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RESUMO
O Brasil € um dos maiores paises produtores de soja (Glycine max (L) Merrill),
suprindo grande parte da crescente demanda global, uma vez que este gréo é a
base de inumeros produtos da alimentagcdo animal e humana. No entanto,
somente o avango no melhoramento genético das cultivares ndo € suficiente
garantir o incremento requerido de produtividade, pois € necessario elevar a
eficiéncia dos ambientes de producao, principalmente em relagédo a nutricdo da
cultura e em especifico ao nitrogénio, exigido em grandes quantidades pela cultura
e fator que pode ser severamente limitante. O uso de bactérias fixadoras de
nitrogénio nessa cultura é fundamental para viabilizar a produgéo, ja que grande
parte do nitrogénio demandado é fornecido pela simbiose entre a planta e a
bactéria Bradyrhizobium japonicum (BJ), ndo requerendo nenhum gasto com
fertilizantes nitrogenados. Além dessa bactéria é altamente recomendado a adig¢ao
de Azospirillum brasilense, pois proporciona produgdo de fitohormbnios
estimulando o crescimento radicular e da parte aérea. Essas duas bactérias
exigem condi¢gdes minimas para sobrevivéncia, que muitas vezes podem nao ser
atendidas pela forma de aplicagdo e pelas condicbes ambientais. Atualmente a
aplicagado delas € realizada via tratamento de sementes, via sulco ou via
pulverizagdo como uma alternativa, caso as duas anteriores ndo sejam efetivas.
Essas trés formas de aplicacdo apresentam algumas limitagdes, como por
exemplo, incompatibilidade com produtos quimicos, mistura incorreta, altas
temperaturas e baixa umidade do solo no momento da aplicagdo, ocasionando
grande mortalidade das bactérias, prejudicando o desenvolvimento e
produtividade da cultura. Neste sentido, a aplicagcéo dessas bactérias via sistema
de irrigacao pode ser uma alternativa, pois serao aplicadas com grande volume
de agua, logo o solo tera umidade adequada e sua temperatura sera reduzida,
proporcionando um ambiente favoravel para o crescimento bacteriano. Partindo
desse pressuposto, a presente pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar se
a aplicagao dessas bactérias via sistema de irrigagao por aspersdo garante maior
sobrevivéncia e com isso proporciona efeitos positivos no desenvolvimento e
produtividade da soja. A pesquisa foi conduzida em trés etapas: uma em
laboratério, para analise do comportamento das bactérias frente as condi¢des
ambientais encontradas em campo; em ambiente protegido e em campo. O

capitulo 1 traz os ensaios em laboratério simulando as mais diversas condi¢cdes



de campo que as bactérias serdo submetidas. As bactérias foram submetidas a
testes de pressao, passagem por bomba hidraulica, variagées de pH, condigbes
de temperatura da calda e do solo e niveis de umidade do solo. O capitulo 2
apresenta o estudo pratico em ambiente protegido. Nesse estudo utilizou-se o
delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 5 x 3 + 3, com quatro
repeticdes, sendo o primeiro fator aplicagéo via irrigagdo de diferentes doses de
BJ (0, 300, 600, 900, 1500 mL ha'), o segundo épocas de aplicagéo (plantio, VE
e VC) e trés tratamentos adicionais (Nmineral, inoculacdo via semente e
inoculagao via sulco). Foram avaliados componentes biométricos, bioquimicos e
nutricionais. Ja no capitulo 3, € apresentado o estudo em campo. Nessa terceira
fase utilizou-se delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 4 x 2
+ 2, com quatro repeticées, sendo o primeiro fator aplicagcédo via irrigagdo por
asperséo de diferentes doses de BJ (0, 300, 600, 900 mL ha'), o segundo épocas
de aplicacao (plantio e VC) e dois tratamentos adicionais (N mineral, e inoculagao
via sulco). Foram avaliados componentes biométricos, bioquimicos e nutricionais.
As pressoes de 40, 60 e 80m.c.a, a passagem pelo rotor da bomba hidraulica, a
temperatura de 35°C por 210 minutos e as variagdes de pH aqui testadas nao
causaram mortalidade das bactérias BJ. A exposicado dessas bactérias em
temperaturas acima de 40°C por 50 minutos causou sua mortalidade. O fator
principal que interferiu diretamente na sobrevivéncia e multiplicagcdo dessa
bactéria foi a umidade do solo, sendo que a manutencao de niveis mais elevados
é fundamental para seu estabelecimento. A aplicacdo da bactéria BJ via sistema
de irrigacdo se mostrou-se viavel e mais eficiente que os métodos atuais, sendo
300 mL ha' a melhor dose, quando aplicada junto com a irrigagéo de germinagao,
porém quando aplicada posteriormente, como no estadio fenolégico VC testado,
recomenda-se a dose de 600 mL ha™'. O método de aplicagéo via irrigagéo foi o
diferencial para o aumento de produtividade da soja e aumento de eficiéncia das
bactérias BJ, sendo que n&o é necessario o aumento de dose em campo, ja que
a mesma dose utilizada no método via sulco foi suficiente e superior a esse método
quando aplicada via irrigacao devido as condigcbes favoraveis de aplicagcao. Este
estudo é pioneiro se tratando da aplicacéao de BJ via irrigacdo por aspersao,
trazendo beneficios para a agricultura brasileira proporcionando maior
produtividade a partir da maior eficiéncia do uso dos microrganismos.

Palavras-Chave: soja; inoculacdo; Bradyrhizobium japonicum; fertirrigacéao;
Azospirillum brasilense.



ABSTRACT

Brazil is one of the largest soybean (Glycine max (L) Merrill) producing countries,
meeting a large portion of the growing global demand, as this grain is the basis for
numerous animal and human food products. However, advances in the genetic
improvement of cultivars alone are not enough to guarantee the required increase
in productivity. It is also necessary to increase the efficiency of production
environments, particularly in relation to crop nutrition and specifically nitrogen,
which the crop requires in large quantities and can be severely limiting. The use of
nitrogen-fixing bacteria in this crop is essential to ensure production viability, as
much of the nitrogen demanded is provided by the symbiosis between the plant
and the bacterium Bradyrhizobium japonicum (BJ), eliminating the need for
nitrogen fertilizers. In addition to this bacterium, the addition of Azospirillum
brasilense is highly recommended, as it promotes the production of
phytohormones, stimulating root and shoot growth. These two bacteria require
minimum conditions for survival, which are often not met by the application method
and environmental conditions. Currently, they are applied via seed treatment, in-
furrow application, or spraying as an alternative if the previous two methods are
ineffective. These three application methods have some limitations, such as
incompatibility with chemicals, incorrect mixing, high temperatures, and low soil
moisture at the time of application, resulting in high bacterial mortality and
hampering crop development and productivity. Therefore, applying these bacteria
via irrigation systems can be an alternative, as they are applied with a large volume
of water, resulting in adequate soil moisture and a lower soil temperature, providing
a favorable environment for bacterial growth. Based on this premise, this research
aimed to evaluate whether the application of these bacteria via sprinkler irrigation
systems guarantees greater survival and thus provides positive effects on soybean
development and productivity. The research was conducted in three stages: one in
the laboratory, to analyze the bacteria's behavior under field environmental
conditions; the other in a protected environment; and the other in the field. Chapter
1 presents laboratory tests simulating the various field conditions to which the
bacteria will be subjected. The bacteria were subjected to pressure tests, hydraulic
pumping, pH variations, spray and soil temperature conditions, and soil moisture
levels. Chapter 2 presents the practical study in a protected environment. This



study used a randomized block design in a 5 x 3 + 3 factorial arrangement, with
four replicates. The first factor was irrigation application of different BJ doses (0,
300, 600, 900, and 1500 mL ha-1), the second application timing (planting, VE, and
VC), and three additional treatments (Nmineral, seed inoculation, and furrow
inoculation). Biometric, biochemical, and nutritional components were evaluated.
Chapter 3 presents the field study. In this third phase, a randomized block design
was used in a 4 x 2 + 2 factorial scheme, with four replications, the first factor being
application via sprinkler irrigation of different doses of BJ (0, 300, 600, 900 mL ha-
1), the second application times (planting and VC) and two additional treatments
(mineral N, and inoculation via furrow). Biometric, biochemical, and nutritional
components were evaluated. Pressures of 40, 60, and 80 m.c.a., passage through
the hydraulic pump rotor, a temperature of 35°C for 210 minutes, and the pH
variations tested here did not cause mortality of the BJ bacteria. Exposure of these
bacteria to temperatures above 40°C for 50 minutes caused their mortality. The
main factor that directly interfered with the survival and multiplication of this
bacterium was soil moisture, with maintaining higher levels being essential for its
establishment. Application of the BJ bacterium via irrigation systems proved viable
and more efficient than current methods. The best dose was 300 mL ha-1 when
applied together with germination irrigation. However, when applied later, as in the
VC phenological stage tested, a dose of 600 mL ha-1 is recommended. The
irrigation application method was the key to increased soybean yield and BJ
bacteria efficiency. It did not require increasing the field dose, as the same dose
used in the furrow method was sufficient and superior to this method when applied
via irrigation due to favorable application conditions. This study is a pioneer in the
application of BJ via sprinkler irrigation, benefiting Brazilian agriculture by

increasing productivity through the greater efficiency of the microorganisms.

Keywords: soybean; inoculation; Bradyrhizobium japonicum; fertigation;

Azospirillum brasilense.
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INTRODUGAO GERAL

A producao brasileira de soja (Glycine max (L) Merrill) € destaque global, sendo
que em 2024 atingiu cerca de 147 milhdes de toneladas de graos, com perspectivas
de expansao das exportagdes para a China, principal compradora. Com isso, €&
necessario ampliar a capacidade produtiva ou mesmo aumentar a eficiéncia produtiva,
de modo a suprir a necessidade brasileira e internacional (Conab, 2024).

A busca por maiores rendimentos na cultura da soja exige o uso de praticas
agricolas que proporcionem um ambiente de produgao favoravel para seu maximo
desenvolvimento. Dentre os nutrientes demandados, o nitrogénio € um dos que a
cultura exige em maiores quantidades. Calcula-se que para produzir uma tonelada de
soja, necessita-se de cerca de 80kg de nitrogénio (Hungria, Mendes E Campo, 2007;
Hungria et al., 2020; Hungria et al., 2005; Seixas et al., 2020). A produc¢ao brasileira
seria inviabilizada caso o suprimento dessa quantidade de nitrogénio (N) fosse feito
exclusivamente via fertilizantes minerais, ja que a demanda de N fica entre 240 e
480kg de N por hectare. Na cultura da soja, toda necessidade de N é suprida via
simbiose utilizando bactérias fixadoras de nitrogénio.

A fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) € um dos principais alicerces na
produgao da soja, garantindo vantagens a agricultura e ao meio ambiente, visto que
elimina a necessidade de aplicagcao de fertilizantes nitrogenados, reduz os impactos
ambientais e garante a sustentabilidade do sistema de producgéao (Telles et al., 2023;
Costa, 2023). A FBN ocorre devido a simbiose das bactérias do género
Bradyrhizobium e as plantas de soja, originando nodulos nas raizes. As bactérias
captam o nitrogénio da atmosfera e através da enzima nitrogenase o reduz em
amoénia. Posteriormente, converte a amdOnia em compostos nitrogenados para
absorcao das plantas; em troca a planta fornece nutrientes para sobrevivéncia das
bactérias (Prando et al. 2022; Hungria; Nogueira, 2020, Hungria; Nogueira, 2022;
Hungria et al., 2015). Hungria e Nogueira (2022) relatam que em decorréncia do uso
das bactérias fixadoras de nitrogénio, economizou-se cerca de 17 bilhdes de ddlares
por ano e houve reducdo da emissao de mais de 200 milhdes de toneladas de gases
do efeito estufa.

O processo de aplicagao dessas bactérias € chamado de inoculagdo. Essa
aplicagao pode ser feita via semente, onde o inoculante € misturado as sementes de

deve ser aplicado no prazo maximo de 24h. Essa forma vem caindo em desuso devido
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a dificuldade de mistura dos inoculantes e também a menor eficiéncia, pois fica em
contato direto com fungicidas e inseticidas. A forma mais adotada é via sulco de
plantio, onde o inoculante é injetado, no momento do plantio, na abertura do sulco da
semeadora para deposigdo da semente (Zibiane et al., 2023; Hungria et al., 2007;
Vieira Neto et al., 2008). Outra forma de aplicagdo que vem sendo testada é via
pulverizagado, empregada apenas quando ocorre algum problema com a inoculagao
via sulco ou sendo um reforgo para aumentar a nodulagao (Zibiane et al., 2023; Zilli et
al., 2008; Sousa et al., 2021; Teixeira et al., 2022).

Além da bactéria Bradyrhizobium, s&o utilizados outros microrganismos no
momento do plantio, cada um trazendo um beneficio diferente para a cultura. A
aplicacao de Azospirillum brasilense em conjunto com o Bradyrhizobium mostrou-se
muito eficiente, visto que o Azospirillum tem capacidade de producao de fitormdnios
estimulando a formacéo de raizes, 0 que proporciona maior exploragdo por agua e
nutrientes e pode incrementar a infecgdao pelo Bradyrhizobium. Essa pratica é
denominada co-inoculagdo e deve ser realizada todos os anos para garantir o
potencial produtivo dada a especificidade das bactérias (Hungria et al., 2020; Hungria
e Nogueira, 2020; Santos et al., 2019; Silveira, 2021; Hungria et al., 2015).

A cultura da soja tem alta demanda por N, que atinge um pico no estadio R2
(floracao) e se estende até o final do R5 (enchimento de graos), porém em R5 a FBN
tem uma queda significativa, o que pode afetar a produtividade da cultura (Hungria et
al., 2020; Hungria e Nogueira, 2020) devido a idade dos nédulos. Uma forma que vem
sendo testada para minimizar esse efeito € a inoculacado adicional no meio do ciclo
como reforgo da inoculagao de plantio, visando a formagao de novos nodulos para
fornecimento de nitrogénio nas fases de pico de demanda da cultura (Sousa et al.,
2021; Teixeira et al., 2022; Hungria et al., 2020; Hungria e Nogueira, 2020).
Pesquisas mostram que a inoculagao adicional como reforgo promove maior formagao
de nddulos radiculares e aumenta o crescimento radicular (Moretti et al., 2020;
Rondina et al., 2020; Hungria et al., 2015; Rego et al., 2018; Deak et al., 2019). No
entanto, esses resultados ainda nao estao consolidados, visto que algumas pesquisas
indicaram que essa reaplicagao nao proporcionou ganhos (Fipke et al., 2020; Galindo
et al., 2017; Zuffo et al., 2020).

O processo de nodulagao é influenciado por fatores ambientais e do solo, como
temperatura, pH, umidade, fertilidade, matéria organica e salinidade (Hungria et al.,
2017; Ohyama et al., 2017; Ronner et al., 2016; Zhang et al., 1996; Sadowski, 2005;
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Zhang et al., 2011). A temperatura ideal do solo para sobrevivéncia das bactérias e
para que a nodulacao ocorra é de 25 °C. Temperaturas amenas, inferiores a 15 °C,
causam reducdo da atividade ou até mesmo inibicdo das bactérias. Ja temperaturas
acima de 30-35 °C podem causar a inviabilidade das bactérias e reduzir a nodulagao
(Sadowski, 2005; Zhang et al., 1996; Prando et al., 2022; Galletti et al., 1971;
Figueiredo et al., 1995).

A aplicagdo de inoculantes via semente requer cuidado adicional devido ao
contato das bactérias com produtos quimicos. A aplicacédo de herbicidas para controle
de plantas daninhas também pode interferir na nodulagdo. Arruda et al. (2001)
avaliaram doses de sulfentrazone na nodulagdo e concluiram que ha redugao na
nodulagdo com o aumento da dose do ingrediente ativo. Outro fator a ser considerado
€ o pH do solo. O pH ideal para eficiéncia das bactérias € em torno de 6,5. Solos
acidos prejudicam o desenvolvimento radicular, a infecgao e o crescimento da bactéria
(Silva et al., 2002; Hungria e Vargas, 2000).

A umidade do solo é um importante fator na nodulagéo da soja e no processo
da FBN. O estresse hidrico afeta diretamente a atividade da enzima nitrogenase,
dificulta o processo de fixagcao de nitrogénio e diminui a produg¢ao da leghemoglobina
(Hungria e Vargas, 2000; King e Purcell, 2005; Sinclair et al., 2007; Sadowski, 2005).
A falta de agua pode influenciar na sobrevivéncia das bactérias no solo e em sua
multiplicagdo, o que impacta diretamente o processo de nodulagao e fixagao bioldgica
de N.

A aplicagdo de microrganismos, no caso as bactérias dos géneros
Bradyrhizobium e Azospirillum, via irrigagao por aspersao pode ser o diferencial para
garantir a sua sobrevivéncia e multiplicagdo, e por consequéncia sua infeccdo nas
plantas, proporcionando maior produtividade com a mesma base tecnoldgica. Isso
pois a técnica da irrigagao permite garantir niveis adequados de umidade do solo,
reduz a temperatura do solo e proporciona um microclima favoravel para o

desenvolvimento das culturas e dos microrganismos.
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Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivos avaliar a aplicagdo das bactérias
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense via sistema de irrigacdo por
aspersao na cultura da soja e avaliar a sobrevivéncia dessas bactérias em diversas
condicbes de campo, simuladas em laboratério e gerar uma recomendacgao de

aplicagao visando garantir o maximo potencial dessas bactérias.

Hipoteses

A primeira hipotese deste trabalho é que as bactérias dos géneros
Bradyrhizobium e Azospirillum apresentam grande mortalidade nas condi¢des atuais
de aplicagao no campo, mesmo em sulco de semeadura. A segunda hipotese € que a
aplicacao dessas bactérias via sistema de irrigagao por aspersao € mais eficiente que
os métodos atuais, proporcionando maior sobrevivéncia das bactérias devido as
condigbes favoraveis que a irrigagdo promove e com isso elevar o rendimento de
graos. Aterceira hipotese é que a combinacao entre dose de Bradyrhizobium e época
de aplicacéao via irrigacao interfere no processo de nodulagao e por consequéncia na

produtividade da cultura.
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CAPITULO 1

SOBREVIVENCIA DAS BACTERIAS Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasiliense EM CONDICOES SIMULADAS DE CAMPO

Caio Nascimento Fernandes?, lvana Giovannetti Castilho®, Jodo Carlos Cury Saad? e

Vera Lucia Mores Rall?

aDepartamento de Engenharia Rural e Socioeconomia, Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Botucatu, SP, Brasil.

bDepartamento de Genética, Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, SP,

Brasil.

Autor correspondente: Caio Nascimento Fernandes (caionfernandes@hotmail.com)

1.1 Introdugao

O emprego das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense
na agricultura brasileira proporciona muitos beneficios fitotécnicos e econdmicos para
as culturas. A coinoculagao, termo adotado quando se utilizam essas duas bactérias
conjuntamente, representa uma das inovagdes biotecnoldgicas mais importantes na
agricultura, especialmente para a cultura da soja. A sele¢ao das bactérias do género
Bradyrhizobium é um caso de sucesso para a soja, gragas a relacao quase perfeita
da simbiose entre planta e bactéria, sendo extremamente importante para a
viabilidade do seu cultivo no Brasil. A simbiose resulta na formacdo de nddulos
radiculares com os quais a planta protege e nutre as bactérias. Em contrapartida, as
bactérias capturam o nitrogénio atmosférico e o convertem em compostos

assimilaveis pela planta hospedeira.

A bactéria Bradyrhizobium japonicum é responsavel por realizar a fixagao bioldgica de

nitrogénio (FBN). A FBN na soja substitui toda a adubag&o nitrogenada,
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proporcionando uma economia de cerca de 17 bilhdes de ddlares por ano, com
beneficios também ambientais. A eliminacdo do uso de fertilizantes nitrogenados
reduz a emissdo de mais de 200 milhées de toneladas de gases do efeito estufa
(Hungria e Nogueira, 2022; Hungria e Nogueira, 2019). Com isso, a soja brasileira se

torna mais sustentavel e competitiva no mercado externo (Telles et al., 2023).

As bactérias do género Bradyrhizobium possuem crescimento relativamente lento,
com tempo de geragao de 7 a 13 horas. Ndo sédo esporuladas, possuem a forma de
bacilo, sdo aerdbias e gram-negativas. A temperatura 6tima para sua multiplicagao
esta entre 25 e 30 °C, em meio de cultura Yeast-Manitol-Agar (YMA). Suas colbnias
sdo circulares, opacas, convexas, com textura granular, e seu tamanho dificiimente
ultrapassa um milimetro de didmetro em um periodo de incubag¢do de cinco a sete
dias (Willems, 2006; Sahgal e Johri, 2003; Holt et al., 1994; Somasegaran e Hoben,
1994).

Ja o Azospirillum brasilense é empregado em diversas culturas, como milho, arroz,
trigo e soja. Essa bactéria também pode realizar a FBN, porém de forma muito
modesta comparada com a Bradyrhizobium, sendo insuficiente para atender as
demandas das culturas. Entretanto, o maior beneficio proporcionado por essas
bactérias é a producdo de fitormbnios, que promove o crescimento vegetal e,
principalmente, o crescimento radicular (Barbosa et al., 2021; Rondina et al., 2020;
Hungria et al., 2020; Hungria e Nogueira, 2020; Silveira, 2021), favorecendo a
absorgcao de agua e nutrientes pela melhor exploragdo do solo e também o processo

de nodulacéao, por haver maior quantidade de raizes disponiveis para nodular.

O Azospirillum brasilense é uma bactéria gram-negativa, diazotrofica, de vida livre ou
associada as raizes das plantas (Steenhoudt e Vanderleyden, 2000). Possui tempo de
geragao de aproximadamente 3 horas, ndo é esporulada, possui formato de cisto e
estrutura espiralada. Suas colbnias sao brancas e opacas (Procopio et al., 2011;
Alexandre, 2015; Lamm e Neyra, 2011). Possui grande potencial de adaptacdo ao

meio em que esta inserida (Cassan et al., 2020; Maroniche et al., 2017).

