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RESUMO

A utlizacdo de microrganismos promotores de crescimento de plantas
(MPCPs) é crescente, principalmente em condi¢cdes tropicais e podem
promover beneficios no crescimento e desenvolvimento da soja, com reflexo na
produtividade de grédos. Considerando os beneficios verificados em diversas
culturas com a inoculacdo de MPCPs, especialmente em funcdo do efeito
fitohormonal atuando diretamente na promocdo de crescimento vegetal,
desenvolvimento do sistema radicular, e consequentemente maior absorcao e
aproveitamento de agua e nutrientes, além do potencial de aumento da FBN e
na solubilizagéo e eficiéncia de uso dos nutrientes aplicados via fertilizantes,
acredita-se que a coinoculacdo com Bradyrhizobium sp. juntamente com
MPCPs, como exemplo Azospirillum brasilense, Bacillus aryabhattai e
Trichoderma harzianum podem favorecer o desenvolvimento da cultura, e
consequentemente a produtividade de graos. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de coinoculacbes com bactérias promotoras de
crescimento de plantas e do fungo T. harzianum no crescimento,
desenvolvimento e produtividade da soja. A pesquisa foi desenvolvida no
municipio de Dracena - SP, em um Argissolo Vermelho distréfico tipico de
textura arenosa. O experimento foi realizado em blocos casualizados com
quatro repeticbes e 8 tratamentos: 1) controle — inoculacdo apenas com
Bradyrhizobium sp. sem coinoculacées; 2) inoculagcdo com Bradyrhizobium sp.
+ A. brasilense; 3) inoculacdo com Bradyrhizobium sp + Bacillus aryabhattai; 4)
inoculacdo com Bradyrhizobium sp + Trichoderma harzianum; 5)
Bradyrhizobium sp + A. brasilense + B. aryabhattai; 6) Bradyrhizobium sp + A.
brasilense + T. harzianum; 7) Bradyrhizobium sp + B. aryabhattai + T.
harzianum; 8) Bradyrhizobium sp + A. brasilense + B. aryabhattai + T.
harzianum. Todos os tratamentos foram aplicados pulverizados em éarea total
no inicio do desenvolvimento vegetativo (V1/V2), exceto a inoculacdo com
Bradyrhizobium sp. que foi realizada nas sementes. As coinoculacées com
Bradyrhizobium sp + A. brasilense + T. harzianum e Bradyrhizobium sp + B.
aryabhattai + T. harzianum propiciaram maior ICF e beneficiaram as trocas
gasosas, com maior producdo de massa seca em parte aérea e raizes no
florescimento, refletindo em maior enchimento e produtividade de grdos, com
maior produtividade de grédos de soja. No entanto, o tratamento com
coinoculagdo com todos os MPCPs testados (Bradyrhizobium sp + A.
brasilense + B. aryabhattai + T. harzianum) n&o propiciou beneficios ao cultivo
de soja, demonstrando que possivelmente houve um efeito antagbnico da
juncao de todos esses microrganismos inoculados em conjunto.

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merrill, coinoculacdo na soja,
microrganismos promotores de crescimento de plantas, inoculagdo na
agricultura tropical.



ABSTRACT

The use of plant growth promoting microorganisms (MPCPSs) is increasing,
especially in tropical conditions and can promote benefits in the growth and
development of soybeans, with an impact on grain yield. Considering the
benefits verified in several cultures with the inoculation of MPCPs, especially
due to the phytohormonal effect acting directly in the promotion of plant growth,
development of the root system, and consequently greater absorption and use
of water and nutrients, in addition to the potential for increasing BNF and in the
solubilization and efficiency of use of nutrients applied via fertilizers, it is
believed that co-inoculation with Bradyrhizobium sp. together with MPCPs, such
as Azospirillum brasilense, Bacillus aryabhattai and Trichoderma harzianum
can favor the development of the crop, and consequently the grain production.
This work aimed to evaluate the effect of co-inoculations with plant growth-
promoting bacteria and the fungus T. harzianum on soybean growth,
development and grain yield. The research was carried out in the municipality of
Dracena - SP, in a typical dystrophic Ultisol with a sandy texture. The
experiment was carried out in randomized blocks with four replications and 8
treatments: 1) control — inoculation only with Bradyrhizobium sp. no co-
inoculations; 2) inoculation with Bradyrhizobium sp. + A. brasilense; 3)
inoculation with Bradyrhizobium sp + Bacillus aryabhattai; 4) inoculation with
Bradyrhizobium sp + Trichoderma harzianum; 5) Bradyrhizobium sp + A.
brasilense + B. aryabhattai; 6) Bradyrhizobium sp + A. brasilense + T.
harzianum; 7) Bradyrhizobium sp + B. aryabhattai + T. harzianum; 8)
Bradyrhizobium sp + A. brasilense + B. aryabhattai + T. harzianum. All
treatments were applied sprayed in the total area at the beginning of the
vegetative development (V1/V2), except the inoculation with Bradyrhizobium sp.
which was carried out on the seeds. Co-inoculations with Bradyrhizobium sp +
A. brasilense + T. harzianum and Bradyrhizobium sp + B. aryabhattai + T.
harzianum provided greater ICF and benefited gas exchange, with greater
production of dry matter in shoots and roots at flowering, reflecting in greater
filling and grain production, with higher soybean grain productivity. However,
treatment with co-inoculation with all tested MPCPs (Bradyrhizobium sp + A.
brasilense + B. aryabhattai + T. harzianum) did not provide benefits to soybean
cultivation, demonstrating that possibly there was an antagonistic effect of the
combination of all these microorganisms inoculated together.

