2014),

reunindo assim, varios mecanismos que atuam no crescimento e desenvolvimento de plantas.

Para Bashan e de-Bashan (2010), esses mecanismos atuam em conjunto, e se encaixam
na “Teoria dos mecanismos multiplos”, onde a promocao do crescimento vegetal ndo se deve a
um mecanismo unico, pelo contrrio, é oriunda da combinacdo de varios mecanismos de acéo,
tidos por um tnico BPCP (Azospirillum sp. exemplo), ou advindos da combinacdo de diferentes
mecanismos de acdo advindos em cada caso de inoculacdo (trés ou mais BPCPs simultaneos),

tidos por uma coinoculacdo mdltipla, por exemplo.

Para Denton (2007), consoércios de bactérias se inserem como 0 proXimo passo nas
pesquisas com biofertilizacdo vegetal, pois as bactérias-BPCP, além de promoverem o
crescimento das culturas, auxiliam na degradacdo de compostos poluentes, e muitas vezes
atuam diretamente produzindo horménios, fixando nitrogénio atmosferico, solubilizando P ou
secretando sideroforos. Lucas et al. (2009) observaram efetividade na inoculacdo combinada
com cepas de P. fluorescens e Chryseobacterium balustinum no arroz, onde, a inoculagéo
isolada de cada cepa atenuou os danos iniciais de Brusone (Magnaporte grisea) na cultura, mas,
foi o tratamento da combinacdo de ambas as cepas que se mostrou o mais eficaz, atingindo 50%

de protecdo contra a doenca. Ainda, segundo os pesquisadores, uma relacdo sinérgica entre
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protecdo e aumento da produtividade e qualidade do arroz foi encontrada, pela coinoculagéo de
P. fluorescens e Chryseobacterium balustinum.

Rahman et al. (2002) postularam que consércios bactérianos sdo eficientes na
biossintese dos compostos vegetais, pois cada microrganismo BPCP pode realizar diferentes
partes da rota de degradacdo metabdlica, atuando em conjunto na promocdo vegetal, como
descoberto mais tarde, segundo a Teoria dos mecanismos multiplos (Bashan; de-Bashan, 2010).
Ardakani et al. (2011) constataram efeito sinérgico e aumento da eficiéncia de absorcéo de N,
P e K na cultura do trigo pela inoculagédo de Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis
isoladamente, e também pela coinoculacdo de Azospirillum e micorrizas. Contudo, estes
pesquisadores relataram um impacto adverso ao adicionar a bactéria Streptomyces sp.,
principalmente sobre a micorriza, justificando maiores pesquisas acerca da associacdo entre

BPCPs, e suas possiveis combinagdes.

Schultz et al. (2012), estudando a inoculagdo com diversos microrganismos associados
(Herbaspirilum seropedicae + H. rubrisubalbicans + Gluconacetobacter diazotrophicus + A.
amazonense + Burkholderia tropica) concluiram que o consércio de bactérias diazotroficas
promoveu incremento em produtividade na cultura da cana-de-aglcar (cultivar RB867515)
similar & adicdo de 120 kg ha? de N fertilizante. No entanto, pesquisas com coinoculaces
maultiplas (4 BPCPs simultaneamente) e suas combinacBes, com resultados em culturas
graniferas como a soja sdo escassos na literatura brasileira e internacional, evidenciando a

necessidade de pesquisas com coinoculagdes multiplas.

2.2. A RIZOSFERA COMO MEIO PARA INTERACAO DE COMUNIDADES
MICROBIANAS COM ESPECIES VEGETAIS

Estudada desde 1904 por Lorenz Hiltner — trabalhos pioneiros - que buscava descrever
especificamente a interacdo entre bactérias e raizes de leguminosas (Sugiyama et al., 2014), a
rizosfera hoje pode ser definida como ‘a regidao do solo que esta no campo de agédo ou influéncia
de uma raiz, onde raizes de plantas, solo e biota do solo interagem entre si’ (Lynch; Leij, 2012).
E rica em concentracdo de nutrientes e microrganismos, exibindo atividades bioldgicas e
guimicas intensas comparada ao solo ndo rizosférico (NR) (Prashar et al., 2014). Sua espessura
pode variar de alguns milimetros a varios centimetros, dependendo das condic¢Ges do tipo de

solo e bioma vegetal colonizado (Jones et al., 2009). A selecdo de microrganismos na rizosfera
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da soja - e outras plantas - é realizada por trocas moleculares, exsudadas na forma de enzimas,
alcaloides, glicosideos e exometabdlitos, atuando como forga motriz para a instalacdo de
populacdes microbianas ativas e aprimoradas na zona da raiz (Grayston et al., 1996).
Envolvidos na regulacdo fito-hormonal do crescimento e desenvolvimento de plantas, 0s
exsudatos facilitam as interacbes na rizosfera por meio de trocas especificas de sinais,
permitindo o reconhecimento e servindo como fonte de energia para 0s parceiros microbianos
nas interacOes vegetais (Bais et al., 2001; Venturi; Keel, 2016).