E fundamental a presenca dessas bactérias nos ambientes de produgdo; porém, sua
sobrevivéncia e estabelecimento sao muito influenciados por fatores edafoclimaticos
(Campo et al., 2009; Zilli et al., 2009). Fatores ambientais e do solo, como temperatura,

pH, umidade, fertilidade, matéria organica e salinidade (Hungria et al., 2017; Ohyama
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et al., 2017; Ronner et al., 2016; Zhang et al., 1996; Sadowski, 2005; Zhang et al.,
2011), afetam diretamente essas bactérias. Portanto, € necessario o avango em
estudos que caracterizem o seu comportamento nas condi¢des usuais em que sao

aplicadas, visando extrair o maximo potencial dessas bactérias.

1.2 Hipotese e Objetivos

A hipdtese deste trabalho € que os microrganismos Bradyrhizobium japonicum
e Azospirillum brasilense apresentam grande mortalidade nas condi¢gdes atuais de

aplicagdo no campo, até mesmo via sulco de semeadura.

Os objetivos desta pesquisa foram avaliar a sobrevivéncia dos microrganismos
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense em diversas condi¢gdes de
campo, simuladas em laboratorio e gerar uma recomendacao de aplicagao visando

garantir o maximo potencial dessas bactérias.

1.3 Material e métodos
1.3.1. Localizagao e descricdo, obtencao e procedéncia do produto

Os ensaios ocorreram no Departamento de Engenharia Rural e Socioeconomia
da Faculdade de Ciéncias Agronbmicas da UNESP, campus de Botucatu — SP. As
analises microbiolégicas foram realizadas no Departamento de Genética,
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu
— SP.

Os produtos comerciais utilizados, denominados RHIZOTROP 2 e AZOTROP,
possuem concentragdo minima de 7x10° unidade formadora de colénia (UFC)/mL de
Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079 e 5080) e 2x108 UFC/mL de Azospirillum
brasilense (Ab-V5 e Ab-V6), respectivamente. A dosagem recomendada para cultura
da soja é de 300 mL por hectare no tratamento via sulco para o RHIZOTROP 2 e 300
mL por hectare em area total para o AZOTROP. O produto foi obtido da empresa

Biotrop, com sede em Vinhedo, SP, Brasil.
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1.3.2 Analises microbiologicas

As analises microbiologicas seguiram as metodologias propostas no Manual de
analises de bioinsumos (FERREIRA, NOGUEIRA e HUNGRIA, 2024). Para alguns

ensaios foi necessario adaptar a metodologia proposta.

Alguns ensaios foram realizados apenas com a bactéria Bradyrhizobium
Japonicum devido ao custo elevado das analises microbiolégicas e pelo fato dessa
bactéria ser a mais importante para a soja, ja que ela é responsavel pela fixagao

biolégica de nitrogénio.

1.3.2.1 Meio de cultivo, técnica de semeadura e tempo de incubagéao

O meio de cultivo utilizado para o crescimento da bactéria Bradyrhizobium
Jjaponicum foi o Yeast-Manitol-Agar (YMA) (Brasil, 2010, 2018). Este meio foi
preparado adicionando-se 0,5 g/L de fosfato de potassio dibasico (K2HPO4), 0,2 g/L
de sulfato de magnésio heptahidratado (MgS04.7H20), 0,1 g/L de cloreto de sddio
(NaCl), 5,0 g/L de manitol, 0,4 g/L de extrato de levedura, 10 mL de solu¢do vermelho
congo 0,25%, 13,5 g/L de agar e 1000 mL de agua deionizada (HUNGRIA et al., 2016).

Foi utilizada a técnica de semeadura por espalhamento, conhecida como
“spread plate”, que consistiu em distribuir a suspensdo de microrganismos sobre a
superficie do meio de cultura sdlido, utilizando uma al¢a de Drigalski. As amostras
ficaram incubadas entre 7 e 8 dias, em estufa com temperatura de 28 °C (Ferreira,

Nogueira e Hungria, 2024).

Ja para o Azospirillum brasilense, utilizou-se o meio de cultivo Plate Count Agar (PCA),
adquirido da fabricante Merck Millipore. Foram dissolvidos 23,5 g do meio em 1000
mL de agua deionizada. Também se utilizou a técnica de semeadura por
espalhamento, com alga de Drigalski. As amostras ficaram incubadas por cinco dias,

em estufa com temperatura de 30 °C (Ferreira, Nogueira e Hungria, 2024).

Ambos os meios foram dissolvidos em um Erlenmeyer de 1000 mL e
esterilizados em autoclave a 121°C, durante 20 minutos. Posterior a esterilizacio, os

meios foram vertidos em placas de petri descartaveis, estéreis, e apés solidificacao



31

as placas foram dispostas em sacos plasticos e guardadas em posigao invertida, em

geladeira.

1.3.2.2 Preparo dos tubos de ensaio para as diluicbes decimais

Para as analises microbiologicas, foi necessario realizar a diluicdo seriada
decimal para permitir a contagem das UFCs nas placas de Petri. A primeira etapa foi
preparar a solugao fisioldgica 0,85% que consiste em 0,85g de NaCl (cloreto de sédio)
para cada 100mL de agua deionizada. Foram adicionadas 9 mL dessa solugdo em
tubos de ensaio, através de um dispensador manual. Em seguida, os tubos foram
fechados com algodao hidrofobico e autoclavados a 121°C por 20 minutos para

esterilizagao.

1.3.2.3 Procedimento para analise microbioldégica para o inoculante liquido

O procedimento descrito a seguir foi aplicado em todos os ensaios com o
inoculante liquido, sendo mencionado como analise microbioldgica para contagem de

UFC baseada em Ferreira, Nogueira e Hungria (2024).

O primeiro passo foi realizar a diluicao seriada decimal, em que foi retirada uma
aliquota de 1 mL da amostra a ser analisada e transferiu-se para um tubo de ensaio
contendo 9 mL de solugéo fisioldgica 0,85% esterilizada (descrito no item 1.2.2.2), a
fim de formar a diluigdo 10-". Da diluicdo 10" retirou-se uma aliquota de 1 mL e
adicionou-se em outro tubo de ensaio formando a diluigdo 10-2. Tal procedimento foi
realizado sucessivamente até atingir a diluicdo 10-". Foram preparadas duas series
de diluicdo, ou duas analises, sendo que o resultado foi a média das duas series de
diluigao.

O segundo passo foi realizar a semeadura das placas contendo o meio de
cultura especifico para o microrganismo (YMA para o Bradyrhizobium japonicum e
PCA para Azospirillum brasilense), utilizando duas placas distintas para cada diluigao
a ser plaqueada. Com o auxilio de uma pipeta regulavel, foi semeado 100 pL de cada
uma das diluicbes sobre a superficie do meio de culturas nas placas de petri, em

duplicata.
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O inoculo foi espalhado na superficie do meio de cultura com o auxilio de uma
alca de Drigalski esterilizada. Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa

de acordo com o tempo e temperatura especificos para cada microrganismo.

Finalizado o tempo de incubagao, foi realizada a contagem das colonias,
considerando a diluicdo que apresentou entre 30 e 300 UFC. Outro critério adotado
foi uma variagdo maxima de 30% de contagem entre a duplicata, caso a variagéo

fosse maior a contagem era desconsiderada.

1.3.2.4 Procedimento para analise microbiolégica para os ensaios com aplicagao no

solo

O procedimento aqui descrito foi realizado para todos os ensaios com aplicacéo
do inoculante no solo, quando citado que foi realizada a analise microbiolégica para
contagem de UFC nos ensaios com o solo. Os procedimentos foram baseados e
adaptados de Ferreira, Nogueira e Hungria (2024), visto que ndo ha uma metodologia

especifica.

O primeiro passo foi realizar a diluigdo seriada decimal. O solo presente na
cuba de vidro foi colocado em um béquer de 500 mL esterilizado e nele adicionou-se
50 mL de solucgao fisioldgica 0,85% esterilizada (descrito no item 1.2.2.2), para formar
a diluigdo 10-". Logo apos, foi colocado em um agitador orbital, durante 20 minutos,
com rotacdo de150 rpm (rotagcdes por minuto). Em seguida, retirou-se, com auxilio
de uma micropipeta, uma aliquota de 1 mL da suspensao que foi adicionada a um
tubo de ensaio contendo 9 mL de solugéo fisioldgica, formando a diluigdo 10-2. Do tubo
com a diluigdo 102, retirou-se 1 mL com uma ponteira nova e esterilizada e transferiu-
se para outro frasco contendo 9 mL de solucéo fisiolégica a fim de formar a diluigao
1073, e assim, sucessivamente. Foram preparadas duas series de diluicdo, ou duas

analises, sendo que o resultado foi a média das duas series de diluigao.

O segundo passo foi realizar a semeadura das placas contendo o meio de
cultura especifico para o microrganismo (YMA para o Bradyrhizobium japonicum e
PCA para Azospirillum brasilense), utilizando duas placas distintas para cada diluigao
a ser plaqueada. Com uma pipeta regulavel, foi semeado 100 yL de cada uma das

diluigdes sobre o meio de cultura nas placas de petri, em duplicata.
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O in6culo foi espalhado na superficie do meio de cultura com o auxilio de uma
alca de Drigalski esterilizada. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa de

acordo com o tempo e temperatura especificos para cada microrganismo.

Finalizado o tempo de incubagao, foi realizada a contagem das colonias,
considerando a diluigao que apresentou entre 30 e 300 UFC. Outro critério adotado
foi uma variagdo maxima de 30% de contagem entre a duplicata, caso a variagao

fosse maior a contagem era desconsiderada.

1.3.3 Ensaios

1.3.3.1 Sobrevivéncia das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum

brasilense em diferentes niveis de pressao

Foram testados trés niveis de carga de pressédo, 40, 60 e 80 mca, valores
comuns de serem encontradas em sistemas de irrigagdo. Para realizagado do ensaio
adicionou-se 60mL de inoculante, previamente homogeneizado em embalagem
lacrada, em um coletor universal estéril e este foi colocado, aberto, dentro da cdmara
de Richards higienizada, ligada a um compressor de ar para pressurizagao (Figura 1).
As amostras permaneceram pressurizadas por um periodo de cinco minutos para
cada nivel de pressao. Cada ensaio foi realizado de forma individual para cada
bactéria visando evitar contaminagdes. Apos o término dos ensaios, realizou-se a

analise microbiolégica para contagem das UFCs que resistiram a pressao.
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Figura 1 — Extrator (camara) de Richards para ensaio de resisténcia dos
microrganismos a pressao

1.3.3.2 Sobrevivéncia das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum

brasilense submetidas a agitagado por bomba hidraulica

No processo de inje¢cdo do inoculante, a calda (inoculante + agua) deve
permanecer em constante agitacdo para que o produto ndo decante no tanque. Este
teste simulou a agitagédo da calda tal qual seria feita em campo, para assim determinar
se o impacto mecanico das bactérias no rotor, que fica em alta rotagao, causaria sua
mortalidade. Para isso, uma bomba hidraulica com rotor fechado foi instalada em um
tanque com capacidade de 25 litros. Todo o sistema foi higienizado com alcool 70% e

agua deionizada.

No tanque foram adicionados 20 litros de agua deionizada, 1,12 L do inoculante
Rhizotrop 2 para o ensaio com a bactéria Bradyrhizobium japonicum e 1,0 L do
inoculante Azotrop para o ensaio com a bactéria Azospirillum brasilense. A calda ficou
em agitacdo constante, sob uma carga de pressdo de 10 mca durante trés horas e
seis minutos. O tempo de agitacao foi determinado para que toda a calda passasse
pela bomba 180 vezes, simulando o que acontece em campo, porém em um tempo
maior. A vazdo da agitagdo em campo € menor o que leva um maior tempo de
operagao, porém o numero de vezes que a calda passa pela bomba € o mesmo que

o simulado.
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Finalizado o processo de agitagao, foi retirada uma amostra de 80 mL do tanque
e realizada a anadlise microbiolégica para contagem das UFCs que resistiram a

passagem pela bomba hidraulica.

1.3.3.3 Sobrevivéncia das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum

brasiliense em diferentes valores de pH de calda

As bactérias possuem uma faixa de pH otimo para sobrevivéncia e
desenvolvimento. O pH dos inoculantes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense em armazenamento é de 7,3 e 5,7, respectivamente. A agua de irrigagcao
possui uma variabilidade de pH em funcédo da sua origem, com isso foram testados
dois valores distintos para cada bactéria. Para o Bradyrhizobium japonicum foram
testados os valores de pH 6,0 e 8,0. Ja para o Azospirillum brasilense testou-se os

valores de pH 7,0 e 8,0.

Para elevar o pH até o valor desejado utilizou-se uma solugédo 1 normal de

hidréxido de sédio.

Para realizagdo do ensaio adicionou-se 60 mL de inoculante, previamente
homogeneizado em embalagem lacrada, em um coletor universal estéril e foi
adicionada, através de um conta gostas, solu¢gado 1 normal de hidréxido de sodio para
elevar o pH e solugdo de 1 normal de acido fosférico para reduzir o pH quando
necessario. Os coletores foram colocados em um agitador orbital em baixa rotagao

para evitar decantacao e garantir uma mistura uniforme (Figura 2).

As amostras permaneceram com o pH alterado por um periodo de cinco horas
até ser realizada a analise microbioldgica para contagem das UFCs que resistiram a

modificagao do pH.
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Figura 2 - Amostras em agitador orbital para ensaio de resisténcia a diferentes
valores de pH

1.3.3.4 Compatibilidade da bactéria Bradyrhizobium japonicum em mistura com

diferentes produtos

Em campo, a aplicagdo da bactéria Bradyrhizobium japonicum pode ser feita
em conjunto com produtos quimicos e biolégicos. Essa mistura pode ser prejudicial
para a bactéria, causando mortalidade e por consequéncia reducao de seu efeito nas
plantas. Foi realizado um levantamento, nas areas produtoras de soja, dos
ingredientes ativos mais utilizados em conjunto com a aplicagcao de Bradyrhizobium
Japonicum no sulco de plantio, resultando nas misturas testadas neste trabalho
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Quadro das misturas de produtos e microrganismos e sua dosagem

Dose do produto em

Tratamento Mistura
mistura
Bradyrhizobium japonicum (BJ) + BJ: 300 mL ha™;
T nematicida/fungicida sistémico do grupo Nematicida quimico:
quimico Benzamida Piramida* (1) 300 mL ha”’
Bradyrhizobium japonicum + nematicida BJ: 300 mL ha;
T2 microbiolégico™ (Bacillus subtilis, Bacillus Nematicida

licheniformis e Paecilomyces lilacinus) (2) microbiolégico: 75 g/ha
BJ: 300 mL ha;

T3 S _ Nematicida quimico:
Bradyrhizobium japonicum + 1 + 2
300 mL/ha; Nematicida

microbiolégico: 75 g/ha

Bradyrhizobium japonicum + Fertilizante
BJ: 300 mL ha™;

T4 mineral a base de cobalto, molibdénio e
Fertilizante: 250 mL ha™

niquel***

* nematicida/fungicida sistémico do grupo quimico Benzamida Piramida (FLUOPIRAM - 500g/L); **
nematicida microbiolégico (Bacillus licheniformis, cepa ATCC 12713 (minimo de 9,0 x 109 UFC/g) - 200
g/kg; Bacillus subtilis, cepa ATCC 6051 (minimo de 9,0 x 109 UFC/g) - 200 g/kg, e Paecilomyces
lilacinus (Purpureocilium lilacinum), cepa: CPQBA 040-'1 DRM 10 (minimo de 9,0 x 108 UFC/g) - 200
g/kg); *** Fertilizante mineral a base de Cobalto — 1% (fonte: sulfato de cobalto), Molibdénio — 12%
(fonte: molibdato de sddio)e Niquel — 0,5% (fonte: quelato de niquel), densidade 1,42.

Para a realizagdo do ensaio adicionou-se os produtos de cada tratamento,
proporcionalmente ao volume, em um coletor universal estéril. Em seguida foi
adicionado 60 mL de inoculante, previamente homogeneizado em embalagem lacrada
e realizou-se a mistura dos produtos. Os coletores com os produtos e inoculante foram
colocados em um agitador orbital em baixa rotacao para evitar decantagao e garantir
uniformidade. Apos agitacdo durante cinco horas e trinta minutos, foi realizada a
analise microbiolégica para contagem das UFCs que resistiram a mistura dos

ingredientes ativos.
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1.3.3.5 Monitoramento da temperatura da calda do injetor de inoculante via sulco da
semeadora e seu efeito na sobrevivéncia da bactéria Bradyrhizobium japonicum em

funcado do tempo de exposicao

E fundamental conhecer a temperatura que as bactérias permanecem dentro
do tanque de injecao nas semeadoras durante o plantio, visto que ela pode influenciar
na sobrevivéncia das bactérias. Para isso, foram selecionados um sensor de
temperatura a prova d’agua e um sensor de temperatura/umidade do ar conectados a
um microcontrolador para gravacao dos dados. O sensor a prova d’agua foi inserido
dentro do tanque de injecdo da semeadora e o0 sensor de temperatura e umidade do
ar foi instalado em um abrigo meteoroldgico na parte externa da semeadora, ao lado
do tanque de inje¢ao (Figuras 3 e 4). Os dados foram coletados desde o inicio do
plantio, no comego da manha, até o final da tarde, momento em que se encerravam
as atividades de campo. Os dados foram coletados durante cinco dias, a cada 5

minutos, em uma area comercial produtora de soja, no més de novembro (Figura 5).

Figura 3 - Semeadora para plantio de soja, com tanque de inje¢ao de
inoculante (em branco) e sensores de temperatura do ar e da calda para
monitoramento
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Figura 4 - Vista do tanque de injegao de inoculantes da semeadora com sensor
de temperatura (cabo branco) instalado em seu interior para monitoramento da
temperatura da calda

A Figura 5 traz os valores da temperatura na parte interna do tanque de injegcéo
de inoculante da semeadora. A linha vermelha indica a temperatura limite para
manuteng¢do das bactérias. As setas indicam os momentos em que o tanque foi
reabastecido. Verifica-se que a temperatura ficou em grande parte do tempo acima do
limite, principalmente quando o volume do tanque estd baixo (proximo do
reabastecimento). Em dois momentos de reabastecimento a temperatura ja iniciou
acima do limite. Isso ocorreu devido ao tanque de agua ficar em espera no campo,
exposto ao sol. Os demais reabastecimentos inicaram abaixo da temperatura limite

pois o tanque estava cheio ou foi reabastecido com agua fresca.



reabastecimento).

»

36,0

Figura 5- Temperatura interna da calda do tanque de injegao de inoculantes da
semeadora, durante trés dias de plantio (as setas indicam os momentos de
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A Figura 6 utiliza dados da Figura 5 e inclui outros dados obtidos de sensores
temperatura e umidade do ar instalados na parte externa da semeadora. E possivel
notar uma correlagao entre a temperatura da calda e a temperatura do ar, com a

temperatura da calda seguindo a tendéncia da temperatura do ar.
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Figura 6- Temperatura interna da calda do tanque de injegao de inoculantes, da
semeadora, em trés dias de plantio e temperatura e umidade do ar sobre a
semeadora durante o plantio
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A partir desses dados obtidos em campo, foram estabelecidas as combinagdes

entre temperatura e tempo de exposi¢ao, apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Combinagdes entre temperatura da calda e tempo de exposicao do
inoculante visando ensaio de sobrevivéncia

Temperatura da calda (°C) Tempo de exposi¢cédo (minutos)
35°C 35
35°C 70
35°C 140
35°C 210
40 °C 25
40 °C 50

40 °C 75
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Para realizagdo do ensaio adicionou-se 500 mL de inoculante, previamente
homogeneizado em embalagem lacrada, em dois Erlenmeyer esterilizados em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Os dois recipientes foram mantidos sob agitagéo
dentro de uma estufa com a temperatura programada e, em um deles, foi instalado
um sensor de temperatura para monitoramento durante o ensaio. Quando o tempo de
cada teste era atingido, uma aliquota de 60 mL era retirada e depositada em um

coletor universal estéril.

Finalizado o ensaio, foi realizada a analise microbiolégica para contagem das

UFCs que resistiram aos testes.

1.3.3.6 Monitoramento da temperatura do solo apds o plantio e o efeito da oscilagao

térmica do solo na sobrevivéncia da bactéria Bradyrhizobium japonicum

Apos aplicacdo das bactérias, o solo sera o substrato para multiplicagao das
mesmas, logo ele deve prover as melhores condigdes para sobrevivéncia e
multiplicacdo. As bactérias sdo aplicadas na mesma profundidade que as sementes,
em torno de 3 a 5cm. Nessa profundidade a temperatura do solo apresenta grandes
variagdes dependendo do preparo do solo feito para o plantio, textura do solo, volume
de cobertura vegetal, condi¢cdes climaticas entre outras, ja que € uma por¢ado muito

superficial.

Neste ensaio buscou-se monitorar a temperatura do solo durante trés dias,
desde o momento do plantio/aplicacdo dos inoculantes. Para isso, foram instalados
sete sensores de temperatura a prova d’agua (modelo DS18B20) e um sensor de
temperatura e umidade do ar (modelo DHT 22) conectados a um microcontrolador
para gravacao dos dados. Antes da instalagcdo em campo, todos os sensores foram
calibrados com um sensor de referéncia da Campbel Scientific (modelo SHT 35). Os
sensores a prova d’agua foram colocados junto a semente no solo, cada um em uma
linha de plantio diferente, logo apds a passagem da semeadora, em sete posigcoes
distintas (Figuras 7 e 8). A uma distancia de 6 metros, foi colocado o sensor de
temperatura e umidade do ar para monitoramento do clima. Os dados foram coletados

a cada 5 minutos e gravados em cartdo de memoria.
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Este ensaio foi realizado em uma area comercial produtora de soja, no més de
novembro, época de safra. O solo é caracterizado com textura arenosa. O plantio da
soja foi realizado apos a colheita do feijao em plantio direto. Nota-se que ha pouca
presencga de palha devido a colheita do feijdo deixar pouca palha para cobertura do

solo.