Keywords: Glycine max (L.) Merril, coinoculation in soybeans, plant growth-
promoting microorganisms, inoculation in tropical agriculture.
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1 INTRODUCAO

Com o intuito de suprir & necessidade crescente de producédo de
alimentos, fibras e energia decorrente de uma populacdo em vertiginosa
expansdo, associado a escassez de novas areas agricultaveis e mudancas
climéticas, a produtividade e a qualidade da soja devem ser crescentes em
uma velocidade maior do que em outras épocas da humanidade (GALINDO et
al., 2018). Tecnologias de facil aplicacéo, baixo custo e que permitam reduzir a
aplicacdo de insumos externos sem afetar ou aumentando a produtividade
agricola sdo progressivamente mais desejadas na agricultura mundial. Nesse
contexto, destaca-se a inoculacdo com microrganismos promotores de
crescimento de plantas (MPCPs) (TEIXEIRA FILHO; GALINDO, 2019).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) na cultura da soja, no Brasil,
possui uma resposta altamente positiva, visto que, a aplicacdo de inoculantes
com microrganismos promotores de crescimento de plantas permite que haja
uma economia de aproximadamente US$ 12 bilhdes por ano, em fertilizantes
nitrogenados (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019; ZILLI et al.,, 2019;
EMBRAPA, 2020). Além de permitir, alta absor¢éo de nutrientes e agua, tendo
impacto positivo na produtividade, sendo esse um dos casos mais exitosos de
sucesso de utilizagcdo via inoculacdo de microrganismos benéficos as grandes
culturas.

Nesse contexto, a coinoculacdo baseia-se na utilizagdo de mais de um
microrganismo, de maneira combinada, como exemplo Bradyrhizobium sp. e A.
brasilense, B. aryabhattai e T. harzianum, produzindo uma interacdo que
potencialmente beneficia os resultados de inoculagéo isolada, conhecido como
efeito sinérgico, superando desse modo os resultados de crescimento e
produtividade que seriam alcancados com os mesmos, se utilizados de forma
separada (FERLINI, 2006; BARBARO et al., 2008). No caso da soja, entende-
se como coinoculacdo a utilizagdo de microrganismos em conjunto com a
inoculacdo tradicional com Bradyrhizobium sp. Como exemplo, nos paises
Argentina, Brasil e Africa do Sul, produtos contendo em sua base Azospirillum
brasilense tém sido muito recomendado para coinoculacdo em soja, em
conjunto com Bradyrhizobium (REIS, 2007). No que se refere a nutricdo de

plantas e qualidade agricola, os principais microrganismos estudados na
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atualidade sado as BPCPs, com destaque aos géneros Azospirillum, Bacillus,
Pseudomonas, Herbaspirilum e Burkholderia. No Brasil, além das bactérias,
pesquisas com fungos do género de Trichoderma vem ganhando destaque nos
altimos anos, em especial ao Trichoderma harzianum, principalmente na area
de controle biolégico, gracas a acdo de trés diferentes mecanismos: o
antagonismo, 0 mico parasitismo e a antibiose (ALMEIDA et al., 2022). Além de
estudos com o género Trichoderma, diversas pesquisas com fungos
solubilizadores de fosfato (FSP) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) com
intuito de solubilizar fosfatos existentes ou adicionados ao solo e/ou aumentar a
absorcdo de nutrientes devido a expansao na area de exploracdo do solo,
incrementando o desenvolvimento das plantas (COUTINHO et al., 2017).
Considerando os beneficios verificados em diversas culturas com a
inoculacdo com MPCPs, especialmente em funcdo do efeito fitohormonal
atuando diretamente na promocao de crescimento vegetal, desenvolvimento do
sistema radicular, e consequentemente maior absorcdo de agua e nutrientes
(HUNGRIA et al.,, 2013; XIAO-YING et al.,, 2015; GALINDO et al.,, 2018),
controle biologico de plantas, producéo de antibidticos naturais e efeito protetor
contra fitopatdbgenos secundarios do solo (SANTOYO et al, 2012;
MAZZUCHELLI et al., 2014; SIVASAKTHI et al., 2014; JARDIN, 2015), além do
potencial de aumento da FBN e na eficiéncia do uso do N (PANKIEWICZ et al.,
2015; GALINDO et al., 2016). Portanto, acredita-se que a coinoculagdo com
Bradyrhizobium sp. juntamente com MPCPs, tendo como exemplos,
Azospirillum brasilense, Bacillus aryabhattai e Trichoderma harzianum podem
favorecer o desenvolvimento da cultura, e consequentemente a producao de
graos. A adocao de tecnologias e produtos que tenham efeito bioestimulante,
biopromotor ou atenuadores de efeitos de estresses abidticos sdo promissoras,
principalmente em funcdo do baixo custo de aplicacdo e potencial efeito
promotor de crescimento de raizes e parte aérea, com potenciais beneficios a

cultura da soja.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito de coinoculacbes com bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs) e do fungo Trichoderma harzianum no

crescimento, desenvolvimento e produtividade da soja.