Capazes de modificar o ambiente rizosférico, exsudatos atuam selecionando
microrganismos benéficos - bactérias fixadoras de N, fungos epifitos micorrizicos - e
prevenindo ataques patogénicos, 0 que por sua vez, interferem ativamente na estrutura da
comunidade microbiana do solo (Nardi et al., 2000, Sanon et al., 2009).

A selecdo de microrganismos rizosféricos pela cultura da soja ndo € diferente,
compreendendo uma comunidade microbiana especifica, que seleciona sua rizosfera com base

em caracteristicas funcionais, relacionadas aos beneficios do rizoplano, como promocao do
3-
crescimento (Mendes et al., 2014), e nutricdo - metabolizacdo e transporte de N, PO, , K,

8042', Fe?*, e Zn?* (Zarei et al., 2011; Shober et al., 2014; Sugiyama et al., 2014, Park et al.,
2017). Yan et al. (2017), estudando o impacto da diversidade microbiana do solo na selecao de
comunidades bacterianas, demonstraram que as interacdes entre espécies bacterianas do mesmo
taxon foram maiores e grupos de genes funcionais especificos mais representativos em amostras
de solo rizosférico com J. vulgaris, comparadas ao solo ndo rizosférico. Buensanteai et al.
(2008) verificaram que Bacillus amyloliquefaciens cepa KPS46 em simbiose com a soja ativa
a sintese de 20 proteinas extracelulares, que elicitam o crescimento de plantas e a indugdo da
resisténcia sistémica. Estudos semelhantes realizados por Kim et al. (2015) demonstraram que
0s compostos organicos volateis (COV) da cepa JS de Bacillus subtilis incrementaram a
expressao de genes relacionados as vias da fotossintese, na cultura do tabaco (Nicotiana L.).
N&o obstante, Ali et al. (2020) analisando isolados da rizosfera de soja e gramineas cultivadas
por sequenciamento parcial 16S rRNA e cromatografia revelaram a presenca de Pseudomonas
aeruginosa FB2 como produtoras de exsudatos antibidticos (iturinas, surfactinas), AlA,
fosfatases (solubilizadoras de P) e ACC-diseminases, indutores do crescimento de plantas, além
de suprimir em > 65% a ocorréncia de Fusarium sp. e Aspergillus sp., patdgenos vegetais. Dessa
forma, revela-se que tanto os exsudatos radiculares das plantas podem influenciar a diversidade
de microrganismos residentes, quanto esses organismos também podem influenciar as plantas.

Essa selegdo mutualistica coincide com a teoria baseada em nichos (Chesson, 2000), indicando
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0 poder de selegdo pelas plantas, e outras varidveis ambientais, na formacéo de comunidades
microbianas, tanto a nivel taxondémico, quanto funcional (Tikhonova, 2019).

Os exsudatos radiculares sdo capazes de modificar o ambiente da rizosfera (Lynch; Leij,
2012), que altera lentamente os microrganismos do solo para apoiar o estabelecimento de
bactérias. A BPCP estabelecida, passa a realizar trocas moleculares na rizosfera para nutri¢éo
e/ou biocontrole do hospedeiro vegetal, alterando as propriedades e a estrutura de comunidades
microbianas do solo (Sanon et al., 2009). Dessa forma, compreender as reais contribuicdes de
BPCPs na rizosfera para incrementos na nutri¢do, sanidade e produtividade das culturas € muito
importante. No entanto, estudos que revelam a influéncia de coinocula¢bes ou associagdes
BPCP, atuando conjuntamente na estrutura e diversidade de comunidades microbianas, sdo
escassos. O uso de técnicas moleculares que avaliam a abundancia de comunidades na rizosfera
de leguminosas, como a soja, sdo excelentes promessas para um melhor entendimento das
interacdes plantas-BPCPs (Yan et al., 2017; Singh; Gupta, 2018), dentro dos paradigmas de

sustentabilidade da producéo de alimentos.

2.3. CULTURA DA SOJA E O SUCESSO DA COINOCULACAO COM Bradyrhizobium
sp. e Azospirillum brasilense

A soja a leguminosa mais importante incluida na dieta humana em muitos paises,
especialmente os emergentes (Pérez-Montafio et al., 2014). Em algumas regides do mundo, a
soja e seus derivados sdo 0s Unicos ou principais alimentos disponiveis (Bouchenak; Lamri-
Senhadji, 2013). Seus gréos sdo_uma excelente fonte proteica, sendo a principal utilizada na

alimentacdo animal, com baixa concentracdo de gorduras saturadas, e rica em fibras.