Figura 7- Instalagao dos sensores de temperatura, junto a semente e ao
inoculante aplicado, imediatamente apés o plantio para acompanhamento da
temperatura do solo
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Figura 8 - Instalagao dos sensores de temperatura do solo, do ar e da umidade
relativa, imediatamente apés o plantio para monitoramento continuo

A Figura 9 apresenta a temperatura do solo monitorada a cada cinco minutos,
durante 72 horas, na profundidade de aplicacdo dos inoculantes. A linha vermelha
indica a temperatura limite para manutencao e multiplicagdo das bactérias. Nota-se
que durante o dia a temperatura ficou acima dos 30°C e atigiu picos de 40°C, muito
superior ao recomendado.
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aplicagao do inoculante, durante 72 horas, de forma continua
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Data
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A Figura 10 inclui os dados de temperatura e umidade do ar proximo aos
sensores de solo. A temperatura do solo ficou acima da temperatura do ar em todos
0os momentos e acompanhou seu comportamento de aquecimento e resfriamento.
Pode-se ressaltar que no periodo noturno a temperatura bem acima da do ar,
reforgando a caracteristica de que o solo armazena grande quantidade de energia e
a libera de forma lenta. Nesse caso por ser um solo arenoso a absorgéo de energia

na forma de calor é ainda mais rapida e intensa.
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Figura 10 - Temperatura do solo na profundidade de deposi¢cdo das sementes e
aplicacao do inoculante, temperatura e umidade do ar, durante 72 horas, de
forma continua
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A partir dos dados coletados em campo, fez-se a simulagdo da oscilagao
termica do solo em condi¢des de estufa visando avaliar o comportamento da bactéria
Bradyrhizobium japonicum. A Figura 11 traz as curvas da temperatura do solo medidas
em campo e em estufa. A linha continua em preto representa a temperatura do solo
medida em campo e a linha laranja representa a temperatura do solo simulada em
estufa. Foi realizado em laboratério a simulacdo da oscilagdo térmica do solo para
analisar o comportamento da bactéria em condig¢des reais. Para isso, foi utilizada uma
sala climatizada, uma estufa de pequeno porte com circulacado forcada de ar, uma
resisténcia inserida no interior da estufa e um microcontrolador com sensores de
temperatura instalados no interior da estufa. No microcontrolador foi programado o
comportamento da temperatura obtido em campo, com ajustes automaticos a cada 5
minutos. A légica de funcionamento seguiu o seguinte padrao: o solo foi colocado no
interior da estufa, com um sensor de temperatura inserido no mesmo (Figura 12); no
microcontrolador estava armazenada a curva da temperatura durante a medi¢édo em
campo, em intervalos de 5 minutos, por 72 horas; desta forma o microcontrolador
realizava a leitura da temperatura do solo a cada 5 minutos e, dependendo da leitura,

era ligada ou desligada a resisténcia no interior da estufa ajustando o valor para o
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Esse processo foi realizado continuamente, de forma

do real.

mais proximo

automatica, durante as 72h.
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Figura 12- Vista da cuba de vidro com solo e do sensor de temperatura para
simulagao, em estufa, da oscilagao térmica que ocorre em condigdes de
campo, visando avaliar o comportamento dos microrganismos

Para simular um sulco de plantio, foi confeccionado uma cuba de vidro com
dimensdes de 12,0cm de comprimento, 2,5cm de largura e 4,0cm de profundidade.
Ela foi preenchida com o mesmo solo da area comercial onde foram realizadas as

coletas de dados e, em seguida, foi esterilizado em autoclave a 121°C por 25 minutos.

Com a cuba preenchida de solo estéril, abriu-se um sulco no centro do solo
com uma espatula esterilizada com uma profundidade de 2,0cm e adicionou-se, com
o auxilio de uma micropipeta, 100 yL de uma solugdo com a proporcéao de 300 mL de
inoculante Rhizotrop 2 para cada 10 litros de agua esterilizada (Figura 13). Adicionada
a solucao, o sulco foi fechado e foi adicionada agua esterilizada em autoclave a 121°C
por 20 minutos em quantidade suficiente para atingir a umidade de capacidade de
campo, considerada a condi¢ao 6tima de umidade. Foi definida essa umidade para
que o fator temperatura fosse isolado e assim garantir que somente ele influenciasse
nos resultados. Em seguida, a cuba foi envolvida com papel filme para garantir que o
solo se mantivesse umido durante o periodo do ensaio. Foram confeccionadas varias
cubas para que, nos momentos programados, fossem retiradas e analisadas.
Finalizado o processo, as cubas foram colocadas na estufa para iniciar a simulacao

da oscilacao de temperatura.
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A cada 24h foi retirada uma cuba da estufa para analise microbiolégica por meio
da contagem das UFCs sobreviventes. Uma cuba foi analisada logo ao término do
preparo das amostras, sendo considerada a amostra referéncia/testemunha da
quantidade de UFC inicial.

Para analise microbioldgica desse ensaio, todo solo da cuba foi retirado, diluido
e agitado para assim realizar as diluigdes seriadas decimais. Isso foi fundamental visto
que a quantidade de inoculante aplicada é muito pequena e caso fosse retirada
apenas uma porgao de solo, o erro de amostragem seria alto e inviabilizaria o ensaio.
Portanto, o uso de todo solo da cuba minimizou o erro da amostragem e permitiu

avaliar todo conteudo aplicado no solo.

Figura 13 - Cuba de vidro com solo para simulagao de um sulco de plantio para
conducgao dos testes com os inoculantes simulando sua aplicagao direta no
solo

1.3.3.7 Efeito da umidade do solo na sobrevivéncia da bactéria Bradyrhizobium

Jjaponicum

A umidade do solo € um dos fatores que necessita de testes para caracterizar
sua influéncia na sobrevivéncia da bactéria aplicada no solo. Nao sao encontrados

ensaios como estes na literatura; portanto ndo se tem informagbes sobre o
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comportamento da bactéria Bradyrhizobium japonicum em determinadas condi¢cdes

de umidade do solo.

No plantio mecanizado, considera-se como umidade 6tima 50% da capacidade
de agua disponivel (CAD) para que o maquinario possa realizar a operagao de forma
eficiente. No entanto, para a germinacao das sementes o ideal € 100% da CAD, o que
garante uma germinacéao rapida e uniforme. Com isso foram testadas cinco condigdes
de umidade do solo que podem ser encontradas em campo dependendo da época de
plantio, condi¢gbes climaticas, presenca ou auséncia de irrigacéo, sendo elas: 100%
da CAD, 75% da CAD, 50% da CAD, 37,5% da CAD e 25% da CAD.

Para realizagdo do ensaio utilizou-se 0 mesmo procedimento descrito no item
anterior, do preenchimento das cubas de vidro com solo, esterilizac&o, aplicagéo da
solugdo na mesma propor¢ado, mudando apenas a quantidade de agua aplicada de

acordo com o tratamento. As amostras ficaram em estufa a 28°C.

Uma cuba foi analisada logo ao término do preparo das amostras, com umidade
a 100% da CAD, sendo considerada a amostra no tempo zero e a referéncia da
quantidade de UFC inicial. As demais amostras foram analisadas nos tempos 24h e

48h apods aplicagao.

1.4 Resultados e Discussao

1.4.1 Sobrevivéncia das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum

brasilense em diferentes niveis de pressao

Na Tabela 3 estdo apresentadas as médias de UFC de Bradyrhizobium
Japonicum, submetida a diferentes cargas de pressao, durante cinco minutos. Nota-se
que os valores das potencias da base dez tanto da testemunha quanto dos
tratamentos com pressdo ndo sofreram alteracdo. Os resultados mostram que a
bactéria Bradyrhizobium japonicum pode ser submetida a uma pressdo maxima de
80m.c.a, durante um periodo de cinco minutos, que ndo havera mortalidade da

bactéria.



51

Tabela 3 - Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a diferentes cargas de
pressao durante 5 minutos de pressurizagao

Contagem
Tratamentos UEC mL-
Testemunha - Pressao 0 mca 1,39x10°
Pressao 40 mca 3,30x10°
Press&o 60 mca 1,43x10°
Press&o 80 mca 2,68x10°
CV % 7,8

CV%: coeficiente de variagao.

O mesmo resultado obtido para bactéria Bradyrhizobium japonicum foi
encontrado para o Azospirillum brasilense (Tabela 4). Essa bactéria também pode ser
submetida a pressdo maxima de 80m.c.a, durante cinco minutos, que ndo causara

sua mortalidade.

Tabela 4 - Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) de Azospirillum
brasilense, submetido a diferentes pressdes durante 5 minutos de
pressurizagao

Contagem
Tratamentos UEC mL-
Testemunha - Pressao 0 mca 1,49x108
Pressdo 40 mca 1,70x108
Press&o 60 mca 1,65x108
Pressao 80 mca 1,84x108
CV % 4,0

CV%: coeficiente de variacao.

Essa informacao é importante pois revela a resisténcia da bactéria a diferentes
pressbes e amplia as formas de aplicagdo da bactéria no campo, indicando a
viabilidade de aplicagdo em sistemas com maior pressido, como pulverizadores,

sistemas de irrigagao e injetores que possuam maior pressao.
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1.4.2 Sobrevivéncia das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum

brasilense submetidos a agitagao por bomba hidraulica

A passagem constante da bactéria Bradyrhizobium japonicum pelo rotor da
bomba hidraulica, em alta rotagéo (3600rpm) e sob uma carga de pressao de 10 m.c.a,
nao causou sua mortalidade como demonstra a Tabela 5. Isso é fundamental, pois
complementa o resultado anterior da pressao, indicando que essa bactéria pode ser
pressurizada por determinado tempo e pressao e, além disso, suporta a passagem

por um rotor em alta rotacéo.

Tabela 5 - Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a agitacdo pressurizada a
10m.c.a, em bomba hidraulica durante 3 horas

Contagem
Tratamentos UEC mL-
Testemunha sem agitagao 1,15x10°
Agitagao pressurizada 1,17x10°
CV % 5,2

CV%: coeficiente de variagéo.

A Tabela 6, apresenta o mesmo resultado e conclusédo para a bactéria
Azospirillum brasilense, ou seja, ndo houve mortalidade ao passar pelo rotor em alta

rotacao.

Tabela 6 - Contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) de Azospirillum
brasilense, submetido a agitagao pressurizada a 10m.c.a, em bomba
hidraulica durante 3 horas

Contagem
Tratamentos UEC mL-
Testemunha sem agitagéo 1,69x108
Agitacao pressurizada 1,91x108
CV % 6,1

CV%: coeficiente de variacao.
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1.4.3 Sobrevivéncia das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum

brasiliense em diferentes valores de pH de calda

A mudanga de uma unidade de pH, acima ou abaixo do original da embalagem,
nao causou mortalidade da bactéria Bradyrhizobium japonicum durante um periodo
de exposi¢ao de 5h30min (Tabela 7). Esse inoculante pode ser diluido em agua desde

pH 6,0 até um pH 8,0, sem prejuizo.

Tabela 7 - Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a diferentes pH de calda
durante 5 horas

Contagem
Tratamentos UEC mL-
Testemunha pH 7,3 original 2,37x10°
pH 6,0 2,19x10°
pH 8,0 2,08x10°
CV % 6,0

CV%: coeficiente de variagao.

Para o Azospirillum brasilense houve mortalidade em fungdo do aumento do
pH em um tempo de exposi¢cao de 5h30min (Tabela 8). Esse inoculante pode ser
diluido em agua com valor de pH maximo de 7,0, ou seja, a neutralidade. Por ser
originalmente acido (pH 5,3), a elevagao do pH a 8,0 causou a mortalidade de 90%
das bactérias, ou seja, da quantidade de UFC inicial restaram apenas 10%, apés a

exposicao a um pH 8,0.

Tabela 8 - Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) de Azospirillum
brasilense, submetido a diferentes pH de calda durante 5 horas

Contagem
Tratamentos UEC mL-
Testemunha pH 5,3 original 2,06x108
pH 7,0 2,02x108
pH 8,0 2,61x107
CV % 1,8

CV%: coeficiente de variagao.
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1.4.4 Compatibilidade da bactéria Bradyrhizobium japonicum em mistura com

diferentes produtos

O uso de produtos quimicos com os microrganismos pode ser prejudicial, pois
determinados fungicidas, nematicidas e inseticidas, quando em contato direto com os
inoculantes, causam sua mortalidade e diminuem a eficiéncia da nodulagao (Marks et
al., 2013; Bueno et al., 2003; Costa et al., 2013; Campo e Hungria, 2000; Mendes et
al., 2010). A Tabela 9 apresenta a UFC da bactéria Bradyrhizobium japonicum (BJ)
quando aplicada conjuntamente com um nematicida/fungicida quimico (BP), com um
nematicida microbioldgico (NM) e com um fertilizante mineral (F), durante 5 h e 30 min

de contato.

Os resultados mostram que houve compatibilidade entre a bactéria BJ e o
nematicida/fungicida quimico e o fertilizante, ja que ndo houve redugao nas contagens
comparativamente com a testemunha pura. No entanto, nas duas misturas em que o
nematicida microbioldgico estava presente houve redugao de 90% no numero de UFC
de BJ. Isso pode indicar que houve competicdo entre os microrganismos e o
nematicida microbiolégico, por ser mais “agressivo”, levando a redugao na populagao
de BJ. Desta forma, recomenda-se ndo manter esses microrganismos em conjunto no

mesmo tanque de aplicacao.

Tabela 9 - Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, em mistura com diferentes
ingredientes ativos durante 5 horas e 30 minutos

Contagem

Tratamentos UEC mL-
Testemunha — produto original 3,90x107
BJ + BP 5,10x107

BJ + NM 5,25x10°

BJ + BP + NM 4,00x10°

BJ+F 1,82x107

CV % 10,9

CV%: coeficiente de variagdo; BJ: Bradyrhizobium japonicum; BP: nematicida/fungicida sistémico do
grupo quimico Benzamida Piramida (FLUOPIRAM - 500g/L); ** nematicida microbiolégico (Bacillus
licheniformis, cepa ATCC 12713 (minimo de 9,0 x 109 UFC/g) - 200 g/kg; Bacillus subtilis, cepa ATCC
6051 (minimo de 9,0 x 109 UFC/g) - 200 g/kg, e Paecilomyces lilacinus (Purpureocilium lilacinum), cepa:
CPQBA 040-'1 DRM 10 (minimo de 9,0 x 108 UFC/g) - 200 g/kg); *** Fertilizante mineral a base de
Cobalto — 1% (fonte: sulfato de cobalto), Molibdénio — 12% (fonte: molibdato de sédio)e Niquel — 0,5%
(fonte: quelato de niquel), densidade 1,42.
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1.4.5 Efeito da combinagcdo temperatura e tempo na sobrevivéncia da bactéria

Bradyrhizobium japonicum

Uma das principais questdes relacionadas a aplicacdo de inoculantes é a
temperatura de exposi¢cao das bactérias. Em condicdes de campo, os inoculantes
ficam expostos a temperaturas elevadas, acima de 32°C facilmente, e muitas vezes é
dito que grande parte das bactérias ja poderiam estar mortas devido a essa exposigao.
Na literatura para BJ, a temperatura ideal € 28°C e a maxima recomendada é de 30°C
(Prando et al., 2020; Prando et al., 2022; Mendes et al., 2010; Vidor, 1981; Morote et
al., 1990; Hungria e Vargas, 2000; Norris e Date, 1976). Estes estudos foram
realizados ha muitos anos e essas recomendagdes sao utilizadas até os dias atuais.
Entretanto, nessas duas décadas nao foram feitas novas pesquisas para confirmar
essa recomendacdo para as novas cepas selecionadas, ja que houve grande avango

na selecao de cepas mais eficientes e resistentes.

Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que essa informacgao esta
desatualizada e necessita ser modificada, j4 que os principais estudos foram
realizados antes dos anos 2000 (Munévar e Wollum LL, 1981; Galleti et al., 1971;
Freire e Vidor, 1971; Munns, 1977; Keyser e Munns, 1979; Vidor, 1981; Morote et al.,
1990). Nessa época as cepas eram diferentes das atuais, ja que houve um grande
avango na selegcdo de novas estirpes. O ensaio realizado manteve a bactéria BJ a
uma temperatura de 35°C com exposi¢ao minima de 35 minutos e maxima de 210
minutos, sendo que nesse intervalo nao houve mortalidade. Essa informacao € nova

e muda os parametros ja estabelecidos para cepas mais antigas.

As testemunhas permaneceram em temperatura de armazenamento
controlada de 25°C. Uma amostra foi retirada da embalagem original e analisada

imediatamente.
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Tabela 10 - Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a temperatura de 35°C com
diferentes tempos de exposicao

Contagem
Tratamentos UEC mL-
Testemunha — 0 min 2,85x10°
35°C — 35 min 5,22x10°
35°C — 70 min 3,44x10°
35°C — 140 min 3,01x10°
35°C — 210 min 2,33x10°
CV % 9,0

CV%: coeficiente de variagao.

Na Tabela 11 estdo os resultados com a temperatura de 40°C. A bactéria BJ
quando submetida 25 e 50 minutos a temperatura de 40°C, nao sofreu mortalidade,
porém quando o tempo de exposigao passou para 75 minutos ja ocorreu prejuizo,

restando apenas 10% de UFC da quantidade original.

Com base nestes resultados, o ideal seria ter um sensor de temperatura
instalado nos tanques de inje¢cao de inoculante para que o operador monitorasse,
desde a cabine do trator, a temperatura da calda em tempo real, para que quando
chegasse a 40°C medidas fossem tomadas. A temperatura de 40°C s6 foi observada
em campo quando o volume de calda estava baixo. Portanto, o ideal seria repor a
calda antes de estar proximo do esgotamento. Para n&o diminuir o rendimento
operacional podem ser utilizados tanques com maiores volumes, porém vale a mesma

questao de reposi¢cao quando o volume ficar baixo.

Tabela 11 - Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a temperatura de 40°C com
diferentes tempos de exposicao

Contagem
Tratamentos UFC mL-"
Testemunha — 0 min 2,85x10°
40°C 25 min 2,32x10°
40°C 50 min 4,59x10°
40°C 75 min 1,50x108
CV % 6,9

CV%: coeficiente de variacao.
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1.4.6 Efeito da oscilagao térmica do solo na sobrevivéncia da bactéria Bradyrhizobium

Japonicum

O primeiro passo ao realizar os ensaios com aplicagcao da bactéria BJ no solo,
foi realizar a validacdo da repetibilidade da metodologia adaptada de (Ferreira,
Nogueira e Hungria, 2024), pois ndo ha uma metodologia especifica para os ensaios
realizados nesta pesquisa. A Tabela 12 apresenta a contagem de UFC g-' de quatro
repeticoes. Cada repeticao foi composta por uma cuba de solo autoclavada, com a
bactéria BJ aplicada. E possivel observar que houve repetibilidade dos dados,

indicando que a metodologia estabelecida foi eficiente.

Tabela 12 - Repetibilidade da contagem de UFC de Bradyrhizobium japonicum

no solo
Tratamentos Contagem
UFC g de solo
Repeticéo 1 2,20x10°
Repeticéo 2 1,65x10°
Repeticao 3 2,05x10°
Repeticao 4 2,10x10°
CV % 48

CV%: coeficiente de variagao.

A Tabela 13 traz os resultados da contagem de UFC da bactéria BJ submetida
a oscilagao térmica que ocorre no solo, simulada em condi¢gbes de laboratério. No
tempo zero, ou seja, logo apés aplicagéo do inoculante na cuba contendo o solo, foi
realizada a analise microbiolégica para contagem das UFCs que foram aplicadas na
amostra. Quando se analisou a contagem apds 24h (T1) notou-se que houve
mortalidade de 90% das bactérias. Isso pode ter ocorrido devido a temperatura
elevada no inicio da aplicacéo. A Figura 15 mostra a temperatura do solo medida em
campo (linha preta) e a temperatura do solo na simulagdo em laboratério (linha
laranja). Essa medida em campo foi realizada no inicio do plantio, logo essa € uma
condicao real que pode acontecer na época de plantio em que se realizou a medicao.
Nota-se que no inicio do plantio e também no inicio da aplicagao do inoculante, ja que
sdo operagdes concomitantes, a temperatura do solo ja estava préxima dos 39°C e

com o passar das horas ela se elevou e atingiu 41°C. A temperatura do solo



58

permaneceu 175 minutos acima de 40°C, o que causou a mortalidade das bactérias.
Esse dado confirma os resultados obtidos na Tabela 11, ou seja, tempos maiores de

exposicao a temperatura de 40°C causaram mortalidade das bactérias BJ.

ApOs esse periodo a temperatura caiu abaixo dos 40°C e 35°C, e passadas
mais 24h (T2), as bactérias BJ se multiplicaram ja que a temperatura ficou na faixa
ideal para multiplicacdo. Nota-se que, em apenas 24h, de T1 para T2, houve um
crescimento de 900% (10 vezes) comparado a TO e 9900% (100 vezes) comparado

com T1. Ao final de 72h, ela permaneceu estavel com mesma contagem de T2.

Cabe ressaltar que nessa condicdo de ensaio, ndo foi feita nenhuma
suplementacao de nutrientes no solo para crescimento das bactérias e que a umidade

foi mantida na capacidade de campo, para isolar o fator temperatura.