2.1 Objetivos Especificos

Investigar os sinergismos dos microrganismos na promocao do
crescimento e desenvolvimento da planta de soja;

Determinar se a coinoculagédo desses microrganismos pode resultar em
aumento no crescimento vegetal;

Analisar o desempenho da cultura e as trocas gasosas, otimizando o0 uso
de nutrientes e promovendo um ambiente favoravel para o crescimento e
desenvolvimento das plantas;

Fornecer subsidios para aprimorar as estratégias de manejo da cultura
da soja, visando aumentar a produtividade de forma sustentavel em solo

arenoso.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importéancia econémica e social da soja

No cenario atual do agronegécio no mundo, a soja tem uma importancia
relevante na balanca comercial e a sua expansao esta completamente
associado as novas praticas agricolas, a evolucéo de atividades cientificas e as
inovacdes tecnologicas (PICCOLI, 2018). A soja, atualmente, € um dos
produtos principais da cadeia do agronegocio, sendo a oleaginosa mais
produzida no mundo destacando mais uma vez a sua relevancia para a
economia devido a sua alta exportacdo brasileira, a soja é utilizada até como
moeda de troca para varios agricultores, corretores e produtores de graos, o
que resulta em multiplos lucros tendo participacdo no aumento do PIB (produto
interno bruto) do Brasil (IBGE, 2014), que gera aproximadamente 37% dos
empregos brasileiros e tem forte influéncia na balanca comercial do Brasil
(COSTA, 2005).

Sua producdo mundial gira em torno de 123.829,5 milhdes de toneladas,
sendo 40 milhdes de hectares ocupados pelo Brasil, na safra de 2021/2022
(EMBRAPA, 2022), sendo essa cultura uma importante fonte de proteina na
racdo animal, além de ser também importante matéria-prima para uma
variedade de produtos, incluindo Oleo, farelo, biocombustiveis e alimentos
processados.

A producédo brasileira de soja assume dimensdes significativas quando
se trata das transacdes econdmicas mundiais. Isso porqué ndo é apenas 0s
graos que possuem importancia econdmica, os derivados desta cultura
também sdo bem aceitos no mercado estrangeiro e quando sdo somados
juntos, possuem uma relevancia significativa nas exportacdes, respondendo
por aproximadamente 12,5% (IBGE, 2008).

O Brasil é responsavel por, em média, 39,9% das exportacdes mundiais
de soja, 24,8% de farelo de soja e 21,5% de 6leo de soja” (FERREIRA, 2011).
A soja €, sem duvida, o destaque do agronegécio brasileiro diante do seu
potencial de geracdo de diversos subprodutos. O farelo é bastante usado na
alimentacdo de animais. O petr6leo bruto, por outro lado, é processado a partir

de esmagamento, degomagem e refino. Foi observado por Costa (2005) que
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grande parte do 6leo originado no Brasil € consumido internamente, enquanto o
farelo e os grdos sao destinados ao comeércio externo, principalmente nos
paises da Europa e Asia.

De acordo com os dados do IBGE (2020) no Levantamento Sistematico
da Produgcdo Agricola pelo SIDRA (Sistema IBGE de Recuperagéo
Automatica), a area plantada em hectares na safra 2019/2020 foi de
79.246.491, sustentando a tendéncia e crescendo ano a ano, com 120,4
milhdes de toneladas (CONAB, 2019).

3.2 Limitag@es no cultivo da soja

Para a producdo de graos, a falta de agua € um dos fatores
determinantes. Ao comparar as perdas por estresses bioticos e abiéticos, como
por exemplo a seca, estes resultam em perdas mundiais de 50% (FARIAS,
2011). A agua é um fator essencial para as plantas, constituindo cerca de 90%
da sua composicdo, a escassez hidrica pode ser especialmente prejudicial
durante fases importantes do seu ciclo como o desenvolvimento, germinacao,
floracdo e enchimento de grdaos (EMBRAPA, 2005). A sua deficiéncia € mais
critica nos periodos de desenvolvimento, germinacéo, floracdo e enchimento
de grdos (EMBRAPA, 2005). Durante essas fases, a falta de agua pode afetar
a producdo de energia e nutrientes, bem como a estrutura celular e o
desenvolvimento das plantas. Por isso, é importante garantir o fornecimento
adequado de agua para as plantas, especialmente em areas onde a
disponibilidade hidrica é limitada ou em épocas de seca prolongada.

A luz solar € o gatilho para a fotossintese, na qual o diéxido de carbono
juntamente com a agua é convertido em carboidratos, sendo utilizados para o
crescimento e manutencdo da planta. A sensibilidade dessa oleaginosa ao
fotoperiodo € uma das principais limitagbes que afetam sua adaptacdo a um
determinado local (FARIAS, 2011). Essa sensibilidade da cultura ao
fotoperiodo afeta 0 momento em que as plantas florescem, o que pode afetar a
produtividade e o rendimento da cultura.