Dada sua importancia econémica, novas pesquisas com BPCPs e demais bactérias
fixadoras de N na cultura da soja, sempre em conjunto com Bradyrhizobium, foram
desenvolvidas nas Ultimas décadas (Urquiaga et al., 2005; Bashan et al., 2006; Hungria et al.,
2012). A técnica da coinoculagéo, pela utilizagdo de uma segunda bactéria de forma associativa
como complemento da inoculacdo convencional com rizébios em leguminosas, vem sendo
amplamente estudada, principalmente em associagdo com o género Azospirillum brasilense
(Hungria et al., 2010; Rodrigues et al., 2012; Galindo et al., 2018).

A coinoculacdo com Azospirillum brasilense na soja (B. japonicum + A. brasilense)
aumentaram a produtividade de gréos na soja na ordem de 19,6%, em relacdo a inoculagéo
tradicional (Hungria et al., 2013). Galindo et al. (2018), avaliando esta mesma coinoculagéo
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observaram incrementos na produtividade de grdos comparativamente a inoculagéo
convencional (B. japonicum) na ordem de 18,1%. Similarmente, Cassan et al. (2009),
reportaram maior germinacdo de sementes, aumento na formacdo de noédulos e melhoria no
desenvolvimento inicial de sementes de soja, inoculadas com cepas A. brasiliense AZ39 e B.
japonicum E109, demonstrando a possibilidade e viabilidade do emprego de combinac6es
BPCPs nas culturas.

Os resultados das pesquisas com coinoculagéo e o sucesso de Bradyrhizobium sp. com
Azospirillum Brasiliense no cultivo de soja no Brasil, evidenciam a importancia de mais estudos
para explorar mais beneficios que outras espécies de BPCPs descritas anteriormente podem
propiciar. Logo, isso pode evoluir para trés ou mais géneros simultaneamente combinados, ou
seja, a coinoculagdo multipla ou inoculagdo combinada”, onde cada microrganismo contribui
com parte dos mecanismos de acdo das BPCP, atendendo a ‘teoria dos mecanismos multiplos’
(Bashan e de-Bashan, 2010), e aumentando as possibilidades de associacdo bactéria-

hospedeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no periodo entre 16 de novembro de 2021 & 8 de margo
de 2022 na area experimental da Fazenda de Ensino Pesquisa e Extensdo, que pertence a
Faculdade de Engenharia — UNESP, localizada em Selviria — MS, com altitude de 335m e
coordenadas geogréficas (20°22' S, 51°22' W). O solo da area experimental é classificado como
LATOSSOLO VERMELHO Distrofico, textura argilosa, segundo classificacdo da Embrapa
(2018), o qual foi cultivado por culturas anuais por mais de 30 anos, sendo os ultimos 15 anos
em sistema plantio direto, sendo as culturas anteriores o milho e a soja, respectivamente.

O clima é classificado como tropical tmido com estagdo chuvosa no verdo e seca no
inverno, do tipo fundamental Aw (KOPPEN, 2001), e a temperatura média anual de 23,5 °C,
precipitacdo pluvial média anual de 1370 mm, com umidade relativa do ar média anual entre
70 e 80%.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro repeticoes, e 12
tratamentos, sendo:

Trata- | Coinoculagdo de bactérias com tratamento

Tipos de inoculagao mentos | controle (B. Japonicum)

Controle (Bradyrhizobium japonicum) T1 (auséncia de inoculacédo adicional)
Bactérias isoladas T Azospirillum brasilense (estirpes Ab-V5 e Ab-
V6)

T3 Bacillus subtilis (estirpe CCTB04)

T4 Bacillus amyloliquefaciens (estirpe CCTB06)

T5 Pseudomonas fluorescens (estirpe CCTB03)

Gram-negativas T6 A. brasilense + P. fluorescens

Gram-positivas T7 B. subtilis + B. amyloliquefaciens
Gram-positivas + A. brasilense T8 B. subtilis + B. amyloliquefaciens + A. brasilense
Gram-positivas + P. fluorescens T9 B. subtilis + B. amyloliquefaciens + P. fluorescens
Gram-negativas + B. subtilis T10 | A brasilense + P. fluorescens + B. subtilis

A. brasilense + P. fluorescens + B.

Gram-negativas + B. amyloliquefaciens T11 : .
amyloliguefaciens

Coinoculagdo multipla com todas A.brasilense + B. subtilis + B. amyloliquefaciens +
T12
BPCPs P. fluorescens