Tabela 13 - Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a simulacdo da oscilagao
térmica que ocorre no solo, em quatro momentos distintos

Tratamentos UF%OS'Eac?:?oIo
Testemunha — TO 1,17x108
T1 - 24h 3,56x10°
T2 -48h 2,86x107
T3-72h 5,87x107
CV % 5,9

CV%: coeficiente de variagéo. TO — refere-se ao tempo zero da medida, logo apds aplicagao. Aumidade
da amostra foi referente a capacidade de campo.
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Figura 14 - Contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/g) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a simulagao da oscilagao térmica que
ocorre no solo, em quatro momentos distintos
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1.4.7 Efeito da umidade do solo na sobrevivéncia da bactéria Bradyrhizobium

Japonicum

A umidade do solo é fundamental para sobrevivéncia e multiplicacdo das
bactérias. Estudos mostram que as bactérias morrem rapidamente quando aplicadas
em solo seco (Pinto et al., 2023; Prando et al., 2020; Prando et al., 2022; Freire e
Vidor, 1971; Munns, 1977; Keyser e Munns, 1979; Vidor, 1981; Morote et al., 1990).
Apesar de na literatura ter essa citagdo, os ensaios foram realizados muito
antigamente e essa informacao é replicada até hoje sem um estudo atualizado e mais
detalhado. A Tabela 14 apresenta a contagem de UFC em funcgao do nivel de umidade
no solo, 24h e 48h apds aplicagao da bactéria BJ, em temperatura de 28°C. O valor
de 100% da CAD representa a maxima retencdo de agua no solo, logo, nessa
condicao ele esta em capacidade de campo. A contagem em TOh com 100% da CAD,
foi considerada como referéncia de comparacgao, ja que nessa condi¢cdo o solo tem
umidade ideal para crescimento e a analise microbiolégica foi realizada logo apds a

aplicagao das bactérias no solo.
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Analisando apenas o tratamento de 100% CAD, é possivel observar que houve
um crescimento continuo ao longo do tempo. Na primeiras 24h houve um crescimento
muito rapido das bactérias, com aumento de 100 vezes da quantidade inicial em TOh.
ApOs 48h (T48h), elas ainda continuaram em crescimento, porém de forma mais lenta
aumentando 10 vezes comparado com o tempo anterior (T24h). Quando a umidade
do solo foi reduzida, a taxa de crescimento foi menos expressiva e em alguns casos
ocorreu mortalidade. Quando a umidade foi reduzida para 75% da CAD, houve
mudanga no crescimento da bactéria, mesmo sendo uma redugao pequena na
umidade. Nessa condicdo houve crescimento de 10 vezes nas primeiras 24h, inferior
a umidade de 100% CAD que foi de 100 vezes. Passadas mais 24h (T48h), ndo houve

crescimento das bactérias, permanecendo estavel.

Com a umidade de 50% da CAD, ndo houve crescimento das bactérias, que
permaneceram estaveis por 48h depois de aplicadas. Apds 48h, a umidade ideal de
100% da CAD tinha 1000 vezes mais UFC do que a umidade de 50% CAD, valor muito
expressivo que impacta na nodulagdo da cultura alvo. Quando a umidade foi reduzida
abaixo de 50% da CAD, nas primeiras 24h elas também permanecem estaveis, porém

apos 48h ocorreu mortalidade das bactérias, reduzindo em 90% da quantidade inicial.

Isto é de grande importancia pratica pois mostra que a umidade do solo impacta
diretamente na sobrevivéncia e multiplicacdo das bactérias, que por consequéncia
irdo impactar no desenvolvimento inicial da cultura alvo. Plantio em solo seco causa
mortalidade das bactérias e niveis de umidade abaixo do 100% diminuem a taxa de
multiplicagdo. Desta forma, recomenda-se que a bactéria (BJ) deva ser aplicada com
solo umido. Em sequeiro, significa tentar aplicar antecedendo a ocorréncia de chuva.
Em sistemas irrigados, em que é possivel controlar de forma efetiva a umidade do
solo, que seja mantida a umidade proximo do ideal pelo maior numero de dias possivel

apo6s a aplicacao de BJ.
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Tabela 14 - Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC) de
Bradyrhizobium japonicum, submetida a diferentes umidades do
solo, em trés momentos distintos

Contagem TOh Contagem T48h

Contagem T24h

Tratamentos
UFC g de solo
100% CAD 5,51x10° 1,20x107 1,66x108
75% CAD - 3,34x106 5,80x106
50% CAD - 5,23x10° 4,80x10°
37,5% CAD - 4,72x10° 7,83x104
25% CAD - 4,11x10% 6,24x10%
CV % =19,8

CV%: coeficiente de variagao. CAD: capacidade de agua disponivel. As amostras foram mantidas a
temperatura de 28°C.

A Figura 16, apresenta a evolugao das UFCs por grama de solo, nos tempos
zero, 24 horas e 48 horas ap6s aplicacdo, em temperatura controlada de 28°C. E
possivel notar comportamento linear para a umidade de 100% da CAD, também linear
para 75% da CAD porém com ganhos inferiores, visivel pelo coeficiente angular
menor. Para 50% também ocorre um comportamento linear, porém estavel com
coeficiente angular de zero, ou seja, nao ocorre acrescimo nem decrescimo com o
tempo. Ja para 35,5% e 25% da CAD, inicialmente n&o ocorreu nem crescimento nem
mortalidade até as primeiras 24 horas, porém em seguida iniciou-se 0 decrescimo

das UFCs, ou seja, ocorreu mortalidade das bactérias.
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Figura 15 - Contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/g) de

Bradyrhizobium japonicum, submetida a diferentes umidades do solo em trés

momentos distintos
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1.5 Consideragoes e recomendagoes gerais

A partir dos ensaios e resultados deste trabalho sugere-se as seguintes

recomendacgdes e consideragoes:

1.

A pressao de aplicagao de pulverizadores e injetores de linha ndo impacta nas
bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense.

Manter as bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense
pressurizadas por até cinco minutos sob pressao de até 80 m.c.a. ndo causa
mortalidade, com isso viabiliza-se outros métodos de aplicagao.
Recomenda-se, para as bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense, um pH de calda entre 6,0 e 7,0, sendo o ideal préximo de 7,0.

Nao ha problema na mistura entre a bactéria Bradyrhizobium japonicum com o

nematicida fungicida, na concentracdo e doses testadas (nematicida/fungicida
sistémico do grupo quimico Benzamida Piramida (FLUOPIRAM - 500g/L))
Recomenda-se ndo misturar a bactéria Bradyrhizobium japonicum com

nematicida microbiologico descrito neste trabalho, devido a incompatibilidade e
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consequente mortalidade da bactéria de interesse (nematicida microbiologico

(Bacillus licheniformis, cepa ATCC 12713 (minimo de 9,0 x 109 UFC/g) - 200 g/kg; Bacillus
subtilis, cepa ATCC 6051 (minimo de 9,0 x 109 UFC/g) - 200 g/kg, e Paecilomyces lilacinus
(Purpureocilium lilacinum), cepa: CPQBA 040-'1 DRM 10 (minimo de 9,0 x 108 UFC/g) - 200

glkg);
Nao ha problema em misturar a bactéria Bradyrhizobium japonicum com o

fertilizante na concentracgao, fonte e dose aqui testadas (Fertilizante mineral a
base de Cobalto — 1% (fonte: sulfato de cobalto), Molibdénio — 12% (fonte:
molibdato de sédio) e Niquel — 0,5% (fonte: quelato de niquel), densidade 1,42).
Manter a bactéria Bradyrhizobium japonicum em temperatura de 35°C por até
210 minutos e a 40°C por até 50 minutos ndo causa sua mortalidade. Essa
bactéria ndo deve ser mantida em temperatura acima de 35°C por tempo
superior a 50 minutos, pois ira causar grande mortalidade das bactérias.
Recomenda-se a instalagdo de sensor de temperatura no tanque de injecao de
inoculante das semeadoras com visualizagdo na cabine do trator para
acompanhamento da temperatura. Quando o valor comegar a ultrapassar os
35°C, recomenda-se a parada e/ou reposi¢cao da calda.

Recomenda-se nao trabalhar com o tanque de inoculantes da semeadora com
baixo volume, pois a calda com os inoculantes ira aquecer rapidamente e
chegar a temperaturas elevada causando a mortalidade das bactérias. Para
aumentar o rendimento sugere-se o uso de tanques com maior capacidade de
armazenamento, porém fica a mesma recomendacédo quando volume estiver

baixo.

10.Nao se deve aplicar a bactéria Bradyrhizobium japonicum em solo seco ou com

11.

umidade inferior a 50% CAD, pois ira causar a mortalidade das bactérias e por
consequéncia menor nodulagdo das plantas, gasto com produto e
comprometimento da tecnologia. A umidade € o fator mais critico, seguido pela
temperatura.

Em ambientes de producao irrigados fica a recomendacao quase obrigatéria
da manutencao da umidade do solo préximo a capacidade de campo apds o
plantio e por no minimo 96 horas, garantindo a maxima taxa de multiplicagao
das bactérias Bradyrhizobium japonicum. Sugere-se ao invés de irrigar com

laminas altas e menor frequéncia, irrigar com laminas baixas e com maior
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frequéncia para manter umida a camada superficial onde estdo a semente e o0
inoculante aplicado.

12.Utilizar o produto dentro da data de validade e assegurar seja armazenado em
condigdes favoraveis, protegido dos raios solares.

13.Recomenda-se sempre que adquirido os inoculantes realizar a analise
microbiolégica para verificar a garantia de UFC do produto e verificar se as

bactérias estao vivas.

1.6 Conclusoes

Este estudo inédito revelou informacbes importantes para as bactérias
analisadas, modificando recomendacgdes praticas consolidadas, porém obtidas no

passado com outras cepas.

A bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense suportaram as
pressdes de 40, 60 e 80 m.c.a durante cinco minutos de pressurizagao, além da

passagem pelo rotor de bombas hidraulicas em alta rotagéo.

A mudanca do pH da calda para 6,0 ou 8,0, ndo interferiu na sobrevivéncia da
bactéria Bradyrhizobium japonicum. Para o Azospirillum brasilense a mudancga do pH
da calda para 7,0 ndo interferiu na contagem de UFC, porém a alteragdo do pH da

calda para 8,0 causou a mortalidade de 90% das UFCs.

A bactéria Bradyrhizobium japonicum mostrou-se compativel com o
nematicida/fungicida quimico e com o fertilizante testado neste trabalho, porém
mostrou-se incompativel com o nematicida microbiolégico adotado, proporcionando
90% de mortalidade das UFCs.

A literatura recomenda entre 28 e 30°C como a temperatura maxima para a
bactéria Bradyrhizobium japonicum, e cita que acima desse valor ha mortalidade das
bactérias. Entretanto, nesse estudo provou-se nas condi¢des de teste que essa
bactéria pode permanecer sob a temperatura de 35°C por 210 minutos e de 40°C por

até 50 minutos, sem ocorréncia de mortalidade.

A oscilagao térmica do solo em condi¢cdo de umidade na capacidade de campo,
nao causou grandes prejuizos as bactérias, ocorrendo mortalidade nas primeiras 24h
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devido ao alto tempo de exposicdo a temperatura de 40°C, devido ao modelo de
ensaio realizado, porém apds essa ocasiao elas voltaram a se multiplicar. Entretando,

a oscilagao térmica junto com o secamento do solo, causou 99,99% de mortalidade.

A umidade do solo influenciou diretamente na sobrevivéncia das bactérias
Bradyrhizobium japonicum, sendo que o solo com umidade proximo a capacidade de
campo proporcionou a melhor condicdo para sobrevivéncia e multiplicacdo das
bactérias. O solo com 50% da CAD manteve a populacéo estavel, sem multiplicacao.
Para 37,5% e 25% da CAD, apés 48h, 90% das bactérias estavam mortas.

Apos 48h, em temperatura de 28°C, a condicdo com 100% da CAD tinha 100
vezes mais bactérias que a condicao de 75% da CAD, 1000 vezes mais que 50% da
CAD e 10000 vezes mais UFC que as condi¢des de 37,5 e 25% da CAD.

A umidade do solo foi o principal fator a interferir na sobrevivéncia das bactérias
Bradyrhizobium japonicum no solo, seguida pela temperatura. As duas variaveis em
campo interferem de maneira conjunto, porém cabe distinguir duas situagdes:
temperaturas elevadas (acima de 35°C) porém com o solo em capacidade de campo
resultam em menor prejuizo ao desenvolvimento das bactérias, que podem se
recuperar; temperaturas elevadas e solo com baixa umidade resultam em grande

mortalidade das bactérias.
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2.1 Introducgao

A soja tem elevado valor comercial, tanto no mercado internacional quanto
nacional, sendo a principal oleaginosa cultivada mundialmente e a responsavel pela
expansao da produgao de graos no Brasil. A producgéo brasileira se sobressai a cada
ano, alcangando 147 milhdes de toneladas de graos em 2024 (Conab, 2024; Landau
et al., 2020). No entanto, com a demanda em constante crescimento, torna-se

necessario aprimorar a eficiéncia produtiva para suprir esse mercado.

A busca por técnicas que maximizem o rendimento agricola é continua e isso nao é
diferente para a soja. Essa cultura demanda grande quantidade de nitrogénio para
produzir os graos, sendo necessario em torno de 80 kg de nitrogénio para cada
tonelada de soja produzida (Hungria, Mendes e Campo, 2007; Hungria et al., 2020;
Hungria et al., 2005; Seixas et al., 2020). Caso essa necessidade de nitrogénio fosse
suprida completamente por fertilizantes nitrogenados, a produgédo de soja no Brasil

seria inviavel economicamente, ja que, com base na produtividade, a demanda total
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de nitrogénio por hectare ficaria entre 240 e 480 kg. Entretanto, gragas ao
desenvolvimento biotecnoldgico, selecionaram-se bactérias capazes de fornecer
grande parte do nitrogénio para a planta, através da fixagdo biolégica de nitrogénio
(FBN) (Zuffo et al., 2019), proporcionando uma economia financeira de 17 bilhdes de
ddlares por ano e preservagao ambiental, por reduzir a emissao na atmosfera de mais
de 200 milhdes de toneladas de gases de efeito estufa (Hungria e Nogueira, 2022;
Telles et al., 2023; Costa, 2023).

A simbiose entre bactérias do género Bradyrhizobium e as plantas € a responsavel
pela FBN. Nesse processo, formam-se nédulos radiculares, onde essas bactérias
captam o nitrogénio atmosférico (N,) e, por meio de processos enzimaticos, o
convertem em compostos nitrogenados assimilaveis pela planta. Em troca, a planta
as nutre e oferece abrigo para sua sobrevivéncia (Prando et al., 2022; Hungria e

Nogueira, 2020; Hungria e Nogueira, 2022; Hungria et al., 2015).

O processo de aplicacao dessas bactérias € denominado inoculacao. Essa aplicacao
pode ser realizada via semente, em que o inoculante € misturado as sementes,
devendo ser utilizado no prazo maximo de 24 horas. Essa forma vem sendo menos
utilizada devido a dificuldade na mistura dos inoculantes e também a menor eficiéncia,

ja que ha contato direto com fungicidas e inseticidas (Zuffo et al., 2019).

Aforma mais comum atualmente é via sulco de plantio, em que o inoculante é aplicado
no momento da semeadura, diretamente na abertura do sulco para deposi¢cao da
semente (Zibiane et al., 2023; Hungria et al., 2007; Vieira Neto et al., 2008). Outra
modalidade de aplicacdo que vem sendo estudada € via pulverizagdo, empregada
principalmente quando ha falhas na inoculagdo via sulco ou como reforgo para
intensificar a nodulacao (Zibiane et al., 2023; Zilli et al., 2008; Sousa et al., 2021;
Teixeira et al., 2022).

Em conjunto com bactérias do género Bradyrhizobium, outros microrganismos
também sao utilizados no momento do plantio, cada um oferecendo beneficios
distintos a cultura. A aplicagdo de Azospirillum brasilense associada ao
Bradyrhizobium tem se mostrado eficaz, uma vez que o Azospirillum produz
fitormOnios que estimulam o desenvolvimento das raizes, favorecendo maior
exploragdo de agua e nutrientes, além de potencializar a infecgao pelo

Bradyrhizobium. Essa pratica é conhecida como co-inoculagdo e deve ser realizada
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anualmente para garantir o pleno potencial produtivo, devido a especificidade das
bactérias envolvidas (Hungria et al., 2020; Hungria e Nogueira, 2020; Santos et al.,
2019; Silveira, 2021; Hungria et al., 2015).

O processo de inoculagédo gera um ganho médio de produtividade de 8%, enquanto a
co-inoculagédo pode proporcionar aumentos de até 16%, ou seja, o dobro da
inoculagdo com apenas Bradyrhizobium (Hungria et al., 2013; Hungria et al., 2007,

Hungria e Nogueira, 2019).

A presenca dessas bactérias nos sistemas de producao é fundamental, porém sua
sobrevivéncia e estabelecimento no solo sao diretamente influenciados por fatores
edafoclimaticos (Campo et al., 2009; Zilli et al., 2009). Condicdbes ambientais e
caracteristicas do solo, como temperatura, pH, umidade, fertilidade, matéria organica
e salinidade, afetam significativamente essas bactérias (Hungria et al., 2017; Ohyama
et al., 2017; Ronner et al., 2016; Zhang et al., 1996; Sadowski, 2005; Zhang et al.,
2011).

A temperatura ideal para a sobrevivéncia das bactérias e para o adequado processo
de nodulacao é de aproximadamente 25 °C. Temperaturas abaixo de 15 °C reduzem
a atividade ou até mesmo inibem a agao das bactérias. Por outro lado, temperaturas
superiores a 30-35 °C podem inviabilizar sua sobrevivéncia e diminuir a nodulagéo
(Sadowski, 2005; Zhang et al., 1996; Prando et al.,, 2022; Galleti et al., 1971;
Figueiredo et al., 1995).

Quando os inoculantes sao aplicados via semente, é necessario redobrar os cuidados
devido ao contato direto das bactérias com produtos quimicos. Além disso, a aplicacéo
de herbicidas para controle de plantas daninhas também pode interferir negativamente
na nodulacdo. Arruda et al. (2001) avaliaram diferentes doses de sulfentrazone e
observaram que, conforme aumenta a quantidade do ingrediente ativo, ocorre redugao

na nodulacéo.

A umidade do solo € um importante fator no processo de nodulagdo da soja e no
processo da FBN. O estresse hidrico afeta diretamente a atividade da enzima
nitrogenase, dificulta o processo de fixacdo de nitrogénio e diminui a producéo da
leghemoglobina (Hungria e Vargas, 2000; King e Purcell, 2005; Sinclair et al., 2007,

Sadowski, 2005). A baixa umidade pode influenciar na sobrevivéncia das bactérias no
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solo, em sua multiplicagdo, o que impacta diretamente o processo de nodulagao e

fixagao biologica de N.

Com base nisso, a técnica da irrigacdo pode ser uma alternativa para a
aplicagdo dos inoculantes pois garante niveis adequados de umidade do solo,
proporciona redugédo na temperatura do solo e gera um microclima favoravel para o

desenvolvimento das culturas e dos microrganismos.

2.2 Hipétese e objetivos

A primeira hipdtese desta pesquisa € que a aplicagdo das bactérias
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense, na cultura da soja, de forma
superficial, simulando sistema de irrigacdo por aspersdo é mais eficiente que os
métodos atuais proporcionando maior sobrevivéncia das bactérias devido as
condicbes favoraveis de aplicacéo, refletindo em maior rendimento de graos. A
segunda hipotese € de que a combinagdo dose de bactéria e época de aplicagao

interfere na eficiéncia do processo de nodulacéo e na produtividade.

O objetivo desta pesquisa foi determinar a melhor combinagao envolvendo
forma, dose e época de aplicagdo das bactérias Bradyrhizobium japonicum e
Azospirillum brasilense na cultura da soja, avaliando a sobrevivéncia das bactérias e

0s componentes de produgao, em condi¢ao de cultivo protegido.

2.3 Material e Métodos
2.3.1 Localizacao da area de estudo

O experimento foi conduzido entre novembro de 2023 e margo de 2024 em uma
casa de vegetacao, localizada no Departamento de Solos e Recursos Ambientais da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, Botucatu, SP, Brasil (22°50'48"S,
48°26'6"0, a 813m acima do nivel do mar).

A casa de vegetacdo é constituida por uma estrutura de ago galvanizado
revestida por vidros nas laterais e no teto. Possui dois exautores e uma estrutura

alveolada para controle interno da temperatura e umidade de acordo com a
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necessidade. A temperatura maxima definida foi de 32°C; quando o controlador

identificava valor superior os exaustores eram acionados.

2.3.2 Descrig¢ao, obtencgao e procedéncia dos inoculantes

Os produtos comerciais utilizados, denominados RHIZOTROP 2 e AZOTROP,
possuem concentragdo minima de 7x10° UFC/mL de Bradyrhizobium japonicum (BJ)
(SEMIA 5079 e 5080) e 2x108 UFC/mL de Azospirillum brasilense (AB) (Ab-V5 e Ab-
V6), respectivamente. A dosagem recomendada para cultura da soja € de 300 mL por
hectare no tratamento via sulco para o RHIZOTROP 2 e 300 mL por hectare em area
total para o AZOTROP. O produto foi obtido da empresa Biotrop, com sede em
Vinhedo, SP, Brasil.

2.3.3 Cultivar de soja, preparo do solo e condi¢des de cultivo

A cultivar utilizada foi a Brasmax Zeus IPRO, por ser muito empregada na
regiao produtora de soja préximo a Botucatu, sede do experimento e pelo plantio ser
recomendado na época de instalagdo do experimento. E uma cultivar com habito de
crescimento indeterminado, grupo de maturacao 5.5, possui alto potencial produtivo,

indice de ramificagdo médio e duragdo média de ciclo de 120 dias.

Foi utilizado solo de textura média, classificado como Latossolo Vermelho
distrofico (Santos et al., 2018), proveniente de area sem historico de cultivo agricola.