A temperatura média ideal esta entre 20°C e 30°C e a floragdo da soja
ocorre apenas em temperaturas acima de 13°C (LOPES, 2013), a temperatura

também pode afetar outros aspectos do desenvolvimento da soja, como 0
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tempo de maturagéo e a producao de graos. Com relagéo aos solos brasileiros,
estes possuem um teor baixo de nitrogénio, e sua disponibilidade pode variar
dependendo da textura do solo, clima do local, teor de matéria organica e
qualidade e quantidade dos residuos culturais presentes no local. (HUNGRIA et
al., 2006).

As limitacdes fisicas é outro fator a levar em consideracédo. "O aumento
do nivel de compactacédo dos solos, acima de limites tolerados pelas plantas,
tem sido considerado uma das principais causas de perdas de produtividades
agricolas” (MORAES, et al., 2020). Em um sistema de plantio direto, o acumulo
de matéria organica pode alterar a compactacdo. Se a compactacdo for
causada pelo uso excessivo de maquinas e implementos agricolas, alteracées
na retencdo de agua podem ser resultados de alteracdes ocasionadas na
distribuicdo do tamanho dos poros (STEFANOSKI, et al, 2013).

3.3 Nitrogénio na cultura da soja

O nitrogénio (N) é um componente de acidos nucléicos e proteinas,
necessario para todos os processos biolégicos, em razdo disso € altamente
exigido pelas plantas. Se tratando da soja, o nitrogénio é o elemento que a
cultura requer em maior quantidade, além de ser o nutriente responsavel por
aumentar o teor de proteina no gréo. Estima-se que seriam necessarios 80 kg
de nitrogénio para cada 1000 kg de grdo produzido (HUNGRIA, 2007), isso
significa que é necessario que a soja absorva em torno de 320 kg ha? de
nitrogénio, sendo 260 kg ha' exportado, ja que o teor médio de nutrientes no
grao é de 6,5% (CRISPINO et al., 2001).

O N € um nutriente muito mével no floema e sua disponibilidade na
planta quando comprometida, resulta em sintomas de deficiéncia de nutriente
na planta, especialmente nas folhas mais velhas, levando a clorose e
posteriormente a necrose. Na deficiéncia de nitrogénio, a ligacdo entre os
carboidratos solluveis e as proteinas é alta por conta da falta desse nutriente
para a sintese proteica (HUNGRIA, 2007). Esse nutriente pode ser obtido pela
soja por meio de diferentes formas, solo, fertilizantes nitrogenados, fixagdo néo

biolégica e pelo processo de fixagdo biologica do nitrogénio atmosférico.
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As reservas de nitrogénio no solo residem na matéria organica presente
no solo, que € limitada e pode acabar velozmente, em virtude das condi¢des de
umidade e temperatura que predomina no Brasil. Tais agilizam a decomposicao
de matéria organica no solo, assim como as perdas por volatilizagdo e a
lixiviagdo de nitrogénio, tendo como resultado teores baixos de nitrogénio no
solo (HUNGRIA, 2007).

A fixacao biolégica de nitrogénio € uma atividade natural dos organismos
vivos pela qual estes incorporam o nitrogénio atmosférico de maneira
assimilavel no solo. Esta é decorrente da atividade de processos naturais como
combustéo, descargas elétricas de N2 e vulcanismo. A forma que as plantas
assimilam mais rapidamente € através dos fertilizantes nitrogenados, seu
processo de obtencao pelas plantas inicia-se com a producao de amoénia anidra
(NHs), sendo este um gés proveniente da reacdo dos gases de sintese. Que é
uma combinacdo de nitrogénio do ar e hidrogénio na proporcéo 1:3 podendo
ser alcangado de fontes diversas, como “fuel oil’, nafta, gas natural ou outros
derivados do petréleo (DIAS; FERNANDES, 2006).

A unido entre estirpes de bactérias do género Azospirillum e
Bradyrhizobium, que disp6em de caracteristicas simbidticas (especificamente o
Bradyrhizobium também conhecidas como rizébios ou bradirrizobios), e a soja,
decorre-se por meio do processo no qual ocasiona a liberacdo de secre¢des
pela semente e pela raiz, denominados como exsudatos, que sdo atrativos e
estimulantes do crescimento de rizébios na rizosfera da planta (HUNGRIA,
2001).

A planta de soja que estdo em estagio inicial de nodulacado apresentam
aspecto amarelo quando comparadas as plantas que receberam aplicacéo de
base nitrogenada, exatamente pelo fato de que as formulagcbes comerciais
estdo imediatamente disponiveis para as plantas resultando na economia de
energia, uma vez que a soja nao precisa ter gasto de energia para absorvé-lo.
Em contrapartida, a planta de soja, no processo de fixacdo biolégica, tem um
baixo gasto energético durante a formacdo dos nodulos, sendo esse gasto
reposto ainda na fase vegetativa da planta, o que corresponde a uma nutricdo
satisfatdria e boa produtividade (HUNGRIA, 2001).
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3.4 Fixacao bioldgica de nitrogénio

Em torno de 78% de gas N2 constitui a atmosfera, no entanto, ha um
problema para a fixacdo desse elemento, a presenca de uma ligacao tripla, que
o torna estavel em temperatura ambiente (VIEIRA, 2017). Portanto, apesar da
sua grande proporc¢ao, 0s organismos (animais e plantas) ndo sado capazes de
obter esse elemento de forma direta por serem eucariotos. No entanto, ha uma
parte desses organismos que pertencem ao grupo dos procariontes, sendo
estes denominados de diazotréficos, podem realizar uma conversdo enzimatica
e reducdo do nitrogénio atmosférico em amoénia, sendo os causadores da
incorporacdo de nitrogénio na biomassa, tendo como resultado a fixacao
bioldgica de nitrogénio (MARIN et. al, 1999).