Cada parcela foi composta por oito linhas de 5 metros, sendo espacadas por 0,50 m,
totalizando 20 m?. Foi considerada érea (til da parcela as 4 linhas centrais, sendo descontada a
bordadura, totalizando assim como é&rea efetiva amostral de 5 m? por parcela.
A cultivar utilizada foi a TMG7063, com 18 sementes por metro, a adubagéo de semeadura foi
realizada utilizando a dose de 300 kg ha do fertilizante formulado N-P-K (02-20-20).
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Todas as sementes foram inoculadas com Bradyrhizobim japonicum (estirpes SEMIA
5079 e SEMIA 5080, com garantia de 5x10° UFC mL™), poucas horas antes da semeadura, a
sombra, com auxilio de uma betoneira limpa na dose de 200 mL ha, na qual foram também
incorporados Cobalto e Molibdénio — 1,5% de Co (19,5 g L), 19,5% de Mo (195 g L). Os
inoculantes com BPCPs empregados nos tratamentos adicionais, sdo de estirpes comerciais ja
registradas, sendo: Azospirillum brasilense estirpes AbV5 e Abv6 (2x108 UFC mL™) a dosagem
correnpondente de 200 mL ha, Bacillus subtilis estirpe CCTB04 (CNPS02720, 1x108
UFC/mL) a dosagem correnpondente de 100 mL ha*; Bacillus amyloliquefaciens estirpe
CCTB06 (CNPS03202, 1x108 UFC mL™) a dosagem correnpondente de 100 mL ha?, e
Pseudomonas fluorescens estirpe CCTB03 (CNPS02719, 1x10® UFC mL™) & dosagem
correnpondente de 150 mL ha™.

As inoculacGes com BPCPs foram realizadas via jato dirigido no sulco de semeadura,
com auxilio de bomba costal pulverizadora, respeitando as doses recomendados pelo fabricante
em cada uma das misturas de inoculantes (coinoculagdes) propostas no quadro.

No estagio fenoldgico R2 (florescimento pleno) foram coletadas a folha diagnose
(terceiro trifélio) da soja, as amostras foram embaladas em sacos de papel, identificadas, e
encaminhadas a estufa de circulacdo de ar forcado a 65 °C por cerca de 72 horas.
Posteriormente, as amostras secas foram moidas em moinho tipo Wiley, com peneira de 1,00
mm (20 mesh), para a determinacdo dos teores de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn e Zn,
conforme metodologia descrita por Malavolta et al. (1997). No estagio fenoldgico R2, aferiu-
se a massa seca de raiz (coleta profunda com solo ao seu redor, e depois lavada sob peneira fina
— coleta de dez plantas por parcela); E massa seca e contagem de nimero de nodulos de
Bradyrhizobim japonicum no sistema raducular por planta (lavados sobre fina peneira, evitando
perda de nddulos).

No ponto de maturagéo da cultura (R9), foi aferida a altura das plantas, analisando-se
dez plantas aleatorias por parcela, medindo a distancia (cm) do nivel do solo ao apice da planta.
No mesmo estagio, foram coletadas aleatériamente dez plantas por parcela, para avaliar os
componentes produtivos: Numero de vagens por planta; Nimero de gréos por vagem; NUumero
de gréos por plantas; Massa de 100 gréos, determinada em balanga com precisdo de 0,01 g &
13% de umidade (base Umida); e Produtividade de grdos — estipulada pela coleta das plantas
contidas em trés linhas da area (Util, de cada parcela — determinada apds colheita e trilhagem
mecanica, extrapolando os dados em kg ha, e corrigindo os valores obtidos a 13% de umidade
(base tmida).

Os dados das avaliacbes foram submetidos & andlise de variancia (teste F) e teste de
Scott-Knot a 5% de probabilidade para comparacdo de médias dos tratamentos, utilizando o
programa de analises estatisticas SISVAR (Ferreira, 2019).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas variaveis massa de nddulos (MSNOD) e nimero de nédulos (NNOD) observou-se
incrementos de 216% e 300% nos tratamentos T11 MSNOD e T10 NNOD, em relacdo
tratamento controle (sem coinoculagéo), respectivamente (Tabela 1). Nas variaveis massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) ndo houve diferenca entre os tratamentos
testados. Por outro lado, com relacéo a altura de plantas (ALT), os tratamentos T2, T4, T6, T8,
T10, T11 e T12 tiveram maior altura de plantas em relacdo aos demais tratamentos.

As coinoculagbes com bactérias promotoras de crescimento de planta aumentaram a
massa e 0 nimero de nédulos no sistema radicular da cultura, garantindo maior assimilacéo de

N, essencial para formacéo de proteinas, fotossintese, clorofila e aumento da produtividade.

Tabela 1. Componentes biométricos Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das raizes
(MSR), massa seca dos nédulos (MSNOD), nimero de nddulos (NNOD) em R2 (florescimento)
e altura de plantas (ALT) no momento da colheita (R9) de soja em funcdo das diferentes
coinoculagdes de BPCPs. Selviria, MS, 2022.