As analises quimica e fisica, estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas do solo corrigido antes da implantagao do
experimento analisado de 0 a 0,2 m de profundidade

pH M.O. Presina APRP*  H+AI K Ca Mg SB CTC V%

CaClz gdm?® mgdm?3 e T—— [T P [ -
5,0 7 2 0 15 0,2 10 9 19 35 56
Enxofre Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
mg dm-

58 0,17 0,3 7 0,3 0,1
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Tabela 2 - Caracterizagao fisica do solo utilizado

Areia Total Argila Silte Textura do Solo
g kg™
767 174 59 Média

Realizou-se a solarizagdo como alternativa para desinfecgéo do solo e redugao
da carga microbiana (Patricio et al., 2005)com objetivo de reduzir o efeito de rizébios
nativos sobre a nodulacéo das plantas que ndo fossem da cepa adicionada. Para isso,
o solo foi colocado dentro a estufa, umedecido e coberto com um plastico

transparente, permanecendo nessa condi¢gao durante 20 dias.

Os dados de temperatura e umidade relativa do ar no interior da casa de
vegetacdo foram coletados através de um datalogger durante todo periodo do
experimento. Foi instalado um sistema de irrigagcao do tipo gotejamento para irrigagao
de todos os vasos. A tensdo de agua no solo limite para irrigacao foi de 30kPa e,
quando atingido esse valor, ocorria a irrigagcdo visando elevar a umidade para a

condicado de capacidade de campo.

Para conducéao do experimento foram utilizados vasos com diferentes volumes.
O primeiro modelo, com 25 litros de capacidade, foi utilizado para conduzir as plantas
até o final do ciclo, permitindo pleno desenvolvimento das plantas. Ja o segundo
modelo, com 3 litros de capacidade, foi utilizado para conduzir as plantas por apenas
trinta dias, para avaliagdo das raizes e nodulagédo, segundo o protocolo do MAPA,
facilitando a lavagem das raizes devido o menor volume, porém sem

comprometimento do crescimento radicular.

2.3.4 Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial
5 x 3 + 3, com quatro repeticées (Tabela 3). O primeiro fator refere-se as doses do
inoculante Rhizotrop 2 (composto pela bactéria Bradyrhizobium japonicum,
responsavel pela nodulagdo da cultura da soja), sendo cinco doses avaliadas: 0 mL
ha™!, 300mL ha', 600mL ha', 900mL ha' e 1500mL ha'. O segundo fator refere-se a

trés diferentes épocas de aplicagao do inoculante, sendo: logo apds o plantio e junto
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a irrigagao de germinacgao; no estadio VE (cotilédone acima da superficie do solo); e
no estadio VC (cotilédone totalmente aberto; inicio da formagao da folha primaria).
Além dos fatores citados, foram implementados trés tratamentos adicionais: um com
aplicacado de N mineral na dose de 200kg/ha; um com inoculagéo via semente; e um

com inoculacéo via sulco o mais adotado na atualidade.

O experimento teve 18 tratamentos, distribuidos em 72 vasos de 25 litros e 64
vasos de 3 litros. Os vasos menores foram utilizados para analise de raizes aos 30
DAE, para facilitar a retirada e limpeza do material. Sua quantidade € menor ja que a

dose zero nao precisa estar em todas as combinagdes do fatorial.

Tabela 3 - Delineamento experimental

Fator 1 — Dose de Bradyrhizobium

japonicum (mL ha"") Fator 2 — Estadio fenologico

0 mL ha” Logo apds o plantio
300 mL ha-! VE (cotilédone acima da superficie do
solo)
600 mL ha-! VC (cotilédone totalmente aberto; inicio
da formacgéao da folha primaria)
900 mL ha™
1500 mL ha

Tratamentos Adicionais
N mineral 200kg/ha

Inoculagao via semente

Inoculagao via sulco

A Tabela 4 apresenta a combinagdo dos fatores e as dosagens para cada

tratamento.



71

Tabela 4 - Descricado das combinagoes dos fatores do delineamento
experimental

Descrigao dos Tratamentos

Dose zero de Bradyrhizobium japonicum (BJ) e Azospirillum brasilense (AB)
Dose 300 mL ha' de BJ + 300 mL ha™' de AB - fase plantio
Dose 300 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VE
Dose 300 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VC
Dose 600 mL ha™' de (BJ) + 300 mL ha™' de (AB) - fase plantio
Dose 600 mL ha' de BJ + 300 mL ha™' de AB — fase VE
Dose 600 mL ha™' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VC
Dose 900 mL ha™' de (BJ) + 300 mL ha™' de (AB) - fase plantio
Dose 900 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VE
Dose 900 mL ha™' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VC
Dose 1500 mL ha' de (BJ) + 300 mL ha' de (AB) - fase plantio
Dose 1500 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VE
Dose 1500 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VC
Tratamentos Adicionais
N mineral 200kg/ha

Inoculagao via semente — 240 mL para cada 50 kg de semente para BJ e 100 mL

para cada 50 kg de semente para AB

Inoculacao via sulco — 300 mL ha™' de BJ e AB

Todos os tratamentos receberam a dose fixa de 300mL ha' de Azospirillum
brasilense. As doses de inoculante foram compostas apenas pela bactéria
Bradyrhizobium japonicum por ser a responsavel pela nodulagao da soja. Além disto,
o Azospirillum brasilense ja apresenta dose comercial para area total e seu uso em
doses excessivas proporciona efeitos negativos ao desenvolvimento das plantas,
devido a elevada producdo de fito hormbnios que, ao invés de estimular o
desenvolvimento das culturas, podem prejudica-lo (Prando et al., 2022; Prando et al.,
2024)

Com base na analise quimica do solo, corrigiu-se a acidez, fosforo, potassio
e magnésio. Para acidez utilizou-se calcario dolomitico, com garantia minima de 36%
CaO0, 15,8% MgO e PRNT 90%, visando elevar a saturagao por bases (V%) a 70%
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segundo a metodologia de V% estabelecida por Raij et al. (1996). Apds receber o
corretivo, o solo permaneceu incubado por trinta dias com umidade mantida a 70% da

capacidade de campo, sob lona plastica preta.

Apds o periodo de incubagdo, foram aplicados 150 mg dm= de fosforo (P)
sendo 50% na forma de termofosfato e 50% na forma de superfosfato simples, 113
mg dm-? de potassio (K) na forma de cloreto de potassio, visando elevar o teor para
3,0 mmolc dm e 12 mg dm-2 de magnésio (Mg) na forma de sulfato de magnésio com
objetivo de elevar o teor a 8,0 mmolc dm3. Aplicou-se o sulfato de Mg a parte devido
o fornecimento de Mg pelo calcario nao ser suficiente para atingir o minimo de

8,0mmolc/dm3.

2.3.5 Semeadura e aplicacao dos tratamentos

O plantio foi realizado no dia 23 de novembro de 2023, adicionando oito
sementes por vaso a uma profundidade de 3 centimetros. Apés germinagao foi
realizado o desbaste, mantendo-se trés plantas por vaso nos vasos de 25 litros e duas

plantas por vaso nos de trés litros.

Imediatamente apds o plantio, foram aplicados os tratamentos correspondentes
ao estadio logo apds o plantio, simulando uma irrigagdo de germinagéo. A lamina de
irrigacdo adotada foi de 10mm, sendo que o volume de agua e a quantidade de
inoculante para cada vaso foram calculados com base na area de cada vaso. Como
a quantidade de inoculante a ser colocada em cada vaso foi muito pequena (0,0029mL
para o vaso de 25L e 0,000603mL para o vaso de 3L, referente a dose 300mL ha),
preparou-se uma calda de 20 litros e dessa calda retirou-se 0 volume necessario para
cada vaso. A aplicacao foi manual, adicionando toda a calda de forma superficial no
vaso, simulando uma irrigacdo por aspersao. Entre as aplicacdes de cada dose,
realizou-se a triplice lavagem do recipiente para evitar contaminagdes, além da ordem
de aplicagcao ser sempre de forma crescente, reduzindo ainda mais a possibilidade de
contaminagao dos tratamentos. A dosagem do inoculante foi feita utilizando uma
micropipeta variavel para garantir a precisao na dosagem. As duas bactérias foram
adicionadas na calda e aplicadas simultaneamente.
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Para a aplicagao via semente, realizou-se o tratamento das sementes com o
inoculante liquido na dosagem de 150mL para cada 50 kg de semente. Ja para o
tratamento via sulco (Figura 1), a quantidade de inoculante para cada vaso foi
calculada com base na aplicagao via sulco em campo, tendo a relagdo do volume de
inoculante por metro linear. Como séo aplicados 300 mL ha' de inoculante e como
1,0 hectare de soja com espagamento de 0,45m entre linhas tem 22.222 metros
lineares, obtém-se 0,0135 mL de inoculante por metro linear. As sementes foram
dispostas no vaso e foi medido o comprimento total em funcdo da disposicdo do
plantio. A partir disso calculou-se a quantidade de inoculante por vaso e aplicou-se

utilizando micropipeta variavel.

Figura 1 - Sulco de semeadura para aplicagao dos inoculantes

O tratamento com N mineral recebeu 50% da dose no momento do plantio e os
outros 50% quinze dias apds germinacdo. Todos os tratamentos sem inoculantes

receberam o mesmo manejo hidrico que os demais.

Os estadios VE e VC ocorreram aos 7 dias apés o plantio (DAP) e aos 10 DAP,
respectivamente, estadios em que foram aplicados os respectivos tratamentos, da

mesma maneira como explicado na aplicagao de plantio.
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2.3.6 Tratos culturais

Aos 20 DAP foi realizada uma aplicacéao foliar, em todos os vasos, com cobalto,
molibdénio e niquel, através do produto comercial Viridian CoMo + Ni (1,0 % Co, 12%
Mo e 0,5% Ni), na dosagem de 250mL ha'.

Ao longo do ciclo foram realizadas quatro aplicagdes com defensivos. Uma
aplicacao de Deltametrina e uma de Tiametoxam + Piretroide para controle de insetos
e uma aplicacao de Piraclostrobina + Fluxapiroxade e uma de Estrobirulina + Pirazol

carboxamida + cetona para controle de fungos.

2.3.7 Avaliagdes morfolégicas
2.3.7.1 Comprimento das plantas e diametro de caule

O comprimento das plantas foi obtido com o auxilio de uma fita métrica,
medindo-se desde o nivel do solo até o apice das plantas. Ja o diametro de caule foi
medido na altura de insergédo do cotilédone através de um paquimetro digital. Ambas
medidas foram realizadas na maturacgao fisiolégica (120 DAE) e nos vasos de 25 litros,

nas trés plantas de cada vaso.

2.3.7.2 Numero de ramos, numero de noés e numero de vagens

Na ocasidao de maturidade fisiologica (120 DAE) foram contados o numero de
nés no ramo central, sendo considerado um no6 toda inser¢gdo de um trifélio
(JOHNSON, 1997). O numero de ramos foi contado no caule central nas trés plantas
de cada vaso de 25 litros. O numero de vagens foi determinado contando todas as

vagens das plantas.

2.3.7.3 Massa de graos por planta e produtividade

Apods a colheita das plantas (120 DAE) dos vasos de 25 litros, foi realizada a
separagao entre graos e vagens visando determinar a massa de graos por planta e a

produtividade.
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2.3.7.4 Massa seca de parte aérea e raiz

Aos 35 dias apds emergéncia (DAE) foi realizado o corte das plantas dos vasos
de 3 litros de capacidade, para analise foliar e radicular. As raizes foram separadas
da parte aérea no ponto de inser¢cao do cotilédone e posteriormente lavadas. A parte
aérea e raizes foram acondicionados, separadamente, em sacos de papel e secos em
estufa a 65°C até massa constante. Finalizada a secagem, os materiais foram

pesados em balanca de precisao.

2.3.8 Avaliagdes bioquimicas
2.3.8.1 indice SPAD

A estimativa do conteudo de clorofila via unidade SPAD foi realizada utilizando
um clorofildmetro portatil (SPAD-502, Minolta Corporation, Ramsey, NJ, EUA). Este
indice foi obtido nos estadios V3, R2, R3 no terco inferior da planta, R3 no tergco médio
/ superior da planta, R5 no terco inferior da planta e R5 no ter¢co médio / superior da

planta, a partir da média de trés pontos em trés folhas distintas.

2.3.9 Analise quimica das plantas
2.3.9.1 Analise de nitrogénio na folha diagnose

Para cultura da soja a coleta da folha diagnose para analise quimica deve ser
realizada quando as plantas estiverem em pleno florescimento, estadio equivalente
ao R1. Nesse estadio coletou-se o terceiro trifélio a partir do apice da planta
(MALAVOLTA et al., 1997), nos vasos de 25 litros.

2.3.9.2 Quantidade de macro e micronutrientes na parte aérea

Aos 35 DAE, fase de pleno florescimento, as plantas dos vasos de 3 litros foram
colhidas para analise de matéria seca e acumulo de macro e micronutrientes na parte
aérea. Apods a coleta das plantas, estas foram lavadas em agua corrente e em agua

deionizada. Posteriormente, as plantas foram levadas a estufa a 65°C até massa



82

constante. Apés a secagem das amostras, foram pesadas e moidas para serem
encaminhadas para analise quimica determinando-se os teores de N, P, K, Ca, Mg, S,

B, Mn e Zn, conforme metodologia desenvolvida por Malavolta et al. (1997).

Com base no resultado do teor de nutrientes e na massa de matéria seca foi
calculada a quantidade / acumulo de cada nutriente nas plantas, em g planta’,

utilizando-se a equacgéao 1:

Quantidade de nutriente = teor (g kg') x massa de matéria seca (g planta™)
(g planta) 1000 (g kg™)

2.3.10 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias, referentes
aos tratamentos, comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
com auxilio do programa Agroestat (BARBOSA e MALDONADO JUNIOR, 2015)

2.4 Resultados e Discussao

A discussao dos dados com base na literatura atual é reduzida pois este € um
estudo inovador, ja que é a primeira vez que é realizada a aplicagdo de
Bradyrhizobium via irrigagao por aspersao. Portanto, esse trabalho sera base para

discussao de novas pesquisas que venham a ser realizadas.

A Tabela 5 apresenta os componentes biométricos avaliados nas plantas de
soja. As variaveis diametro de caule, numero de ramos e numero de nos nao
apresentaram diferenga significativa entre os tratamentos, nem interagao entre os
fatores. De forma geral, essas variaveis apresentaram média de 6,65 mm para o
diametro de caule, 3,0 ramos por planta e 11,0 ndés por planta. Nota-se a baixa
ramificacdo das plantas, caracteristica da cultivar empregada, assim para a cultivar
ZEUS é fundamental garantir a populagdo minima para atingir altas produtividades.
Apesar da baixa ramificacdo, o numero de nds esta dentro da faixa ideal para altas

produtividades, reforcando a necessidade de garantir o estande para essa cultivar.
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O comprimento de plantas (cm) foi significativo para o fator doses de
Bradyrhizobium japonicum (BJ), sendo que todos as doses foram superiores a dose
zero, porém entre as doses que continham a bactéria BJ ndo houve diferenca. E
importante observar que essa cultivar possui um porte mediano, porém com grande
numero de nds como discutido anteriormente, que no final € onde ira formar as vagens
€ 0s graos, por isso € fundamental estruturar a planta para que esses componentes

de producgao respondam em rendimento.

Tabela 5 - Comprimento das plantas de soja (cm), diametro de caule (mm),
numero de ramos, numero de ndés e numero de vagens por planta
aos 120 DAE, em fungao das doses de Bradyrhizobium japonicum
aplicada via superficie, simulando irrigagao por aspersao e épocas
de aplicacao dessa bactéria.

NUmero

Comprimento Diametro Numero de de Nos NUumero de
Tratamentos das Plantas de Caule Ramos por por Vagens
(cm) (mm) Planta planta  PO' Planta
O mL hat 57,50 b 6,45 2,75 11,00 42,75 b
300 mL ha 63,00 a 6,63 3,41 10,58 47,66 a
600 mL ha 64,67 a 6,91 2,91 10,83 46,50 ab
900 mL ha' 65,00 a 7,07 3,08 11,00 46,16 ab
1500 mL ha 62,60 a 6,43 3,08 10,58 46,50 ab
Plantio 63,05" 6,6 2,8 10,85 46,45
VE 62,25" 6,68 3,05 10,95 46,05
VC 62,35" 6,82 3,30 10,60 45,25
Nmineral 64,50" 6,70 2,50 11,00 45,75"
Semente 62,75" 6,27 2,50 10,75 42,50"s
Sulco 65,50" 6,25 3,00 10,50 47,75
Média geral 62,83 6,65 3,00 11,00 45,81
CV% 6,8 7,6 19,0 7,6 7,7

CV%: coeficiente de variacdo; Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
tukey a 5% de significancia. NS: nao significativo.

Para o numero de vagens, houve diferenga somente para o fator dose, sendo
a dose 300 mL ha! superior a dose zero, porém nao diferente das demais. Em geral
as plantas foram compostas por 46 vagens por planta, nimero superior a média para
se obter produtividade em torno de 85 sacas/ha. Quanto maior o numero de vagens
maior sera o numero de graos (Vaz Bisneta et al., 2015) e maior sera a produtividade.

Essa variavel € uma das principais que compéem o rendimento final (Zambiazzi et al.,
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2017). Cada no6 foi composto, em média, por 4,2 vagens, sendo muito superior a média
para soja que fica entre 1 e 2 vagens por né. Paraginski et al. (2024), avaliando os
componentes de produc¢do de diversas cultivares, obtiveram em média 1,3 vagens por

no para a cultivar ZEUS.

A Tabela 6 traz a massa de graos por planta, em gramas/planta, e a
produtividade em sacas por hectare. A cultivar Zeus pode atingir altas produtividades,
chegando a mais de 100 sacas por hectare. Estudos demonstram produtividades entre
60 e 137 sc/ha (Harms E Waureck, 2024; Tonatto et al., 2022). Para a massa de graos
por planta e produtividade, houve diferenga para o fator dose, sendo a dose 300 mL
ha™! superior a dose zero, porém nao diferenciou das demais e entre os tratamentos
adicionais, em que a inoculagao via sulco foi superior a inoculacéo via semente e ao
nitrogénio mineral. Apesar de nao haver diferenca entre as doses que continham o
inoculante (todas exceto a dose zero), esse resultado demonstra a importancia da
inoculagao na produtividade da soja. O fato de realizar a inoculag&o proporcionou em
meédia 20 sc/ha a mais que o tratamento dose zero e 10 sc/ha a mais que o fertilizante

mineral.

Tabela 6 - Massa de graos por planta (g) e produtividade (sacas/hectare) aos
120 DAE, em funcao das doses de Bradyrhizobium japonicum
aplicada via superficie, simulando irrigacao por aspersao e épocas
de aplicacao dessa bactéria

Massa de graos por planta

Tratamentos Produtividade (sacas/ha)
(g/planta)

0 mL ha' 18,90 b 91,00 b
300 mL ha' 23,11 a 111,34 a
600 mL ha' 22,90 a 110,34 a
900 mL ha' 22,57 a 108,75 a
1500 mL ha'l 22,25 a 107,13 a

Plantio 21,65"s 104,30"s
VE 22,19ns 106,83"s

VC 22,00m 106,01"s
Nmineral 20,72 b 99,85b
Semente 20,97 b 101,12 b
Sulco 23,70 a 114,10 a

Média geral 21,92 105,6
CV% 6,9 6,9

CV%: coeficiente de variacao; Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
tukey a 5% de significancia. NS: n&o significativo.
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A Figura 2 expressa graficamente os dados de massa de graos por planta, em

gramas.

Figura 2- Massa de graos por planta (g planta), em funcéao das doses de
Bradyrhizobium japonicum aplicada via superficie, simulando irrigagao por
aspersao e épocas de aplicagcao dessa bactéria.
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Os resultados de massa seca da parte area e da raiz estdo apresentados na
Tabela 7. Nao houve diferengca ente as doses e as épocas, somente entre os

tratamentos adicionais, sendo o N mineral superior.
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Tabela 7 - Massa seca da parte aérea (g/planta) e massa seca de raiz (g/planta)
aos 120 DAE, em funcao das doses de Bradyrhizobium japonicum
aplicada via superficie, simulando irrigagao por aspersao e épocas
de aplicacao dessa bactéria

Massa seca parte aérea

Massa secaraiz

Tratamentos (g/planta) (g/planta)
0 mL hat 2,51 5,87
300 mL ha?l 2,55 6,89
600 mL ha* 2,59 8,30
900 mL ha* 2,53 6,97
1500 mL ha't 2,66 6,44
Plantio 2,62 6,92
VE 2,55 6,77
vC 2,54 7,00
Nmineral 4,06 a 10,30
Semente 3,15b 8,08
Sulco 3,13 b 7,67
Média Geral 2,71 7,19
CV% 15,6 19,5

CV%: coeficiente de variagcao; Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de

tukey a 5% de significancia.

O indice SPAD (Tabela 8) foi significativo para as doses em todos os estadios

fenoldgicos, exceto em V3. Em todas as fases, exceto no R5 superior, os tratamentos

que continham inoculante na dose, foram superiores a dose zero, em média 4,5

unidades SPAD, indicando que as plantas estavam mais verdes, ou seja, a clorofila

estava mais pronunciada, devido ao maior fornecimento de nitrogénio pelas bactérias.
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Tabela 8 - indice SPAD nos estadios fenolégicos V3, R2, R3 na parte inferior da
planta, R3 na parte superior da planta, R5 na parte inferior da planta
e R5 na parte superior da planta, em funcdo das doses de
Bradyrhizobium japonicum aplicada via superficie, simulando
irrigacao por aspersao e épocas de aplicagao dessa bactéria

indice indice indice indice indice indice
Tratamentos SPAD V3 SPAD R2 SIIDAD_— R3 SPAD-R3 SPAD-RS5 SPAD-RS5
nferior Superior Inferior Superior
0mL hat 30,95 32,90 b 29,05b 36,12 b 2472 b 44,42 b
300 mL ha' 33,54 36,22 a 35,25 a 40,27 a 29,16 a 46,07 ab
600 mL ha 32,23 36,00 a 34,40 a 41,90 a 30,92 a 46,36 a
900 mL ha 33,38 37,00 a 36,70 a 41,40 a 30,06 a 45,4 ab
1500 mL hat 32,41 36,82 a 35,90 a 42,53 a 32,62 a 46,24 a
Plantio 32,37 36,32 34,19 39,79 28,69 45,34
VE 32,45 35,93 34,48 41,15 30,30 46,28
VC 32,70 35,12 34,09 40,39 29,51 46,49
Nmineral 30,87 32,80 b 32,75 41,17 27,50 44,72
Semente 30,02 36,50 a 33,66 41,72 23,32 44,60
Sulco 32,17 35,80 ab 32,47 42,25 23,20 46,90
Média geral 32,25 35,66 34,03 40,65 28,70 45,65
CV% 7,9 5,0 9,7 7,5 11,3 3,4

CV%: coeficiente de variagao; Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
tukey a 5% de significancia.