O solo abriga numerosas e diversas populagdes de microrganismos que
possuem fungdes ecoldgicas e nichos especificos, contribuindo para atividades
bidticas no meio ambiente. Os principais organismos presentes no solo
englobam os grupos dos fungos, virus, macrofauna, bactérias e algas, e a
diversidade desses microrganismos associa-se a presenca quantitativa e
qualitativa de matéria organica no solo.

‘Em relagdo a diversidade de microrganismos do solo, em torno de
160.000 espécies sao conhecidas e descritas na literatura” (NUNES;
REZENDE, 2015), sendo as bactérias os organismos mais presentes.

Quando observados os fungos, bactérias e archaea com outros
organismos que compdem a biologia do solo, obtém-se atividades em maiores
guantidades em virtude da capacidade metabdlica que se encontra nestes. Isso
€ um resultado relacionado diretamente a variabilidade metabdlica e genética
desses organismos, determinada por sua origem e evolucdo (CARDOSO;
ANDREOTE, 2016).

Véarios estudos estdo voltados para a microbiologia do solo, onde
existem uma série de “servigos ecologicos” (CARDOSO; ANDREOTE, 2016)
fornecidos pela maioria dos microrganismos contidos nos solos, um dos quais é
o FBN.

A fixacdo biolégica de nitrogénio tem como caracteristica uma potente
simbiose entre as plantas leguminosas e as bactérias diazotroficas, tendo como
resultado a formacao de nodulos localizados nas raizes das plantas onde fixam

nitrogénio, causados por estes microrganismos. Essas bactérias formadoras de
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nédulos séo intrinsecas exclusivamente para cada tipo de planta. (EMBRAPA,
2019).

Os microrganismos que sao diazotroficos sado classificados como
diazotréficos simbidticos, associativos ou de vida livre. Os diazotréficos
associativos, tem colaboragdo para o crescimento da planta, porém sem a
formacdo de diferentes estruturas. Enquanto os diazotroficos de vida livre,
estes usam N2 fixado para beneficio do seu metabolismo, visando sua
manutencao (PINTO, 2017).

Os microrganismos simbidticos vivem em associacdo com uma planta,
tendo como exemplo disso a bactéria Bradyrhizobium e a cultura da soja. Os
microrganismos simbidticos estdo naturalmente presentes no solo ou podem
ser introduzidos por meio de produtos comerciais. A formacgédo dos nddulos tem
inicio desde 0 momento em que as sementes germinam, quando as raizes
secretam moléculas atraindo os rizébios quimicamente. Em seguida, as
bactérias adentram a raiz da soja e proporcionam o crescimento de células
vegetais especificas, formando nédulos. Os nddulos eficazes séo aqueles que
expressam uma coloragdo rosa em seu interior. Essa cor se da em
consequéncia da atividade da hemoproteina leg-hemoglobina, que conduz
oxigénio para as atividades vitais dos microrganismos aerdbicos (HUNGRIA,
2001).

A soja torna-se um pouco clorética quando inicia-se o processo de
fixacdo de nitrogénio, devido ao fato de que as bactérias usam uma parte dos
fotoassimilados para fornecer a energia indispensavel para realizar a fixacao
biolégica de nitrogénio. Por outro lado, € sintetizado pela planta, suas proteinas
a partir do nitrogénio fixado biologicamente por bactérias e a planta se recupera
rapidamente do amarelecimento que sofreu no inicio (FERNANDES;
RODRIGUES, 2014).

3.5 Azospirillum brasilense

Em 1978, foi descrita por Beijerinck, a primeira espécie do género. "O
Brasil sempre teve um papel significativo nas pesquisas referentes ao
Azospirillum tendo inicio com a Dra. Johanna Do&bereiner, que ressaltava a

capacidade da fixacdo biologica de nitrogénio” (HUNGRIA, 2016). Apesar dos
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enormes avangos, a eficiéncia agrondémica desse microrganismo foi confirmada
no Brasil pela Embrapa Soja em 2004 e em 2009 foi comercializado o primeiro
inoculante.

O género Azospirillum consiste em um grupo de bactérias classificadas
como diazotréficas capazes de produzir fitormonios e penetrar no tecido
vegetal, promovendo a producdo enddégena desses sistemas. Essas bactérias
sdo nomeadas de facultativas e associativas, uma vez que, podem sobreviver
no solo no formato de cistos ou realizar a colonizacdo de seus hospedeiros
(MOREIRA, 2010). De acordo com a Embrapa Agrobiologia, foram
identificadas, até o momento, do género Azospirillum 15 espécies, com
enfoque em 3 espécies que sdo as mais estudadas se tratando de genética e
ecofisiologia sendo elas o Azospirillum brasilense, Azospirillum amazonense e
Azospirillum lipoferum, encontrados em associacdo com diversas gramineas e
em diferentes solos e regides (HUNGRIA, 2011), amplamente distribuidas no
solo.