MSPA MSR  MSNOD NNOD ALT
TRATAMENTOS

plantal gplanta! g planta® plar;lta'1 cm

CONTROLE (T1) 33,16N8 8,40NS 0,72b 9,15b 95,44 b
A. brasilense (T2) 46,90 8,04 1,18 a 20,40a 106,63 a
B. subtilis (T3) 42,63 6,91 147a 22,95a 9§’94
B. amyloliquefaciens (T4) 52,01 8,72 1,42 a 2435a 107,15a
P. fluorescens (T5) 39,96 7,43 1,37 a 24,50 a 96,56 b
GRAM - (T6) 46,98 8,50 149a 26,60a 104,75a
GRAM + (T7) 44,30 7,66 1,30 a 15,90 b 96,81 b
AZO + GRAM+ (T8) 48,64 8,06 1,32a 2365a 106,19 a
PSEUD + GRAM + (T9) 48,82 8,04 143 a 25,05a 99,56 b
B. SUB + GRAM - (T10) 49,60 8,53 142 a 2745a 105,00 a
B. AMY + GRAM - (T11) 48,23 8,01 156a  27,05a 10356a
TODAS BPCPs (T12) 41,96 6,82 1,35a 23,85a 106,63 a

Média geral 45,27 7,93 1,34 22,58 101,93

C.V. (%) 15,40 16,21 11,79 22,72 5,03

Fc 2,22 0,92 7,69 4,22 3,61
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Erro Padrao 3,49 0,64 0,08 2,56 2,56

MSPA = Massa seca de parte aérea por planta (g); MSRA = Massa seca de raiz por planta (g); MSNOD = Massa seca dos
nddulos por planta (g); N° NOD = Numero de nddulos por planta; ALT = Altura de plantas. Médias seguidas pela mesma letra
na coluna no diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05). Fc = Valor obtido no célculo do Teste F.

Incrementos foram verificados pela aplicacao de bactérias promotoras do crescimento
de plantas nas variaveis n° de vagens por planta (VAGENS), n°® de graos por planta (NGRAOS)
e produtividade de graos (PROD). Por outro lado, a massa de cem graos (M100), n° de graos
por vagem (GVAGEM) e altura de inser¢do da primeira vagem (INSERCAO) da soja nao
diferiram para os tratamentos, nem do tratamento controle (sem coinoculagdo) (Tabela 2).

Analisando os dados de produtividade de graos obtidos, observa-se que o tratamento
controle (apenas Bradyrhizobium) estatisticamente ficou com a menor produtividade obtida
pelo teste Scott-Knot. As maiores produtividaades foram obtidas sob as coinocula¢des dos
tratamentos T9, T4, T12, T3 e T6, sendo que o tratamento T9 propiciou a maior média
observada, produzindo 4255,4 kg ha'!, o que corresponde a 823,61 kg ha™! ou 13,7 sacas a mais
por hectare que o controle (T1) — sem coinoculagdo. Ao analisarmos os tratamentos que se
sobressairam no teste de Scott-Knot nos componentes VAGENS e GVAGEM, observou-se que
s30 0s mesmos que se sobressairam em PROD, indicando que o aumento da produtividade
observado vem de plantas com maior niimero de vagens.

O aumento no numero de vagens pode ser explicado pelos incrementos observados na
massa de nddulos e nimero de nodulos, nos tratamentos T3, T4, T6, T9 e T12, que também
foram superiores no teste de médias (Tabela 1). A MSNOD no T9 obteve incremento de 88,2%
em relagdo ao controle (T1), ao passo que 0 NNOD aumentou 173,8% no tratamento T9 em
relacdo ao controle (Tabela 1). Esses dados demonstram, que as misturas bacterianas
coinoculadas T3, T4, T6, T9 e T12 aumentam a produtividade da cultura da soja, com destaque
para as coinoculagdes T9 e T12, usando respectivamente trés e quatro BPCPs no sulco de
semeadura aplicadas conjuntamente. Tais resultados comprovam que € possivel aumentar a
produtividade da cultura da soja utilizando mais de duas BPCPs coinoculadas simultaneamente,

e melhorar a rentabilidade e eficiéncia da FBN nesta cultura.
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Tabela 2. Massa de 100 grdos (M100), numero de vagens por planta (VAGENS), nimero de
gréos por planta (NGRAQOS), nimero de gréos por vagem (GVAGEM), produtividade de graos
(PROD) de soja no momento da colheita (R9) em funcdo das diferentes coinoculagcfes de
BPCPs. Selviria, MS, 2022. (2022).

mioo  VAZEN GYES nGraos MSERC proD

TRATAMENTOS ] .
g plarrllta‘1 vagnem‘1 n° plantal  cm kg ha'
CONTROLE (T1) 15,61NS 30,31b 2,55NS 76,98b  21,71NS 3431,8¢c
A. brasilense (T2) 16,46 32,81b 2,64 84,35 a 21,83 3914,7 b
B. subtilis (T3) 15,32 39,69 a 1,89 73,55 b 18,03 4059,1 a