A Figura 3, traz de forma grafica a estimativa do conteudo de clorofila via
unidade SPAD. E possivel notar que na dose zero, ou seja, sem aplicagdo das
bactérias, o indice SPAD ficou abaixo dos demais tratamentos em todas as fases,
sendo mais significativo até R3. Os ganhos para esse tratamento foram de 6,3% de
V3 para R2, 9,8% de R2 para R3 e 23,0% de R3 para R5, enquanto os ganhos foram,
de forma geral para os outros tratamentos, 11% de V3 para R2, 14% de R2 para R3 e
10% de R3 para R5.
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Figura 3-indice SPAD em funcdo do estadio fenolégico e das doses de
Bradyrhizobium japonicum aplicada via superficie, simulando irrigagao por
aspersao e épocas de aplicagao dessa bactéria.
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A Figura 4 apresenta a estimativa do conteudo de clorofila via unidade SPAD
para as doses e tratamentos adicionais em todas as fases avaliadas e por¢des da
planta. Essa figura apresenta uma informacao importante a ser observada, o “nivel de
verde/clorofila” no baixeiro das plantas, representado pelo indice SPAD. Foram
realizadas medidas desse indice em dois estadios fenoldgicos, R3 e R5, fase de
formagcao das vagens e enchimento de graos, respectivamente. Pela Figura 5, é
possivel observar que a demanda por nitrogénio a partir de R3 se eleva rapidamente
e atinge pico em R5. Nesse periodo € comum que parte das folhas do baixeiro da
planta tenha sido perdida por doencas ou, em casos de baixa nutricdo com N, que
ocorra translocag¢ao do N das folhas velhas para as novas na parte superior, ja que é
um nutriente movel na planta. Para atingir altas produtividades é fundamental que isso
nao ocorra, ou seja, quanto mais tempo as folhas mais velhas permanecerem viaveis,

melhor sera o aporte de nutrientes para a planta e posteriormente para formagao das
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vagens e graos. Diante disso, analisando a Figura 4, podemos observar, na fase R3
Inferior, que a dose zero possui um indice muito inferior aos demais tratamentos.
Como esse tratamento ndo recebeu a bactéria BJ, responsavel pela fixagao biologica
de nitrogénio (FBN) e nenhuma adicdo de fertilizante nitrogenado, sua nutrigdo com
N foi deficiente, ocasionando a translocagcdo do N das folhas inferiores para as
superiores, confirmado pelo indice SPAD. Outra observagéao é que os tratamentos que
continham a bactéria BJ aplicada de forma simulada a uma irrigagado por asperséo
apresentaram trés unidades SPAD a mais que os tratamentos de N mineral,

inoculagao via semente e sulco, de forma geral.

Quando analisado o estadio R5 inferior, essa diferenga fica mais evidente. Os
tratamentos que receberam a bactéria BJ de forma simulada a uma irrigagdo por

aspersao conseguiram manter niveis maiores de clorofila na parte baixa da planta.

Figura 4-Indice SPAD em fungao do estadio fenolégico das doses de
Bradyrhizobium japonicum aplicada via superficie, simulando irrigagao por
aspersao e épocas de aplicagao dessa bactéria.
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Figura 5- Curva de absorgao de nitrogénio para as cultivares BRS 184, SYN
1059 e DM 6563 — Intacta RR2 PRO de soja (OLIVEIRA JUNIOR, et al., 2016)
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A Tabela 9, apresenta o teor de nitrogénio na folha diagnose. Houve diferenca
para o fator doses, sendo que a dose zero foi inferior as demais. Para soja, o teor foliar
de N é classificado como deficiente ou baixo quando o teor esta inferior a 36,8 g/kg,
caso da dose zero e suficiente valores entre 36,8 e 46,9 g/kg, caso das demais doses
(Kurihara et al., 2008).

Tabela 9 - Teor de nitrogénio na folha diagnose, em g/kg, no pleno florescimento,
em fungado das doses de Bradyrhizobium japonicum aplicada via
superficie, simulando irrigagao por aspersao e épocas de aplicacao
dessa bactéria.

Tratamentos Teor de N folha diagnose (g/kg)
0mL hat 29,03 b
300 mL hat 37,22 a
600 mL hat 38,09 a
900 mL ha* 36,42 a
1500 mL ha 37,26 a
Plantio 35,18
VE 35,72
VC 35,92
Nmineral 36,00
Semente 35,00
Sulco 34,00
Média Geral 35,50
CV% 13,3

CV%: coeficiente de variacao; Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
tukey a 5% de significancia.
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Para o acumulo de macro e micronutrientes (Tabela 10), ndo houve diferenca
estatistica para as doses e épocas, apenas para os tratamentos adicionais. Para os

casos que houve diferenca entre os adicionais 0 maior acumulo foi para o N mineral.

Tabela 10 - Acumulo de macro e micronutrientes na parte aérea, em g/planta,
em funcao das doses de Bradyrhizobium japonicum aplicada via
superficie, simulando irrigagao por aspersao e épocas de aplicagao
dessa bactéria.

P K Ca Mg S B Mn Zn
------ g/planta

Tratamentos

0mL hat 0,087 0,0073 0,066 0,036 0,013 0,006 0,17 0,13 0,10
300 mL ha' 0,094 0,0073 0,062 0,035 0,013 0,007 0,19 0,13 0,10
600 mL ha* 0,096 0,0075 0,062 0,034 0,013 0,007 0,18 0,12 0,10

900 mL ha® 0,096 0,0078 0,061 0,035 0,013 0,007 0,18 0,12 0,10
1500 mL ha
1 0,103 0,0079 0,064 0,036 0,014 0,007 0,2 0,12 0,10

Plantio 0,097 0,0075 0,062 0,036 0,014 0,007 0,19 0,13 0,10
VE 0,095 0,0078 0,067 0,036 0,013 0,007 0,19 0,12 0,10
VC 0,093 0,0074 0,060 0,034 0,013 0,007 0,17 0,12 0,10

Nmineral 0,160a 0,011a 0,084 0,051 0,022a 0,011 0,29a 0,23a 0,12
Semente 0,123b 0,009b 0,080 0,041 0,015b 0,009 0,22b 0,15b 0,11
Sulco 0,120b 0,009b 0,077 0,040 0,015b 0,009 0,22b 0,15b 0,11

Média Geral 0,701 0,0079 0,07 0,037 0,014 0,0074 0,19 013 0,10
CV% 8,3 11,5 16,2 16,6 16,2 18,5 14,8 18,5 15,6

CV%: coeficiente de variacao; Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de
tukey a 5% de significancia. NS: ndo significativo.

2.5 Conclusoes

As épocas de aplicacdo nao diferiram para os componentes biométricos e
fisiologicos, nem para rendimento e nutrigdo da soja. No entanto, recomenda-se a

aplicagao dos inoculante logo no plantio, para permitir a multiplicacdo das bactérias.

As doses de inoculante diferiram da dose zero para o comprimento das plantas,
numero de vagens, massa de graos, indice SPAD e teor de nitrogénio na folha
diagnose. Recomenda-se a aplicagdo da dose de 300 mL ha' por ser a mais

econdmica.
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A aplicacdo da bactéria BJ de forma simulada a irrigagao por asperséao,
independente da dose, proporcionou maior conteudo de clorofila via unidade SPAD na
parte inferior das plantas nos estadios R3 e R5 e maior manutengéo das folhas nessa
porcao, ja que como a planta foi bem nutrida por N pelas bactérias, ndo houve a

necessidade de translocar esse nutriente para as partes superiores.

Este trabalho confirma a importéncia da inoculagao da cultura da soja, assim
como outros trabalhos na literatura, ja que a ndo aplicagcao das bactérias que realizam

a FBN influencia negativamente no desenvolvimento e rendimento da cultura.

Os resultados mostraram que a aplicagao dos inoculantes de forma simulada a
irrigacéo por aspersao é viavel, visto que as plantas apresentaram desenvolvimento e

rendimento satisfatérios.



93

Referéncias

ARRUDA, J. S.; LOPES, N. F.; BACARIN, A. M. Nodulagao e fixagao de nitrogénio
em soja tratada com sulfentrazone. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.
36, n. 2, p. 325-330, 2001.

BARBOSA, J. C.; MALDONADO J., W. AgroEstat: sistema para analises
estatisticas de ensaios agronémicos. Jaboticabal, FCAV/UNESP. 396p, 2015.

CAMPO, R. J.; ARAUJO, R. S.; HUNGRIA, M. Nitrogen fixation with the soybean
crop in Brazil: Compatibility between seed treatment with fungicides and
bradyrhizobial inoculants. Symbiosis, v. 48, p.154-163, 2009

CONAB, C. N. DE A. Acompanhamento da safra brasileira 2023/2024.
Acompanhamento da Safra Brasileira de Graos 2023/2024, 2024.

COSTA, M. M. M. N. Fixagao biolégica de nitrogénio: uma revisdao. Documentos
293. Campina Grande: EMBRAPA. 2023.

FIGUEIREDO, M. D. V. B., BALATTI, A. P.,, DE FRANCA, F. P., & BURITY, H. A.
Sobrevivéncia do Bradyrhizobium sp. quando submetido a diferentes
temperaturas de Crescimento. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 1233-1238,
1995.

GALLETTI, P, FRANCO, A. A., AZEVEDO, H., & DOBEREINER, J. Efeito da
temperatura do solo na simbiose da soja anual. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, 1-8, 1971.

HARMS, K. L., DE ARAUJO, T. G., & WAURECK, A. Influéncia da densidade de
semeadura nas caracteristicas agrondmicas e produtividade de cultivares de
soja (Agronomia). Repositdrio Institucional, 2(2), 2024.

HUNGRIA, M.; CAMPO, R. J.; MENDES, |. A importancia do processo de fixagao
biolégica do nitrogénio para a cultura da soja: componente essencial para a
competitividade do produto brasileiro. Londrina: Embrapa Soja, 80 p. (Embrapa
Soja. Documentos, 283), 2007.

HUNGRIA, M.; FRANCHINI, J.C.; CAMPO, R.J.; GRAHAM, P.H. The importance of
nitrogen fixation to soybean cropping in South America. In: WERNER, D.;
NEWTON, W.E. (Ed.). Nitrogen fixation in agriculture, forestry, ecology, and the
environment. Dordrecht: Springer, p.25-42, 2005.

HUNGRIA, M.; NOGUEIRA, M. A. Fixagao biolégica de nitrogénio. In: SEIXAS, C.
D. S.; NEUMAIER, N.; BALBINOT JUNIOR, A. A,; KRZYZANOWSKI, F. C.; LEITE, R.
M. V. B. de C. (ed.). Tecnologias de producéo de soja. Londrina: Embrapa Soja, 347

p. (Embrapa Soja. Sistemas de Producgao, 17), 2020.

HUNGRIA, M.; NOGUEIRA, M. A. Fixacao biolégica do nitrogénio. In.: MEYER,
M.C.; BUENO, A. F.; MAZARO, S. M.; da SILVA, J. C.(org.). Bioninsumos na cultura
da soja. Brasilia: EMBRAPA, cap. 8. p. 141-162, 2022.

HUNGRIA, M.; NOGUEIRA, M. A. Tecnologias de inoculagao da cultura da soja:
mitos, verdades e desafios. In: KAPPES, C. (Ed.). Boletim de Pesquisa 2019/2020.
Rondondpolis: Fundagao MT, p. 50-62. (Fundagao MT. Boletim, 19), 2019.



94

HUNGRIA, M.; NOGUEIRA, M. A.; ARAUJO, R. S. Co-inoculation of soybeans and
common beans with rhizobia and Azospirilla: strategies to improve
sustainability. Biology and Fertility of Soils, v. 49, p. 791-801, 2013.

HUNGRIA, M.; NOGUEIRA, M. A.; CAMPOS, L. J. M.; MENNA, P.; BRANDI, F,;
RAMOS, Y. G. Seed pre-inoculation with Bradyrhizobium as time-optimizing
option for large-scale soybean cropping systems. Agronomy Journal, [S.L.], v.
112, n. 6, p. 5222-5236, 22 set. 2020. Wiley. DOI:
http://dx.doi.org/10.1002/agj2.20392.

HUNGRIA, M.; NOGUEIRA, M.A.; ARAUJO, R.S. Alternative methods of soybean
inoculation to overcome adverse conditions at sowing. African Journal of
Agricultural Research, Sapele, v. 10, n. 23, p. 2329-2338, 2015.

HUNGRIA, M.; VARGAS, M. A. T. Environmental factors affecting N2 fixation in
grain legumes in the tropics, with an emphasis on Brazil. Field Crops Research,
Dordrecht, v. 65, n. 2, p. 151-164, 2000.

JOHNSON, S.R. How a soybean plant develops. Ames: lowa Stale University of
Science and Technology, and Cooperative Extension Service, 18p. (Special Report
n.53), 1997.

KING, C. A.; PURCELL. Inhibition of N2 fixation in soybean is associated with
elevated ureides and amino acids. Plant Physiology, Rockville, v. 137, n. 2, p.
1389-1396, 2005.

KURIHARA, C. H., VENEGAS, V. H. A, NEVES, J. C. L., NOVAIS,R.F. D., &
STAUT, L. A. Faixas de suficiéncia para teores foliares de nutrientes em
algodao e em soja, definidas em fungao de indices DRIS. Revista Ceres, 60, 412-
419, 2013.

LANDAU, E. C., SILVA, G. A, MOURA, L., HIRSCH, A., & GUIMARAES, D. P.
Dynamics of agricultural production and the natural landscape in Brazil in
recent decades: Products of plant origin (22 ed). Embrapa, 2020.

MALAVOLTA, E.; VITTI, G. C.; OLIVEIRA, S. A. DE. Avaliagao do estado
nutricional das plantas: principios e aplicagoes. 2.ed. Piracicaba: POTAFOS,
319p. 1997.

OHYAMA, T.; TEWARI, K.; ISHIKAWA, S.; TANAKA, K.; KAMIYAMA, S.; ONO, Y;
HATANO, S.; OHTAKE, N.; SUEYOSHI, K.; HASEGAWA, H.; SATO, T.; TANABATA,
S.; NAGUMO, Y.; FUJITA, Y.; TAKAHASHI, Y. Role of nitrogen on growth and seed
yield of soybean and a new fertilization technique to promote nitrogen fixation
and seed yield. Soybean: The Basis of Yield, Biomass and Productivity, [s. I.], p.
153-185, 2017.

OLIVEIRA JUNIOR, A. D., CASTRO, C. D., PEREIRA, L. R, DOMINGOS, C.D. S,
LEONARDO REGIS PEREIRA, F., & CLEYTON DA SILVA DOMINGOS, F. Estadios
fenolégicos e marcha de absorc¢ao de nutrientes da soja, 2016.

PARAGINSKI, J. A.,, MORAES, M. P, SOUZA, R. R. D., MELLO, A. D. C., & TOEBE,
M. Correlation between productive components and grain yield of soybean
cultivars sown in the northwest region of Rio Grande do Sul. Revista Ceres, 71,
e71017, 2024.


http://dx.doi.org/10.1002/agj2.20392

95

PATRICIO, F.R.A., ALMEIDA, |.M.G., SANTOS, A.S., CABRAL, O., TESSARIOLI
NETO, J., SINIGAGLIA, C., BERIAM, L.O.S., RODRIGUES NETO, J. Avaliagao da
solarizagao do solo para o controle de Ralstonia solanacearum. Fitopatol. Bras.
30, 475-481, 2005. https://doi.org/10.1590/S0100-41582005000500003.

PRANDO, A. M., DE OLIVEIRA, A. B., POSSAMAI, E., REIS, E., NOGUEIRA, M.,
HUNGRIA, M., ... & CONTE, O. Coinoculagao da soja com Bradyrhizobium e
Azospirillum na safra 2020/2021 no Parana. 2022.

PRANDO, A. M., DE OLIVEIRA, A. B., POSSAMAI, E., REIS, E., NOGUEIRA, M.,
HUNGRIA, M., ... CARNEVALLI, R. A. Coinoculagao da soja com Bradyrhizobium
e Azospirillum na safra 2023/2024 no Parana. 2024.

RAIJ, B. CANTARELA, H., QUAGGIO, J. A., FURLANI, A. M. C. Recomendacodes
de adubacao e calagem para o Estado de Sao Paulo. 2.ed. Campinas: IAC, 285p.
Boletim Técnico, 100, 1996

RONNER, E.; FRANKE, A. C.; VANLAUWE, B.; DIANDA, M.; EDEH, E.; UKEM, B,;
BALAF, A.; HEERWAARDENA, J.VAN.; GILLER, K. E. Understanding variability in
soybean yield and response to P-fertilizer and rhizobium inoculants on
farmers’ fields in northern Nigeria. Field Crops Research, Heidelberg, v. 186, p.
133-145, 2016.

SADOWSKY, M.J. Soil stress factors influencing symbiotic nitrogen fixation. In
Nitrogen Fixation in Agriculture, Forestry, Ecology, and the Environment (D. Werner
and W. E. Newton, eds.), pp. 89—112. 2005. Springer, Dordrecht, The Netherlands.

SANTOS M. S.; NOGUEIRA M.A.; HUNGRIA M. Microbial inoculants: reviewing
the past, discussing the present and previewing an outstanding future for the
use of beneficial bacteria in agriculture. AMB Expr 9:205. 2019.
https://doi.org/10.1186/s13568-019-0932-0.

SANTOS, H.G., JACOMINE, P.K.T., ANJOS, L.H.C., OLIVEIRA, V.A., LUMBRERAS,
J.F., COELHO, M.R., ALMEIDA, J.A., ARAUJO-FILHO, J.C., OLIVEIRA, J.B.,
CUNHA, T.J.F. Sistema brasileiro de classificagao de solos, fifth ed. Embrapa
Solos, Brasilia, Brazil, 2018

SEIXAS, C. D. S.; NEUMAIER, N.; BALBINOT JUNIOR, A. A.; KRZYZANOWSKI, F.
C.; LEITE, R. M. V. B. de C. (Ed.). Tecnologias de produgao de soja. Londrina:
Embrapa Soja, 2020. 347 p. (Embrapa Soja. Sistemas de Producéo, 17).

SILVEIRA, Bruno Marcelo Dorneles. Efeitos da inoculagao e coinoculagao
associada a aplicagao de micronutrientes na cultura da soja. 2021

SINCLAIR, T. R.; PURCELL, L. C.; KING, C. A.; SNELLER, C. H.; CHEN, P.; VADEZ,
V. Drought tolerance and yield increase of soybean resulting from improved
symbiotic N2 fixation. Field Crops Research, v. 101, n. 1, p. 68-71, 2007.

SOUSA, W. S.; TEIXEIRA, I. R.; CAMPOS, T. S.; SILVA, G. C.; SILVA, M. B;
MOREIRA, S. G. Supplementary reinoculation in topdressing of Rhizobium
tropici in common bean crop: effects on nodulation, morphology, and grain
yield. Journal of Plant Nutrition, v. 45, €20, 2021.

TEIXEIRA, I. R,; LOPES, P. R.; SOUSA, W. S.; SILVA, G. C. Response of common
bean to rhizobium reinoculation in topdressing. Revista Brasileira de Engenharia


https://doi.org/10.1590/S0100-41582005000500003
https://doi.org/10.1186/s13568-019-0932-0

96

Agricola e Ambiental, v. 26, n. 4, p. 274-282, 2022. DOI: 10.1590/1807-
1929/agriambi.v26n4p274-282

TELLES, T. S.; NOGUEIRA, M.A.; HUNGRIA, M. Economic value of biological
nitrogen fixation in soybean crops in Brazil. Environmental Technology &
Innovation, Amsterda, v. 31, p. 103158, 2023.

TONATTO, M., ZDZIARSKI, A. D., MEIRA, D., PANHO, M. C., ZANELLA, R.,
MENEGAZZI, C. P, ... & BENIN, G. Yield potential of modern soybean cultivars
under high and low input levels. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 57, e02852,
2022.

VAZ BISNETA, M., DUARTE, J. B., MELLO FILHO, O. L., ZITO, R. K., RODRIGUES,
J. S., CARVALHO JUNIOR, E. M., & ALVARENGA, W. B. Correlagao entre
componentes de producao em soja como fungao de tipo de crescimento e
densidade de plantas. In: Proceedings of the VII congresso brasileiro de soja.
Embrapa Soja, Florianopolis. p. 659-661, 2015.

VIEIRANETO, S. A, PIRES, F. R.,, MENEZES, C. C. E. D.,, MENEZES, J. F. S,
SILVA,A. G. D, SILVA, G. P, & ASSIS, R. L. D. Formas de aplicagao de
inoculante e seus efeitos sobre a nodulagao da soja. Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo, 32, 861-870, 2008.

WELLBURN, A.R. The spectral determination of chlorophylls a and b, as well as
total carotenoids, using various solvents with spectrophotometers of different
resolution. J. Plant Physiol. 144, 307-313. http://dx.doi.org/10.1016/S0176-
1617(11)81192-2, 1994.

ZAMBIAZZI, E. V.; BRUZI, A. T.; ZUFFO, A. M.; SOARES, I. O.; MENDES, A. E. S;;
TERESANI, A. L. R.; RAONI G.; CARVALHO, J. P. S.; MOREIRA, S. G.
Desempenho agrondmico e qualidade sanitaria de sementes de soja em
resposta a adubagao potassica. Revista de Ciéncias Agrarias, v. 40, n. 3, p. 543-
553, 2017.