O desenvolvimento do Azospirillum brasilense € beneficiado em
temperaturas variando de 28 a 41°C e em variados tipos de solos, sendo
associados a varias culturas de relevancia agronémica nas mais variadas
regides climéticas do planeta (ECKERT et al.,, 2001). Muitas linhagens estao
sendo comercializadas do género Azospirillum como inoculantes, indicados
para promover o crescimento de plantas. Quando empregados em conjunto
com a adicdo de nitrogénio mineral, esses inoculantes podem aumentar a
producdo de graos de trigo em até 31% e de milho em até 26% (HUNGRIA,
2011).

Embora as pesquisas de inoculacdo com Azospirillum brasilense em
espécies leguminosas sejam limitados, pesquisas ja evidenciaram que a
coinoculacdo de Azospirillum brasilense com Bradyrhizobium japonicum em
sementes expressaram efeitos positivos no desenvolvimento das culturas
(GARCIA, 2015). A inoculagdo mista ou coinoculagdo constitui-se no uso
combinado de Bradyrhizobium japonicum, sendo o causador do aumento da
nodulacdo por meio da fixacdo simbiotica do nitrogénio da atmosfera, e a
bactéria Azospirillum brasilense como intensificadora dessa nodulacgéo,
decorrente dos hormdnios que séo liberados estimulando o crescimento

radicular e vegetal, resultando em uma absorcdo de nutrientes maior devido a
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extensa dimensé&o de solo que foi explorada pelas raizes (BENINTENDE et al.,
2010).

Estudos conduzidos por Hungria et al., (2011) constatou-se que a
coinoculagdo na cultura da soja impactou em um aumento médio de
rendimento de 427 kg ha ou 16,1% quando comparado com a area que nao
houve inoculacdo. Enquanto, a inoculacdo utilizando apenas o Bradyrhizobium
resultou em um aumento de produtividade de 22 kg ha?' ou 8,4% quando
comparado com o controle sem nenhuma inoculagao.

O microrganismo Azospirillum brasilense tem o potencial de promover o
crescimento radicular por meio da liberagdo de hormoénios como o AlA (acido 3-
indolacético), citocininas e giberelinas, tendo como resultado dessa promocao
uma planta mais desenvolvida e produtiva (TIEN et al., 1979). A sintese desses
hormonios pelo Azospirillum brasilense tem influéncia na fisiologia da planta,
induzindo a manifestacdo de genes Nod, tendo influéncia na fisiologia e
morfologia das raizes, resultando em uma formacdo maior de raizes
adventicias e aumento dos pelos radiculares encarregados pela absorcao de
nutrientes e agua (HAMAOUI, 2001). Além disso, o A. brasilense é capaz de
exercer a atividade de fixacdo biolégica de nitrogénio, no entanto em menores
taxas quando comparados a outros microrganismos noduladores como o
Bradyrhizobium (BENINTENDE et al., 2010).

Estudos também mostraram que a utilizacdo do Azospirillum brasilense
resulta em melhorias nos parametros fotossintéticos das plantas, como um
maior teor de clorofila. Isso leva ao desenvolvimento de plantas com maior
vigor, o que pode inibir o aumento de populacdes fitopatogénicas (BARASSI et
al., 2008).

O Azospirillum tem sido amplamente estudado e utilizado como promotor
de crescimento e biocontrole em plantas, sendo resultados satisfatérios. Essas
bactérias sdo capazes de atuar no controle bioldgico de forma indireta por
formar compostos antagonicos contra agentes patogénicos, contribuindo para o
manejo integrado de doencas de plantas (STAMFORD, 2005).
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3.6 Bacillus aryabhattai

Bacillus aryabhattai € uma espécie de bactéria que pertence ao género
Bacillus. O género Bacillus € composto por 191 espécies e quatro subespécies,
que sdo naturalmente encontradas no solo, ar e agua. Esta bactéria é aerdbica,
gram-positiva e formadora de esporos. Tem sido fortemente estudada devido
aos seus potenciais de aplicagcdo em varios campos, pois seu uso vai além da
agricultura, incluindo utilizacdo também no tratamento de efluentes, limpeza,
biorremediacéo, tratamento séptico, desodorizacdo e na producdo de enzimas
e produtos quimicos (GOVERNMENT OF CANADA, 2018).

Na agricultura, estudos tém demonstrado o potencial do Bacillus
aryabhattai em promover o crescimento e desenvolvimento das plantas,
melhorar a disponibilidade de nutrientes, estimular a germinacéo de sementes,
0 crescimento das raizes, aumentar o rendimento da cultura, além disso, tem
mostrado potencial para biocontrole contra patdégenos de plantas, reduzindo
assim a incidéncia de doencas de plantas (MARULANDA et al., 2009;
HARTHMANN et al., 2010; MELO, 2015).