B. amyloliquefaciens (T4) 17,14 42,25 a 2,10 87,75 a 20,64 4153,7 a

P. fluorescens (T5) 16,36 38,63 a 1,90 72,40 b 18,31 3907,4 b
GRAM - (T6) 16,92 39,00 a 2,20 84,75 a 21,31 4026,0 a
GRAM + (T7) 15,62 30,81b 2,15 65,15b 21,00 3840,2 b
AZO + GRAM+ (T8) 16,55 4194 a 2,24 89,95 a 19,46 3840,2 b

PSEUD + GRAM + (T9) 16,47 38,00 a 2,34 86,70 a 23,38 42554 a
B. SUB + GRAM - (T10) 16,61 44,94 a 1,77 78,95b 19,81 3887,9Db

B. AMY + GRAM - (T11) 17,98 43,76 a 1,98 73554 20,69 3839,9Db

TODAS BPCPs (T12) 17,17 48,94 a 1,96 94,40 a 21,83 4149,32 a
Média geral 16,52 39,26 2,14 81,53 20,67 3928,6

C.V. (%) 5,52 14,91 21,67 13,20 10,77 5,95

Fc 2,12 0,01 1,33 0,03 1,93 3,73

Erro Padréo 0,46 2,92 0,23 5,38 1,11 116,87

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0.05). Fc = Valor de F obtido
no calculo do Teste F. M100 = Massa de 100 graos, VAGENS = n° de vagens por planta, GVAGEM = n° de grios por vagem,
GRS PPL = n° de grios por planta, INSERCAO = altura de insercio da 1* vagem e PROD = produtividade.

Os tratamentos que propiciaram aumento da concentra¢do de Mg foram T12, T11, T10,
T8 e T9, respectivamente, em elacdo aos demais além do controle. O Mg foi o nutriente que
resultou em maior padrdo de resposta em fun¢do das coinoculagdes empregadas, com trés ou

mais BPCPs coinoculadas juntas no sulco de semeadura, resultaram em maior concentragao de

Mg nos trifolios da soja (Tabela 3).

O Mg, considerado o nutriente esquecido por alguns pesquisadores, ¢ o segundo maior

ativador enzimdtico vegetal dentre os nutrientes, além de ser responsavel por importantes
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processos, como atomo central da molécula de clorofila, como regulacdo e ativacdo do
transporte de acgtcares e fotoassimilados para os graos, durante o enchimento de graos, junto
com o K (Taiz, Zeiger, 2012).

A maior concentracao de K foliar foi observada nos tratamentos T6, T4, T3, T2, T9, T8,
T10 e T1 respectivamente em relacdo aos demais, ou seja, os outros foram menos eficientes em

absorc¢ao e transporte de K para as folhas, pelo fato do controle estar entre os melhores, (Tabela

3)
O mesmo ocorreu para o Ca, onde T3, T11, T12, T10, T5, T6, T1, T8, T9, T2 e T4 foram

os melhores tratamentos, estando o controle entre os melhores, (Tabela 3.)

O K atua junto com o Mg no transporte de nutrientes dentro da planta, através de
proteinas denominadas proteinas swift (Heldt, Hans & Birgit, 2011). E considerado o maior
ativador enzimatico em plantas, responsavel por se ligar ao grupo prostético de mais de 90
enzimas, regulando processos intrinsecos da fisiologia nutricional como abertura e fechamento

estomatico.

As diferentes respostas obtidas entre os tratamentos para os nutrientes K, Ca e Mg
podem ser explicadas por uma possivel regulacdo dos teores desses nutrientes da rizosfera,
promovida pelas bactérias empregadas. K*, Ca*", e Mg?" competem pelos mesmos sitios de
absor¢do (proteinas transmembrana presentes no sistema radicular, que absorvem os ions K7,
Ca’", Mg** e devolvem um proton para o solo). As bactérias empregadas tem sido verificadas
na literatura por promover, a solubilizacdo de nutrientes na raiz, principalmente os catidnicos,
além de micronutrientes (Hungria et al., 2021). Assim, a sinalizacdo em func¢ao da coinoculacao
aplicada para absorver mais de um nutriente cationico (exemplo, K*), gera um desbalango na
rizosfera abrindo espago para absorver menos ou mais de outro nutriente, que compete pelo
mesmo sitio de absor¢do. Esse fato provavelmente ocorreu nas respostas dos nutrientes K, Ca
e Mg, em funcdo da aplicacdo das diferentes misturas BPCPs, alterando seus teores no tecido

foliar da cultura.

Nao foi constatado diferenga significativa entre as coinoculagdes para as concentragdes
foliares de N, P e S na soja, (Tabela 3).