ZHANG, F.; DASHTI, N.; HYNES, R. K.; SMITH, D. L. Plant growth promoting
rhizobacteria and soybean [Glycine max (L.) Merr.] nodulation and nitrogen

fixation at sub optimal root zone temperatures. Annals of Botany, Oxford, v. 77, n.
3, p. 453-459, 1996.

ZHANG, Y.M,; LI, Y.; CHEN, W.F.; WANG, E.T.; TIAN, C.F; LI, Q.Q.; ZHANG, Y.Z,;
SUI, X.H.; CHEN, W.X. Biodiversity and biogeography of rhizobia associated
with soybean plants grown in the North China Plain. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, p. 6331-6342, 2011. http://dx.doi.org/10.1128/AEM.00542-
1.

ZIBIANI, Renan Mariano et al. Inoculagao com Bradyhizobium via Sulco de
Plantio e Formas de Aplicacao de Cobalto e Molibdénio na Cultura da Soja de
Segundo Ano. Ensaios e Ciéncia C Biolégicas Agrarias e da Saude, v. 27, n. 2, p.
197-203, 2023.

ZILLI, J. E.; MARSON, L. C.; MARSON, B. F.; GIANLUPPI, V; CAMPO, R. J,;
HUNGRIA, M. Inoculagdo de Bradyrhizobium em soja por pulverizagdo em
cobertura. Pesquisa agropecuaria brasileira, Brasilia, v. 43, n. 4 p. 541-544, 2008.


http://dx.doi.org/10.1128/AEM.00542-11
http://dx.doi.org/10.1128/AEM.00542-11

97

ZUFFO, A.M.; STEINER, F.; BUSCH, A.; SANTOS, D.M.S. Adubacgao nitrogenada
na soja inibe a nodulagcao e nao melhora o crescimento inicial das plantas.
Revista de Agronegécio e Meio Ambiente, v. 12, n.2, p. 333-349, 2019.



98

CAPITULO 3

AVALIAGAO DA APLICAGAO DAS BACTERIAS Bradyrhizobium japonicum E
Azospirillum brasilense NA CULTURA DA SOJA, VIA SISTEMA DE IRRIGAGAO
POR ASPERSAO

Caio Nascimento Fernandes?, Ricardo Rabelo de Arruda Filho?, Tatiane Cristovam

Ferreira?, Jodo Carlos Cury Saad? e Vera Lucia Mores Rall®

aDepartamento de Engenharia Rural e Socioeconomia, Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP),
Botucatu, SP, Brasil.

bDepartamento de Genética, Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, SP,

Brasil.

Autor correspondente: Caio Nascimento Fernandes (caionfernandes@hotmail.com)

3.1 Introdugao

A soja possui grande valor comercial internacional e nacional, sendo a principal
oleaginosa cultivada em todo o mundo e a responsavel pela expansao na produg¢ao
de graos no Brasil. A producéao brasileira se destaca ano apos ano, com produgao de
147 milhdes de toneladas de graos em 2024 (Conab, 2024; Landau et al., 2020),
porém, com o aumento continuo de sua demanda, € necessario aumentar a eficiéncia

produtiva para atender esse mercado.

A busca por técnicas que maximizem o rendimento agricola é continua, e isso
nao é diferente para a soja. Essa cultura demanda grande quantidade de nitrogénio
para produzir os graos, sendo necessario em torno de 80 kg de nitrogénio para cada
tonelada de soja produzida (Hungria, Mendes e Campo, 2007; Hungria et al., 2020;
Hungria et al., 2005; Seixas et al., 2020). Caso essa necessidade de nitrogénio fosse

suprida completamente por fertilizantes nitrogenados, a produgédo de soja no Brasil
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seria inviavel economicamente, ja que, com base na produtividade, a demanda total
de nitrogénio por hectare ficaria entre 240 e 480 kg. Entretanto, gragas ao
desenvolvimento biotecnoldgico, selecionaram-se bactérias capazes de fornecer
grande parte do nitrogénio para a planta, através da fixagdo biolégica de nitrogénio
(FBN) (Zuffo et al., 2019), proporcionando uma economia financeira de 17 bilhdes de
ddlares por ano e preservando o ambiente, por reduzir a emissao na atmosfera de
mais de 200 milhdes de toneladas de gases de efeito estufa (Hungria e Nogueira,
2022; Telles et al., 2023; Costa, 2023).

A simbiose entre as bactérias do género Bradyrhizobium e as plantas € a
responsavel pela FBN. Neste processo, sdo formados nédulos radiculares, onde
essas bactérias captam o nitrogénio atmosférico (N;) e, através de processos
enzimaticos, o convertem em compostos nitrogenados assimilaveis pela planta. Em
contrapartida, a planta nutre e fornece abrigo para a sobrevivéncia delas (Prando et

al., 2022; Hungria e Nogueira, 2020; Hungria e Nogueira, 2022; Hungria et al., 2015).

O processo de aplicacdo dessas bactérias € chamado de inoculagdo. Essa
aplicacao pode ser feita via semente, onde o inoculante é misturado junto as sementes
e deve ser aplicado no prazo maximo de 24 h. Essa forma vem caindo em desuso
devido a dificuldade de mistura dos inoculantes e também a menor eficiéncia, pois

ficam em contato direto com fungicidas e inseticidas (Zuffo et al., 2019).

A forma mais adotada é via sulco de plantio, onde o inoculante é injetado no
momento do plantio, na abertura do sulco da semeadora, para deposicdo da semente
(Zibiane et al., 2023; Hungria et al., 2007; Vieira Neto et al., 2008). Outra forma de
aplicagdo que vem sendo testada € via pulverizacdo, empregada principalmente
quando ocorre algum problema com a inoculagédo via sulco ou como reforgo para
aumentar a nodulagédo (Zibiane et al., 2023; Zilli et al., 2008; Sousa et al., 2021;
Teixeira et al., 2022).

Em conjunto com a bactéria Bradyrhizobium, sao utilizados outros
microrganismos no momento do plantio, cada um trazendo um beneficio diferente para
a cultura. A aplicacéo de Azospirillum brasilense em conjunto com o Bradyrhizobium
mostrou-se eficiente, visto que o Azospirillum produz fitormbnios estimulando a
formagao de raizes, o que proporciona maior exploragao por agua e nutrientes e pode

incrementar a infecgdo pelo Bradyrhizobium. Essa pratica € denominada co-
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inoculagao e deve ser realizada todos os anos para garantir o potencial produtivo,
visto a especificidade das bactérias (Hungria et al., 2020; Hungria e Nogueira, 2020;
Santos et al., 2019; Silveira, 2021; Hungria et al., 2015). O processo de inoculagéo
proporciona ganhos médios de 8% de produtividade, enquanto a co-inoculagéo
proporciona ganhos de 16%, o dobro da inoculagdo com somente Bradyrhizobium

(Hungria et al., 2013; Hungria et al., 2007; Hungria e Nogueira, 2019).

A presenca dessas bactérias nos ambientes de producdo € essencial, porém
sua sobrevivéncia e estabelecimento sdo diretamente influenciados por fatores
edafoclimaticos (Campo et al., 2009; Zilli et al., 2009). Fatores ambientais e do solo,
como temperatura, pH, umidade, fertilidade, matéria organica e salinidade (Hungria et
al., 2017; Ohyama et al., 2017; Ronner et al., 2016; Zhang et al., 1996; Sadowski,

2005; Zhang et al., 2011) afetam diretamente essas bactérias.

A temperatura ideal para sobrevivéncia das bactérias e para que a nodulagao
ocorra de forma adequada € de 25°C. Temperaturas inferiores a 15°C causam
diminuigao da atividade ou até mesmo inibigdo das bactérias. Ja temperaturas acima
de 30-35°C podem causar inviabilidade das bactérias e reduzir a nodulagéo
(Sadowski, 2005; Zhang et al., 1996; Prando et al., 2022; Galleti et al., 1971,
Figueiredo et al., 1995).

A aplicacao dos inoculantes via semente requer cuidado redobrado devido ao
contato das bactérias com produtos quimicos. A aplicacdo de herbicidas para controle
de plantas daninhas também pode influenciar na nodulagéo. Arruda et al. (2001)
avaliaram doses de sulfentrazone na nodulagao e concluiram que a nodulagao diminui

com o aumento da dose do ingrediente ativo.

A umidade do solo é um fator importante no processo de nodulagédo da soja e
no processo da FBN. O estresse hidrico afeta diretamente a atividade da enzima
nitrogenase, dificulta o processo de fixacdo de nitrogénio e diminui a producéo da
leghemoglobina (Hungria e Vargas, 2000; King e Purcell, 2005; Sinclair et al., 2007,
Sadowski, 2005). A baixa umidade pode influenciar na sobrevivéncia das bactérias no
solo e em sua multiplicacédo, impactando diretamente o processo de nodulagédo e a
fixagao bioldgica de N.

Desta forma, a técnica da irrigagao pode ser uma forma alternativa de aplicagao
de inoculantes pois garante niveis adequados de umidade do solo, proporciona
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reducao na temperatura do solo e um microclima favoravel para o desenvolvimento

das culturas e dos microrganismos.

3.2 Hipétese e objetivos

A hipdtese desta pesquisa é que a aplicacdo das bactérias Bradyrhizobium
Japonicum e Azospirillum brasilense, na cultura da soja, via sistema de irrigagao por
aspersao proporciona maior sobrevivéncia das bactérias devido as condi¢coes
favoraveis de aplicacédo e, com isso, aumenta o rendimento e a nodulagao, além de

melhorar os componentes biométricos e nutricionais da cultura.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar se a aplicacdo das bactérias
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense, via sistema de irrigagdo por
aspersao € mais eficiente que o método usual via sulco e se proporciona efeitos
positivos na produtividade, nos componentes biométricos e bioquimicos e na nutricao

da soja.

3.3 Material e Métodos
3.3.1 Localizacao da area de estudo

O experimento foi conduzido entre novembro de 2024 e margo de 2025 em area
de campo, localizada no Departamento de Engenharia Rural e Socioeconomia da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Botucatu, SP, Brasil (22°51'9"S,
48°25'46"0 a 772m acima do nivel do mar).

Essa area foi escolhida por ndo apresentar, durante seis anos, nenhum registro
de cultivo de nenhuma cultura leguminosa, permanecendo apenas Brachiaria como
cobertura. Essa caracteristica € importante pois € esperado baixa populagdo de
rizobios nativos ja que nao houve inoculagdo e nenhuma cultura leguminosa que

poderia propiciar o aumento da populacédo dessas bactérias.
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3.3.2 Descrigao, obtengao e procedéncia dos inoculantes

Os produtos comerciais utilizados, denominados RHIZOTROP 2 e AZOTROP,
possuem concentragdo minima de 7x10° UFC/mL de Bradyrhizobium japonicum
(SEMIA 5079 e 5080) e 2x108 UFC/mL de Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6),
respectivamente. A dosagem recomendada para cultura da soja € de 300 mL por
hectare (5 doses de 60mL) no tratamento via sulco para o RHIZOTROP 2 e 300 mL
por hectare em area total para o AZOTROP. O produto foi obtido da empresa Biotrop,

com sede em Vinhedo, SP, Brasil.

3.3.3 Cultivar de soja, preparo do solo e condi¢des de cultivo

A cultivar utilizada foi a Brasmax Zeus IPRO, por ser muito empregada na
regido produtora de soja proximo a Botucatu, sede do experimento e pelo plantio ser
recomendado na época de instalagdo do experimento. E uma cultivar com habito de
crescimento indeterminado, grupo de maturagdo 5.5, possui alto potencial produtivo,

indice de ramificagcdo médio e duragdo média de ciclo de 120 dias.

O solo foi classificado como Latossolo Vermelho distrofico ((Santos et al.,
2018), de textura argilosa, sem historico recente de cultivo. A analises quimica e fisica,

apods a correcao, estao apresentadas na Tabela 1 e 2.

Foi realizada a descompactacao do solo, através do uso de um escarificador.
Em seguida, com base na analise quimica do solo, corrigiu-se a acidez utilizando
calcario dolomitico, com garantia minima de 36% CaO, 15,8% MgO e PRNT 90%,
visando elevar a saturacéo por bases (V%) a 70% segundo a metodologia de V%
estabelecida por Raij et al. (1996), 60 dias antes do plantio. O calcario foi incorporado
com uma grade intermediaria e posteriormente o solo foi nivelado com uma grade

leve.
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas do solo corrigido antes da implantagao do
experimento analisado de 0 a 0,2 m de profundidade

pH MO. Presna AP H+Al K Ca Mg SB CTC V%

CaCl2 gdm?® mgdm?® o —mmolcdm3-—————
5,5 17 21 0 27 4.4 57 27 89 116 77
Enxofre Boro Cobre Ferro Manganés Zinco
———————————— mgdm3-————
12 0,27 6,3 26 21,8 1,7

Tabela 2 - Caracterizagao fisica do solo utilizado

Areia Total Argila Silte Textura do Solo
g kg
518 393 89 Argilosa

Foi instalado um sistema fixo de irrigacdo por aspersdo em toda area do
experimento. Os aspersores foram instalados a um metro de altura para proporcionar
uma irrigagao uniforme em todos os tratamentos. A variagdo de pressao ficou abaixo
de 10%, muito inferior aos 20% utilizado como critério de projeto, indicando que se

trata de um sistema uniforme.

O manejo da irrigacao foi realizado com base em tensiébmetros automaticos
instalados na area de cultivo (Figura 1). Atensao critica foi de 35kPa (MARCELINO et
al., 2003), momento em que se realizava a irrigacao visando elevar a umidade para a
condi¢cado de capacidade de campo. Foram instalados trés tensidmetros em camadas
distintas, sendo 0-0,2m, 0,2-0,4m e 0,4-0,6m.
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Figura 1 - Vista dos tensiometros automaticos, em trés profundidades, para
manejo da irrigagao

Em torno do experimento foi instalada uma cerca elétrica com dois fios a 15 e
35cm do solo para evitar a entrada de animais, principalmente lebre, predominante na

area experimental.

3.3.4 Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial
4 x 2 com quatro repeticbes (Tabela 3). O primeiro fator refere-se as doses do
inoculante Rhizotrop 2 (composto pela bactéria Bradyrhizobium japonicum,
responsavel pela nodulagdo da cultura da soja), sendo quatro doses avaliadas, a
saber: 0 mL ha'; 300 mL ha'; 600 mL ha' e 900 mL ha'. O segundo fator refere-se
a duas diferentes épocas de aplicagao do inoculante, sendo: logo apds o plantio, junto
a irrigacao de germinacgao; e no estadio VE (cotilédone acima da superficie do solo).

Além dos fatores foram implementados dois tratamentos adicionais: aplicagédo de N
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mineral na dose de 200 kg/ha; inoculagdo via sulco, o método de aplicagdo mais
adotado na atualidade. Desta forma, o experimento envolveu 10 tratamentos e 40

parcelas experimentais (Tabela 4).

Tabela 3 - Delineamento experimental

Fator 1 — Dose de

Bradyrhizobium japonicum Fator 2 — Estadio fenolégico
(mL ha)
0 mL ha Logo apds o plantio
300 mL ha" VE (cotilédone acima da superficie do solo)
600 mL ha™’
900 mL ha™

Tratamentos Adicionais
N mineral 200 kg/ha

Inoculagao via sulco

Tabela 4 - Descrigao detalhada dos tratamentos

Descricao dos Tratamentos

Dose 0 mL ha™' de Bradyrhizobium japonicum (BJ) + 0 mL ha™' de Azospirillum
brasilense (AB)
300 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase plantio
300 mL ha' de BJ + 300 mL ha™' de AB — fase VE
600 mL ha"' de BJ + 300 mL ha! de AB — fase plantio
600 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VE
900 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB - fase plantio
900 mL ha' de BJ + 300 mL ha' de AB — fase VE
N mineral 200 kg/ha

Inoculacao via sulco — 300 mL ha™' de BJ e AB
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Todos os tratamentos receberam a dose de 300mL ha' de Azospirillum
brasilense. As doses de inoculante foram compostas apenas pela bactéria
Bradyrhizobium japonicum, uma vez que ela é a responsavel pela nodulagdo da soja.
Além disto, o Azospirillum brasilense ja apresenta dose em area total e seu uso em
doses excessivas proporciona efeitos negativos ao desenvolvimento das plantas
devido a elevada produgdo de fito hormdnios, que ao invés de estimular o
desenvolvimento das culturas, podem prejudica-lo (Prando et al., 2022; Prando et al.,
2024).

Cada parcela foi composta por quatro linhas de soja, espagadas a 0,5m entre
si, com 2,0m de largura e 7,0m de comprimento, totalizando 14m?. As duas linhas
laterais foram consideradas bordaduras, além de um metro de borda nas cabeceiras.
Entre uma parcela e outra, na direcdo do comprimento, foi deixado um metro de
bordadura para evitar contaminagao na aplicagao dos tratamentos. Todas as analises,

inclusive a colheita, foram realizadas nas duas linhas centrais da parcela.

3.3.5 Semeadura e aplicacédo dos tratamentos

Uma semana antes do plantio foi realizada a aplicagdo de 60 kg ha' de K20
(com a fonte cloreto de potassio) em mistura com 100 kg ha™' de P2Os (com a fonte
superfosfato triplo), via semeadora de fluxo continuo, com espagamento entre linhas
de 0,2m.

O plantio foi realizado dia 18 de novembro de 2024, utilizando semeadora a
vacuo, com espagamento entre linhas de 0,5m e regulagem para garantir estande final
de 320.000 plantas. Na adubacgéo de semeadura empregou-se 50 kg ha! de K20 e
50 kg ha™' de P205, através do fertilizante formulado 0-20-20.

Apds o plantio foi realizada a pulverizacdo mecanizada com herbicida pré-
emergente do grupo quimico Sulfentraozona para garantir o controle inicial de plantas

daninhas e em conjunto de 2,0 kg ha' de boro.

Para aplicacdo dos tratamentos foi construida uma estrutura de madeira do
tamanho da parcela, com uma borda plastica de um metro de altura para evitar deriva
e contaminacao das demais parcelas. Nas laterais foram instalados aspersores do tipo
escamoteavel spray de alta eficiéncia para aplicacdo da calda (Figura 2). Uma caixa
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d’agua foi colocada em uma carreta movel, junto de uma motobomba de 1,0 CV e um
gerador para deslocamento entre as parcelas para aplicagao dos devidos tratamentos
(Figura 3). Todo esse aparato foi montado para realizar uma aplicagéo o mais proximo

do real possivel e com a menor possibilidade de contaminagao entre os tratamentos.

A Figura 2 apresenta também o ensaio de uniformidade do sistema de
irrigacao, para indicar a qualidade da irrigagdo para aplicagdo dos tratamentos. O
coeficiente de uniformidade de Christiansen (CUC) foi de 86,4%.

Figura 2 - Estrutura para aplicagao dos tratamentos via irrigagao por aspersao
e ensaio de uniformidade do sistema
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Figura 3 - Estrutura para aplicagao dos tratamentos via irrigagao por aspersao
e sistema moével para injegado da calda, composto por uma bomba d'agua,
gerador e caixa d'agua

Foi definida uma lamina de irrigacao pés plantio de 10mm. Como a area da
parcela era conhecida, foi possivel calcular o volume de agua necessario para ser
aplicado em cada parcela, assim a mesma quantidade de agua era adicionada na
caixa d’agua em todas as aplica¢des. Junto a agua da caixa adicionou-se a dose dos
inoculantes referente a cada tratamento, foi feita a homogeneizacdo da calda e

realizada sua aplicagao.

Logo apos o plantio, realizou-se a aplicagao dos tratamentos correspondentes
a época imediatamente apos o plantio, sendo a irrigagdo de germinacao (Figura 2).
Para os tratamentos que ndo continham a bactéria foi aplicada somente agua e para
o tratamento com N mineral, 50% da dose do fertilizante foi diluido na caixa e aplicado

da mesma maneira.

Aos 8 DAP as plantas encontravam-se em estadio VC (Figura 4), momento em
que foi realizada a aplicacao dos tratamentos restantes, referentes a época do referido
estadio.
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Aos 35 DAE foi aplicado, manualmente a lango, os 50% da dose restante do N

mineral em seu respectivo tratamento.

Figura 4 - Aplicagao dos tratamentos no estadio fenolégico VC

3.3.6 Tratos culturais

Aos 15 DAE foi realizada uma fertirrigacdo em area total com 2,5 kg/ha de
manganés, 250 g/ha de molibdénio e 1,0 kg/ha de boro através do sistema de irrigacao

por asperséo utilizado para irrigar toda area.

Aos 16 DAE foi realizada uma pulverizagdo com cobalto, molibdénio e niquel,
através do produto comercial Viridian CoMo + Ni (1,0 % Co, 12% Mo e 0,5% Ni), na

dosagem de 250mL ha™'.
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Aos 25 DAE foi complementada a dose de potassio aplicando via fertirrigacao,

20 kg/ha de K20, com a fonte cloreto de potassio branco.

Ao longo do ciclo foram realizadas quatro aplicagdes de fungicida utilizando de
forma alternada os grupos quimicos triazolintiona + estrobilurina e carboxamida +
triazol + estrobilurina e quatro aplicagdes de inseticida utilizando de forma alternada

0S grupos quimicos piretréide e neonicotinoide + lambdacialotrina.

O controle das plantas daninhas foi realizado manualmente e ao final do ciclo

para dessecagao de colheita foi utilizado glufosinato de aménio.

3.3.7 Avaliagdes morfoldgicas
3.3.7.1 Comprimento das plantas

O comprimento das plantas foi avaliado com o auxilio de uma fita métrica
medindo-se desde o nivel do solo até o apice das plantas. Foram medidas 14 plantas

nas duas linhas centrais de cada parcela, aos 125 DAE.