Como outros membros do género Bacillus, B. aryabhattai demonstrou
possuir propriedades promotoras do crescimento de plantas, como a producao
de fitohorménios e a solubilizacdo de nutrientes, como fosfatos, tornando-os
mais disponiveis para as plantas. Essa solubilizacdo de nutrientes pode
melhorar a absor¢céo pelas raizes e contribuir para um melhor crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Conforme mencionado por Lima et al., (2019), os mecanismos utilizados
pelas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) para
estimular o crescimento das plantas podem ser diretos ou indiretos. De acordo
com o autor, o crescimento indireto ocorre por meio da prevencao ou reducdo
dos efeitos prejudiciais de organismos patogénicos, por meio da promocéao da
resisténcia a patdgenos. Essa espécie de Bacillus tem a capacidade de
produzir substancias antimicrobianas que inibem o crescimento de patdgenos,
ajudando a reduzir a incidéncia de doencas nas plantas.

Enquanto a promocéo direta esta relacionada ao aumento da absorgéo
dos nutrientes pelas plantas, ocasionado pelas RPCPs, como a fixagéao
biolégica do nitrogénio, producdo de fitohormbénios e mobilizacdo e
solubilizagcéo do fosfato.
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Especificamente, a espécie de Bacillus subtilis ttm um efeito positivo e
muito benéfico na nodulacdo das plantas (ARAUJO et al., 2010), atuando
também de forma indireta na exclusédo de doencas e diretamente na producéo
ou modificagdo da concentracdo de fitohormoénios, solubilizacédo de fosfatos
minerais e outros nutrientes do solo e na fixacdo de nitrogénio, através do
aumento da producdo de raizes e sideréforos (GAGNE-BOURQUE et al.,
2015). Portanto, essas bactérias podem promover o aumento da produtividade
agricola (BRAGA JUNIOR et al., 2018), principalmente quando associadas a
outras praticas de manejo, como a fertilizacdo (LIMA, 2010; BRAGA JUNIOR et
al., 2017).

3.7 Trichoderma spp.

O fungo do género Trichoderma é amplamente conhecido e utilizado
como agente de biocontrole de doencas em sistemas de cultivo convencional,
integrado e organico em todo o mundo, especialmente na América Latina
(MOREL et al., 2021). Além disso, o Trichoderma também é conhecido por seu
papel como promotor de crescimento vegetal.

O Trichoderma possui um potencial significativo devido a sua habilidade
de proteger as plantas, estimular o crescimento vegetativo e controlar
populacées de patégenos em diversas condigbes agricolas. Adicionalmente
também atua como inoculante e corretor do solo, por ser capaz de liberar
enzimas que degradam materiais organicos no solo, contribuindo para a
ciclagem de nutrientes e melhorando a estrutura e a fertilidade do solo, tendo
impacto em uma melhor competéncia nutricional, biodegradacdo e
decomposicdo, o que resulta em um aumento da produtividade das culturas
(INAYATI et al., 2019).

Numerosos estudos estdo sendo executados com o fungo Trichoderma
para analisar seu impacto no crescimento de plantas como promotor destes (LI
et al., 2015; OLIVEIRA 2017; BONONI et al., 2020), estes estudos tém
demonstrado resultados promissores em culturas como, soja, trigo, tomate e
eucalipto (JUNGES, 2016; LI et al., 2015; OLIVEIRA, 2017; BONONI et al.,
2020).
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Na caréncia de fitopatégenos, o Trichoderma atua na producdo de
fitormbnios, como as giberelinas e auxinas, proporcionando uma interacéo
superior com as raizes, aumentando o processo de brotamento devido ao
alongamento celular, promove o crescimento de raizes adventicias e laterais e
0 aumento da area foliar. Além do mais, o Trichoderma promove uma melhor
absorcdo de nutrientes e agua. Isso ocorre devido ao aumento do solo
explorado pelas raizes, ao aumento da taxa fotossintética e a melhoria na
arquitetura das plantas (HARMAN, 2000).

Os beneficios da utilizacdo do Trichoderma sdo observados no aumento
da massa seca, no crescimento do caule e folhas das plantas que foram
submetidas a inoculacdo, na resisténcia a fatores de estresse abiotico e bibtico,
no desenvolvimento de frutos e plantulas. Além disso, seu uso adequado reduz
0S riscos ambientais associados ao uso excessivo e inadequado de insumos e
agroquimicos na agricultura (VIEIRA, 2014).

O Trichoderma tem influéncia positiva na germinacdo de sementes, no
desenvolvimento de raizes, no desenvolvimento das plantas e na produtividade
de grédos (AKLADIOUS, ABBAS, 2012; WOO et al, 2014; ABHANG, KEDAR,
2019; THAPA et al, 2020). Isso se deve principalmente a sua aptiddao de
solubilizar o fésforo (OLIVEIRA et al., 2021), e sintetizar os horménios de
auxinas e acido indol-acético (CHAGAS et al., 2017).

3.8 Importancia da coinoculacao

As BPCPs desempenham funcfGes importantes no desempenho da
planta melhorando-a, fung@es referentes a fixacao biolégica de nitrogénio e ao
hormbénio do crescimento. O género das bactérias Bradyrhizobium séao
extensamente estudadas quanto a fixacdo de nitrogénio em leguminosas.
Enquanto a bactéria Azospirillum, além de promover a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, também proporciona o crescimento dos pelos da radicula e torna as
raizes mais eficientes em termos de absorgéo de nutrientes e agua (CHIBEBA,
2015).