Para todos os tratamentos, o teor de N na folha diagnose ficou acima da faixa
considerada adequada, segundo Ambrosano et al. (1997), que varia de 40-54 g kg™ de N. Os
teores de P foliar de todos os tratamentos ficaram dentro da faixa de suficiéncia, que varia de
2,5-5,0 g kg! de P (Ambrosano et al.,1997). Os teores de K na folha diagnose estavam
adequados, dentro da faixa de 17-25 g kg™ de K (Ambrosano et al.,1997). Os teores de Ca foliar



28

também ficaram dentro do adequado, ou seja, entre 4-20 g kg de Ca (Ambrosano et al.,1997).
Semelhantemente os teores de Mg ficaram dentro do adequado, ou seja, entre 3-10 g kg™ de Ca
(Ambrosano et al.,1997). Evidenciou-se que o tratamento 7 promoveu um teor foliar de S na
soja abaixo da faixa adequada (2,1-4,0 g kg de S), segundo Ambrosano et al. (1997), os demais
tratamentos ficaram dentro desta faixa supracitada.

Tabela 3. Concentracbes de nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K), célcio (Ca), magneésio
(Mg), e enxofre (S) e na folha diagnose da cultura da soja no estagio de pleno florescimento
(R2) em resposta as diferentes coinocula¢fes de BPCPs. Selviria, MS (2022).

TRATAMENTOS N P K Ca Mg S
e - -9 kg'l _________________________________
CONTROLE (T1) 54,67NS 2,93Ns 21,90 a 10,80 a 4,64 b 2,30NS
A. brasilense (T2) 56,47 3,40 22,90 a 10,57 a 460b 2,64
B. subtilis (T3) 54,20 3,03 23,20 a 11,97 a 4,34 b 2,24
B. amyloliquefaciens (T4) 58,07 3,30 23,77 a 10,57 a 467b 2,34
P. fluorescens (T5) 58,10 3,30 20,93 b 10,90 a 4,90 b 2,63
GRAM - (T6) 57,33 3,56 24,00 a 10,83 a 4,80hb 2,30
GRAM + (T7) 56,40 3,30 19,00 b 8,00 b 416b 1,84
AZO + GRAM+ (T8) 57,60 3,76 22,23 a 10,70 a 10,57 a 2,54
PSEUD + GRAM + (T9) 57,70 3,76 22,60 a 10,63 a 10,54 a 2,87
B. SUB + GRAM - (T10) 55,73 3,36 21,97 a 11,07 a 10,90 a 2,37
B. AMY + GRAM - (T11) 59,17 3,06 19,97 b 11,33 a 11,20 a 2,44
TODAS BPCPs (T12) 59,17 3,30 20,57 b 11,30 a 11,20 a 2,44
Média geral 57,05 3,34 21,92 10,72 7,21 2,41
C.V. (%) 3,47 19,40 6,75 9,66 1,24 14,53
Fc 1,97 0,50 3,24 2,15 48,38 1,60
Erro padréo 1,15 0,37 0,85 0,60 0,46 0,21

Médias seguidas de letras iguais nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knotta ** e * 1 e 5%
de probabilidade respetivamente, e ™ ndo significativo.
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As maiores concentragdoes de Cu foram obtidas sob as coinoculagdes T2, T4, TS5, T6,
T8, T9, T10, T11 e T12, quando comparado aos demais tratamentos. Porém, as maiores
concentracoes de Fe foram observadas sob os tratamentos T1, T2 ¢ T4 em relacao aos demais
tratamentos. Por outro lado, sob os tratamentos T1, T2, T3, T4, TS5, T8, T9, T10 e T11 foi
observado as maiores concentracdes de Mn foliar em relacdo aos demais. Além disso, foi
possivel verificar a maior concentra¢do de Zn foliar nas plantas de soja sob os tratamentos T1,
T2, T4, T5, T7, T8, T10 e T11 em relagdo aos outros tratamentos (Tabela 4). As maiores
concentragdes de Cu e Zn na folha diagnose foram observados nos tratamentos que
proporcionaram as maiores produtividades de graos. Isso pode explicado por um possivel
“rebalango” ou corre¢do da disponibilidade na rizosfera, realizada pelas proprias bactérias
aplicadas, para solubilizar os nutrientes mais exigidos pela cultura, e aqueles que geralmente
nos solos brasileiros encontram-se em alta concentracao (como o Ferro), acabam sendo menos

absorvidos, diminuindo a competi¢do na rizosfera (Boleta et al., 2020).
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Tabela 4. Concentracéo de boro (B), cobre (Cu), manganés (Mn) e zinco (Zn) na folha diagnose
da cultura da soja no estadio florescimento pleno (R2). Selviria, MS (2022).