3.3.7.2 Massa de graos por planta e rendimento de gréaos

Apos a dessecacao da area, foi realizada a colheita das duas linhas centrais
respeitando o limite de 1,5m das cabeceiras e as plantas foram passadas por uma
trilhadora de graos para separagao e limpeza dos graos. Com isso foi possivel

determinar a massa de graos por planta e a produtividade em kg/ha.

3.3.7.3 Massa seca de planta

Aos 35 DAE foram coletadas cinco plantas com raizes intactas, da area central
da segunda linha de cada parcela. Para manter o padrao de coleta em todos os
tratamentos, foi construida uma forma com chapa de ago que era cravada entre as
plantas para retirada das plantas e raizes (Figura 5). Dessa forma sempre foi coletado

o mesmo volume de solo e raizes para avaliagao.
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Figura 5 - Retirada das raizes e parte aérea com uma forma de ago para
retirada do mesmo volume de todos os tratamentos

A parte aérea foi separada das raizes na altura de inser¢cao do cotilédone,
lavada e acondicionada em saco de papel. O mesmo procedimento foi feito para as
raizes, para permitir a separagdo dos nddulos das raizes. Com os materiais
separados, realizou-se a secagem em estufa a 65°C até massa constante. Finalizada

a secagem a parte aérea e nddulos foram pesados em balanga de preciséo.

3.3.8 Avaliagdes bioquimicas
3.3.8.1 indice SPAD

A estimativa do conteudo de clorofila via unidade SPAD foi realizada utilizando
um clorofildmetro portatil (SPAD-502, Minolta Corporation, Ramsey, NJ, EUA). Este
indice foi obtido nos estadios V4 e R2 a partir da média de 10 pontos nas duas linhas

centrais.
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3.3.9 Analise quimica das plantas
3.3.9.1 Quantidade de nitrogénio na parte aérea

Aos 35 DAE foram colhidas 5 plantas como descrito no item 3.2.7.3 para analise
de matéria seca e acumulo de nitrogénio na parte aérea. Apos a coleta das plantas,
estas foram lavadas em agua corrente e em agua deionizada. Posteriormente, as
plantas foram levadas a estufa a 65°C até massa constante. Apés a secagem das
amostras, foram pesadas e moidas para serem encaminhadas para analise quimica
determinando-se o teor de N segundo a metodologia descrita por Malavolta et al.
(1997).

Com base no resultado do teor de nitrogénio e na massa de matéria seca foi

calculada a quantidade / acumulo nas plantas utilizando-se a equagéo 1:

Quantidade de N (g planta') = teor N (g kg™') x massa de matéria seca (g planta)
1000 (g kg™)

3.3.9.2 Eficiéncia nodular

A eficiéncia nodular avalia a eficiéncia dos ndédulos fornecerem nitrogénio para
as plantas. Para isso, determinou-se a massa seca de nodulos e o nitrogénio total na

massa seca da parte aérea. Para o calculo utilizou a seguinte equacao 2:

Nitrogénio total da massa seca (mg) x 100

Eficiéncia nodular (%) = -
Massa seca de nédulos (mg)

3.3.10 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias, referentes
aos tratamentos, comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
com auxilio do programa Agroestat (BARBOSA e MALDONADO JUNIOR, 2015)
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Os tratamentos adicionais em que a analise de variancia indicou significativo,
foram comparados com os tratamentos através do teste de Dunnett (95% de

confianga) com o software Minitab 17.

3.4 Resultados e Discussao

O comprimento de plantas (cm) apresentou interagao significativa entre dose e
época de aplicagdo (Tabela 5). Na época de plantio, as doses que continham a
bactéria Bradyrhizobium japonicum (BJ) foram superiores a dose zero. Ja para a
época VC a dose de 900 mL ha! foi superior a dose zero e 300 mL ha', porém ndo
diferiu da dose 600 mL ha™'. As doses de 300 mL ha' e 600 mL ha™! diferiram em

funcao da época de aplicagao, sendo superior no plantio.

Recomenda-se, para atingir altas produtividades, que as plantas possuam no
minimo 60 cm de comprimento (Rocha et al., 2012), caracteristica observada nos
resultados, indicando o potencial para alta produtividade. Apenas a dose zero que foi
mais baixa, em média, logo essas plantas possuem menos nos e, por consequéncia,

menos vagens.

A aplicada no plantio via irrigagéo, dose de 300 mL ha-', foi superior ao padrao

utilizado atualmente, que é via sulco de semeadura.

Tabela 5 - Desdobramento das interagdes entre doses e épocas de aplicagao
para o comprimento de plantas (cm), aos 125 DAE

Comprimento de plantas (cm)

Tratamentos Plantio VC

0 mL hatl 77,0 Ab** 79,0 Ab**
300 mL ha' 93,5 Aa* 81,2 Bb*
600 mL ha 91,5 Aa 85,2 Bab
900 mL ha 90,5 Aa 88,7 Aa

Nmineral* 89,0

Sulco* 86,5
CV%=2,3

CV%: coeficiente de variagdo; Médias seguidas da mesma letra, mailuscula na linha, mindscula na
coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey; Médias seguidas de *
e + diferem ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Dunnett, dos tratamentos com Nmineral e
inoculagao via sulco, respectivamente.
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A massa de graos por planta (g/planta) apresentou interagao significativa entre
dose e época (Tabela 6). A aplicagdo dos inoculante via irrigagdo no plantio, com a
dose 300 mL ha™', foi superior aos demais tratamentos, com 21,65 g planta™'. As doses
600 mL ha' e 900 mL ha™' aplicadas via irrigagdo no estadio fenoldgico VC, foram

superiores aos demais tratamentos.

Comparando os tratamentos fatoriais com os adicionais observa-se que a dose
300 mL ha™ aplicada via irrigagdo no plantio, foi superior ao Nmineral e a inoculagéo
via sulco de semeadura, o mesmo para as doses 600 mL ha' e 900 mL ha! aplicadas

via irrigacao no estadio fenoldgico VC.

Tabela 6 - Desdobramento das interagdoes entre doses e épocas de aplicagao
para a massa de graos por planta (g planta)

Massa de grédos por planta (g planta)

Tratamentos Plantio VC

0 mL hal 18,04 Ac 17,38 Ab
300 mL hat 21,65 Aa** 17,49 Bb
600 mL hat 20,21 Bb** 21,65 Aa**
900 mL hat 17,00 Bc* 20,99 Aa**

Nmineral* 18,68 a

Sulco* 17,76 b
CV%= 3,05

CV%: coeficiente de variagdo; Médias seguidas da mesma letra, maiuscula na linha, minuscula na
coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey; Médias seguidas de *
e + diferem ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Dunnett, dos tratamentos com Nmineral e
inoculagao via sulco, respectivamente.

A Tabela 7 traz o desdobramento das doses e épocas para o rendimento de
graos por planta, em sacas/ha. A cultivar Zeus pode atingir altas produtividades,
chegando a mais de 100 sacas por hectare. Estudos demonstram produtividades entre
60 e 137 sc/ha (Harms E Waureck, 2024; Tonatto et al., 2022), como ocorreu neste

estudo.

A discussao dos dados com base na literatura atual é reduzida pois este é um

estudo inovador, j@ que € a primeira vez que € realizada a aplicagcdo de
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Bradyrhizobium via irrigagao por aspersao. Portanto, esse trabalho sera base para

discussao de novas pesquisas que venham a ser realizadas.

Tabela 7 - Desdobramento das interagées entre doses e épocas de aplicagao
para o rendimento de graos por planta (sacas ha')

Rendimento de gréos (sacas ha?)

Tratamentos Plantio VC

0 mL hatl 96,2 Ac 92,7 Ab
300 mL hat 115,5 Aa** 93,3 Bb
600 mL hal 107,8 Bb** 115,5 Aa**
900 mL ha' 90,7 Bc* 111,9 Aa**

Nmineral* 99,7

Sulco” 96,0
CV%-= 3,15

CV%: coeficiente de variagdo; Médias seguidas da mesma letra, mailuscula na linha, minuscula na
coluna néao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey; Médias seguidas de *
e + diferem ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Dunnett, dos tratamentos com Nmineral e
inoculagao via sulco, respectivamente.

A Tabela 7 traz resultados interessantes que, quando analisados de forma
conjunta, explicam dados isolados contidos na literatura. Observando primeiramente
a época plantio, a dose de 300 mL ha' foi superior as demais doses, seguida pela
dose 600 mL ha™' e depois pela dose zero, que néo diferiu da de 900 mL/ha. Ja para
época VC, as doses 600 e 900 mL ha™' foram superiores as demais e as doses zero e

300 mL ha™' ndo diferiram entre si.

Em resumo, quando a bactéria BJ é aplicada via irrigagdo por aspersao logo
apos o plantio a melhor dose ¢ a de 300 mL ha', menor dose contendo BJ e a pior
dose contendo BJ é a maxima testada de 900 mL ha'. Para a época VC, as doses
mais produtivas foram 600 e 300 mL ha' e a menos produtiva contendo BJ foi 300 mL
ha-'. Avaliando as épocas dentro das doses, a dose zero n&o houve diferenca, a dose
300 mL ha! foi melhor aplicada via irrigagéo por aspersdo no plantio e as doses 600
e 900 mL/ha foram melhores no estadio fenoldgico VC.

Considerando a época plantio, a dose zero foi a menos produtiva pois nao foi
aplicada nenhuma bactéria, sendo que a nodulagdo ocorreu apenas com as bactérias

nativas do solo e, como a area nao tinha histérico de cultivo de leguminosa,
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naturalmente a populagéo era reduzida, dai a menor nodulagao, o menor fornecimento

de N e a menor produtividade.

Adose 300 mL ha' foi a mais produtiva, pois houve um equilibrio na quantidade
de bactérias aplicadas e multiplicadas no solo. Quando se aplica BJ no solo e este é
mantido com umidade proximo do ideal, caso desta pesquisa, sua multiplicagdo com
o passar dos dias € elevada, chegando a um aumento de 1000 vezes em relagéo a

populagao inicial, em apenas 48 horas

Por sua vez, a dose de 900 mL ha-' foi inferior as demais, igualando-se a dose
zero. Isso ocorreu devido a alta dosagem de bactérias BJ aplicadas via sistema de
irrigacéo por aspersado. Altas doses podem causar prejuizos no estabelecimento,
desenvolvimento e produtividade da soja. Rosa et al. (2023), avaliando doses de
inoculante no sulco de semeadura, obtiveram menor porcentagem de emergéncia das
plantulas e menor crescimento das raizes. Bulegon et al. (2014) relatam que altas
doses de inoculante podem interferir negativamente na nodulagéo por causar efeitos
antagonistas na rizosfera. As plantas leguminosas, caso da soja, possuem um
mecanismo de autorregulagdo da nodulagdo, controlando a formagdo de novos
nodulos apos o processo de simbiose iniciar, para equilibrar o gasto energético com a
FBN e sua necessidade de N. Reid et al. (2011) realizaram um estudo complexo sobre
esse mecanismo nas leguminosas. Iniciado o processo de simbiose, as raizes
produzem determinados peptideos que sao transportados para as folhas via xilema.
No caule, ha receptores que detectam esses peptideos e para manter o equilibrio é
gerado um sinal inibidor que € “enviado” as raizes para inibir a formagéo de novos
nodulos. Varios fatores ativam esse mecanismo, um deles é o alto teor de nitrato no
solo. O mecanismo de autoregulagdo da nodulagdo compartilha genes com a
regulagao de nitrato, por isso altos niveis de nitrato induzem a producgéao de sinais que
ativam a autoregulagao da nodulagao, inibindo a formag¢ao de novos nédulos. Esta é
a explicacao do motivo de néo se aplicar altas doses de nitrogénio no plantio da soja,
pois altas doses de N no solo ativam a autoregulacao e inibem a formacao de novos
nodulos. Observa-se, em campo, a reducdo na nodulacdo quando é aplicado
nitrogénio no plantio em doses superiores a 20 kg ha'. A principio no inicio do
desenvolvimento das plantas nao ha problema. Conforme as plantas se desenvolvem
esse nitrogénio vai sendo consumido e sua demanda por esse nutriente vai

aumentando e como a nodulacédo foi deficiente no inicio, devido a inibigao pela
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aplicagao de N, toda necessidade das plantas nao é suprida pela FBN, limitando a

produtividade.

O segundo fator sdo doses elevadas de inoculante, caso do tratamento 900 mL
ha™! desta pesquisa, que além de ser uma dose alta ja no momento da aplicagéo, pode
ficar ainda maior apds a multiplicacdo dessas bactérias. A alta populagao de bactérias
que fixam nitrogénio gera um estimulo inicial que aumentam rapidamente a produgéo
de peptideos que sinalizam a nodulacdo da planta. Esse excesso de peptideos
acelera a ativagao da autoregulacao da nodulagao suprimindo a formagao de novos
nodulos. Devido ao excesso de “estimulo inibidor” a sequéncia da formagao de novos
nodulos fica prejudicada, resultando em menor formagao de nodulos (Reid et al.,
2011).

Analisando a aplicagado dos inoculantes via irrigagcdo no estadio VC, nota-se
que as maiores doses foram superiores, contradizendo o resultado anterior. Isto pode
ser explicado pelo fato de que, quando as bactérias foram aplicadas no plantio, ndo
havia planta emergida e logo nédo havia raiz. As plantas de soja levam em torno de
sete dias para emergirem, portanto quando as baterias sdo aplicadas no plantio elas
possuem todo esse tempo para se multiplicarem, por isso doses menores sao
melhores em comparagdo a doses maiores, pois no final a dose elevada ira
proporcionar uma populagdo muito elevada quando as plantas emergirem e emitirem
raizes, causando efeito negativo. No entanto, quando aplicado no estadio VC, fase
em que os cotilédones estdo completamente abertos e a borda das folhas unifoliadas
nao se tocam, as plantas ja possuem sistema radicular desenvolvido, logo ndo tem o
periodo de sete dias para as bactérias se multiplicarem e estabelecer uma populagao
minima para o inicio da nodulagdo, por isso menores doses sdo menos eficazes.
Nesse caso havera o efeito negativo pois conforme ocorre a multiplicacdo das
bactérias, também ocorre o desenvolvimento do sistema radicular e a populacao

bacteriana nao é suficiente.

A Figura 6 apresenta o rendimento de grdos, em sacas/ha, em fungao das
doses de BJ aplicadas via irrigagdo por aspersao e épocas de aplicagao. Zilli et al.
(2008), avaliando aplicagdao de Bradyrhizobium via pulverizagdo em cobertura,
obtiveram menor produtividade de graos comparado ao tratamento de sementes.
Zago et al. (2018), trabalhando com doses de Bradyrhizobium aplicada via

pulverizagdo em cobertura, concluiram que doses de 1500 mL/ha foram as mais
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eficientes. Mesquita e Silva (2023), estudando formas de aplicagao de Bradyrhizobium
Japonicum e Azospirillum brasilense, nao obtiveram diferencas nos componentes
biométricos da soja. Braccini et al. (2016) avaliaram modos de aplicacdo dessas
bactérias e uso de adubacédo nitrogenada na soja e concluiram que o tratamento via
semente foi a mais adequada e que a adubacéao nitrogenada com 200 kg/ha diminui a

nodulagao, sendo desnecessaria quando aplicados os inoculantes.

Figura 6 — Rendimento de graos (sacas/ha) em fun¢ao das doses de
inoculante aplicado via irrigagao por aspersao e épocas de aplicagao
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey; Médias seguidas de * e + diferem ao nivel de significAncia de 5% pelo teste de Dunnett, dos
tratamentos com Nmineral e inoculagao via sulco, respectivamente.

As Figuras 7 e 8 apresentam plantas representando os tratamentos, para as
épocas de aplicagao das bactérias BJ via sistema de irrigagao por aspersao, plantio e
VC, respectivamente. Nas duas figuras é possivel observar o menor porte e
guantidade de vagens para a dose zero.
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Figura 7 - Imagens das plantas sendo da esquerda para direita os tratamentos
da época de aplicagao no plantio, dose 0, Nmineral, inoculagao via sulco,
irrigacao via aspersao dose 300 mL ha™, irrigacao via aspersio dose 600 mL
ha e irrigacao via aspersio dose 900 mL ha"'
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Figura 8 - Imagens das plantas sendo da esquerda para direita os tratamentos
da época de aplicagao VC, dose 0, Nmineral, inoculagao via sulco, irrigagao via
aspersao dose 300 mL ha™, irrigacdo via aspersdo dose 600 mL ha e irrigacao

via aspersiao dose 900 mL ha"'

Em relacdo a massa seca da parte aérea (Tabela 8), ndo houve diferenga

significativa entre os tratamentos ao nivel de 5% de significancia.

Tabela 8 — Massa seca da parte aérea por planta (g planta') em fungio dos
tratamentos na fase de florescimento

Massa seca parte aérea por planta

Dose de BJ (g planta™)
0 mL hat 5,8
300 mL ha' 7.4
600 mL ha' 7,9
900 mL ha' 7,6
Plantio 7,7
VC 6,7
Nmineral 10,7
Sulco 8,7
Média geral 7,7
CV% 18,2

CV%: coeficiente de variagéo; BJ: Bradyrhizobium japonicum.
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A Tabela 9 apresenta o desdobramento das doses e épocas para o conteudo
de clorofila via unidade SPAD, no estadio V4. Tanto para o plantio quanto para o
estadio VC, as doses que continham BJ, ou seja, diferente da dose zero, foram
superiores a dose zero. A aplicagéo via sistema de irrigagdo por aspersao de doses
de BJ foram superiores no plantio. Todas as doses, exceto a dose zero, foram

superiores a inoculagao via sulco.

Tabela 9 - Desdobramento das interagées entre doses e épocas para o indice
SPAD no estadio fenolégico V4

SPAD Estadio V4

Tratamentos Plantio VC

0 mL ha' 34,4 Bb** 35,5 Ab**
300 mL ha't 40,3 Aa* 37,7 Ba*
600 mL ha't 40,9 Aa* 37,3 Ba*
900 mL ha't 40,0 Aa* 37,5 Ba*

Nmineral* 40,6 a

Sulco* 38,3b
CV%=1,5

CV%: coeficiente de variagdo; Médias seguidas da mesma letra, maituscula na linha, minuscula na
coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey; Médias seguidas de *
e + diferem ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Dunnett, dos tratamentos com Nmineral e
inoculagao via sulco, respectivamente.

A Tabela 10 apresenta o desdobramento das doses e épocas para o conteudo
de clorofila via unidade SPAD, no estadio R2. As doses que continham BJ diferiram
da dose zero. A aplicagao do inoculante proporcionou o aumento de, em meédia, 4
unidades SPAD comparado com a dose zero, demonstrando a importadncia da

aplicagao de bactéria fixadoras de N.
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Tabela 10 - Desdobramento das interagdes entre doses e épocas para o indice
SPAD no estadio fenolégico R2

SPAD Estadio R2

Tratamentos Plantio VC
0 mL hat 40,5 Ab** 38,7 Bc**
300 mL ha' 45,1 Aa 42,2 Bb
600 mL ha' 43,4 Aa 43,2 Aab
900 mL ha' 43,3 Aa 44,3 Aa
Média das Epocas 43,1 421
Nmineral* 44,1
Sulco* 43,8
CV%= 2,3

CV%: coeficiente de variagdo; Médias seguidas da mesma letra, mailuscula na linha, minuscula na
coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey; Médias seguidas de *
e + diferem ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Dunnett, dos tratamentos com Nmineral e
inoculagéo via sulco, respectivamente.

A Tabela 11 apresenta a eficiéncia nodular (%) e o acumulo de nitrogénio
(g/planta). Nao houve diferenca entre as doses 300, 600 e 900 mL ha™', para as duas

variaveis.

Tabela 11 — Eficiéncia nodular (%) e acumulo de nitrogénio (g/planta) em funcao
dos tratamentos

Dose de BJ Eficiéncia nodular (%) Acumulo de N

(g/planta)
0 mL ha?l 60,37 b 0,21b
300 mL hat 74,57 ab 0,28 ab
600 mL ha? 72,01 ab 0,29 a
900 mL hat 94 53 a 0,30 a
Plantio 74,51 0,29
VC 76,23 0,25
Nmineral 227,85 a 0,35
Sulco 80,70 b 0,30
Média geral 91,1 0,28
CV% 19,6 19,6

CV%: coeficiente de variacao; BJ: Bradyrhizobium japonicum; Médias seguidas da mesma letra,
maiuscula na linha, mindscula na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Tukey; Médias seguidas de * e + diferem ao nivel de significaAncia de 5% pelo teste de Dunnett, dos
tratamentos com Nmineral e inoculagéo via sulco, respectivamente.
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3.5 Conclusoes

Este estudo inédito revelou informagdes importantes mostrando que a
aplicacao das bactérias BJ e AB via sistema de irrigacéo por aspersao é mais eficiente

que os métodos de aplicacéo atuais.

A aplicacgao via irrigacao foi o diferencial, sendo que a mesma dose utilizada no
método de aplicagdo via sulco, quando aplicada via irrigagéo por aspersao promoveu
maior rendimento de grados devido as condi¢des favoraveis para o desenvolvimento

das bactérias, que esta forma de aplicagao proporciona.

A melhor dose da bactéria BJ aplicada via irrigagao por aspersao logo apés o

plantio foi a de 300 mL ha™.

Altas dosagens de BJ quando aplicadas no plantio, via sistema de irrigagao por

aspersao, prejudicam o desenvolvimento da soja e reduzem a produtividade.

Quando aplicada de forma tardia, € necessario o aumento da dose de BJ,

sendo a dose de 600 mL ha', a dose mais indicada por esta pesquisa.

A aplicagao das bactérias Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense
via sistema de irrigagcado por aspersao mostrou-se viavel e superior a inoculagao via
sulco de semeadura, recomendando-se a dose de 300 mL ha™' logo apds o plantio

com a irrigagédo de germinagéo.

Para aplicagao via sistema de irrigagao por aspersao, deve-se utilizar a lamina

minima de 10mm de irrigagcdo em todos os estadios de aplicagao.
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