B Cu Fe Mn Zn
TRATAMENTOS
------------------------------------- mg kg
CONTROLE (T1) 32,34 18,33 b 230,67 a 208,67 a 27,00 a
AZO (T2) - 34,67 20,00 a 208,34 a 176,67 a 30,00 a
BAC SUB (T3) + 33,67 17,00 b 164,00 b 184,00 a 16,67 b
BAC AMY (T4) + 30,34 21,34 a 222,00 a 180,00 a 2534 a
PSEUD (T5) - 28,67 23,00 a 183,34 b 175,67 a 30,00 a
GRAM - (T6) 30,34 23,34 a 172,00 b 136,67 b 29,34 b
GRAM + (T7) 33,67 17,67 b 140,00 b 128,00 b 18,67 a
AZO + GRAM+ (T8) 26,34 22,00 a 164,00 b 168,00 a 26,00 a
PSEUD + GRAM + (T9) 27,67 23,00 a 155,34 b 166,00 a 22,34 b
BAC SUB + GRAM - (T10) 34,00 22,00 a 166,68 b 167,00 a 24,33 a
BAC AMY + GRAM - (T11) 31,34 21,34 a 166,34 b 167,00 a 27,33 a
TODAS BPCPs (T12) 32,34 20,33 a 177,67 b 151,34 b 20,33 b
Média geral 31,28 20,78 179,36 167,41 24,78
C.V. (%) 9,58 6,78 9,72 11,07 14,76
Fc 2,39 6,98 7,40 4,01 4,44
Erro padréo 1,73 0,81 10,06 10,70 2,12

Médias seguidas de letras iguais nas colunas pertencem ao mesmo nivel pelo teste de Scott-Knott a ** e * 1 e 5% de
probabilidade respetivamente, e ™ ndo significativo.

Os teores de B na folha diagnose estavam adequados para os tratamentos (21-55 mg kg
! de B), conforme Ambrosano et al. (1997). Os teores foliares de Cu e Fe também ficaram dentro
da faixa adequada, segundo Ambrosano et al. (1997), as quais sio 10-30 mg kg™ de Cu e 50-
350 mg kg™ de Fe. Por outro lado, os teores foliares de Mn ficaram todos acima da faixa de
suficiéncia que é de 20-100 mg kg™ de Mn. Por outro lado, o teor foliar de Zn ficaram dentro
da faixa adequada descrita por Ambrosano et al. (1997), as quais s&o e de 20-50 mg kg™ de Zn,
com excecdo dos tratamentos T3 e T7, que proporcionam baixos teores de Zn na folha diagnose
(Tabela 4).
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5. CONCLUSOES

Misturas de bactérias BPCPs no sulco de semeadura sdo efetivas no aumento da
produtividade da cultura da soja, com destaque para os tratamentos T9, T4, T12, T3 e T6
respectivamente, sendo o T9 (Pseudomonas fluorescens + Bacillus subtilis + Bacillus
amyloliquefaciens) o melhor entre eles, que resultou em um incremento de 13,7 sacas por

hectare na cultura da soja cultivada a campo.

Todas as coinoculagBes aumentaram a massa e 0 nimero de nddulos em relacdo ao

tratamento controle (sem coinoculagéo).

Para concentragdo dos macronutrientes K, Ca e Mg os melhores foram T6, T4, T3, T2,
T9, T8, T10 e T1 para K, respectivamente. T3, T11, T12, T10, T5, T6, T1, T8, T9, T2 e T4,
para Ca, respectivamente. T8, T9, T10, T11 e T12 para Mg, respectivamente. Provavelmente
ocorreu uma regulacdo do balango entre esses ions na raiz. O mesmo ocorre para 0S
micronutrientes catidénicos, com aumento das concentraces de Cu e Zn, e reducdo da

concentracdo de Fe na folha diagnose da soja.
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Anexo 1. Imagens da preparacao, semeadura e aplicacdo dos tratamentos.
16 de novembro de 2021. (Fotos Tiradas pelo Autor).
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Anexo 2. Imagens do estande pos emergéncia e desenvolvimento das plantas.
Novembro 2021 a janeiro 2022 (Fotos Tiradas pelo Autor).
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Anexo 3. Imagens das plantas em R6 (vagem cheia). 02 de fevereiro de 2022. (Fotos
tiradas pelo Autor).




Anexo 4. Imagens das plantas em R8 (Maturacédo Plena) e Colheita.
08 de marco de 2022. (Fotos Tiradas pelo Autor)
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Anexo 5. Imagens das avaliagdes dos componentes produtivos e biométricos.
09 de marco de 2022. (Fotos Tiradas pelo Autor).

36



37

Anexo 6. Imagens das andlises nutricionais realizadas no Laboratério de Nutrigdo de
Plantas — FEIS UNESP. Abril de 2022. (Fotos Tiradas pelo Autor).

. LABORATORIO DE NUTRIGAQ DE PLANTAS - FEIS UNESP

NITROGENIO
."'"ﬂ
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