A nodulacdo tem inicio nos pelos radiculares, desse modo, Chibeba
(2015) afirma que a coinoculagcdo com Bradyrhizobium e Azospirillum

promovem a precoce nodulacdo em plantas, uma vez que o Azospirillum esta
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ligado a indugéo acelerada do crescimento da radicula. Fito-hormdnios que
proporcionam desenvolvimento melhor da radicula e fixacdo biologica de
nitrogénio promovem aumento da produtividade (BATTISTI; SIMONETTI,
2016).

Levando em consideragéo as limitacbes da cultura da soja e o potencial
de FBN, atribuido as mais variadas culturas, nota-se que a coinoculacdo com
0s microrganismos Azospirillum e Bradyrhizobium tem respostas positivas em
relacdo ao desenvolvimento da cultura (BARBARO et al., 2017).

A fixacdo biol6gica de nitrogénio é uma das principais vantagens do
Bradyrhizobium, excluindo ou reduzindo a adubacdo nitrogenada durante o
cultivo (FAGUNDES, 2019), também contribui para o desenvolvimento da
planta, resultando no aumentando da produtividade. Além do mais, a
inoculacdo possibilita a ciclagem de nutrientes quando realizada em plantas
que serdo utilizadas com a finalidade de adubo verde (FRANCHI, 2020).
Enquanto as bactérias do género Azospirillum proporcionam o aumento do
sistema radicular, tendo como consequéncia a exploracdo de um maior volume
de solo e um alcance maior de 4gua pelas raizes das plantas, tendo influéncia
direta na absorcédo de nutrientes e na nodulacao da planta (FRANCHI, 2020).

A coinoculacdo tem como resultado o aumento da eficacia no
desenvolvimento da planta, isto é, em razdo do desenvolvimento das raizes
ocasionado pelo uso do Azospirillum, que posteriormente levard a um maior
incremento de nodulacdo contribuindo para a fixacdo biolégica de nitrogénio
(EMBRAPA, 2014). Além disso, a inoculacdo € um método que respeita as
exigéncias atuais de sustentabilidade econbmica, agricola, social e ambiental
(HUNGRIA et al., 2013).

A Embrapa Soja desenvolveu diversos testes combinados com a
tecnologia de coinoculacdo, que novamente demonstram as vantagens do uso
combinado com Bradyrhizobium sp. e A. brasilense (HUNGRIA; NOGUEIRA,
2017).

Embora estes géneros tenham efeitos benéficos sobre as plantas, em
certas circunstancias, pode ocorrer antagonismo entre eles.

O antagonismo entre Azospirillum e Bacillus pode ocorrer devido a
competicdo por recursos no ambiente. Ambos 0s géneros bacterianos

dependem de nutrientes disponiveis no solo, como fontes de carbono e
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nitrogénio. Portanto, quando essas bactérias sdo introduzidas no mesmo
ambiente, podem competir por esses recursos, resultando em antagonismo.
Além disso, algumas espécies de Bacillus produzem compostos
antimicrobianos, como antibiéticos e enzimas liticas (KUPPER et al., 2003;
ARAUJO; HENNING; HUNGRIA, 2005), que podem inibir o crescimento de
Azospirillum. Esses compostos podem ter efeitos prejudiciais nas células de
Azospirillum, reduzindo sua viabilidade e capacidade de colonizacdo das raizes

das plantas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da area experimental

O estudo foi realizado em condicbes de campo, no municipio de
Dracena — SP (21° 29° S e 51° 52’ O, 420 m de altitude), em um Argissolo
Vermelho distréfico tipico de textura arenosa, na safra 2022/2023 (Figura 1). A
caracterizacdo dos atributos quimicos e fisicos do solo foi realizada antes da
implantagédo do experimento de acordo com Raij et al., (2001) e Embrapa,
(2017) (Tabela 1). As condi¢cBes climaticas no periodo de conducdo do
experimento sdo apresentadas na Figura 2. A area experimental apresentava
histérico de cultivo com Urochloa decumbens ndo pastejada e manejada
apenas com rocadeira ha mais de 12 anos, sendo uma &rea de cultivo de cana-
de-acucar antes da implantacdo da area de pastagem. Dessa forma, a
presente pesquisa pode ser considerada como area de abertura de cultivo
agricola.

Tabela 1. Atributos quimicos e granulométricos do solo nas camadas 0-0,20m
e 0,20-0,40m antes do inicio do experimento. Dracena, SP.

Atributos quimicos do solo Unidade 0-0,20m 0-0,40m
N total g kgt 0,51 0,42
P (resina) mg dm- 4 2
S (SO4) mg dm-3 4 4
Matéria organica g dm?3 14 11
pH (CaCly) 5,1 4.4
K (resina) mmolc dm-2 3 1,2
Ca (resina) mmolc dm-3 11 8
Mg (resina) mmolc dm-3 7 3
H+Al mmolc dm-3 18 25
Al mmolc dm-2 1 6
B (Agua quente) mg dm3 0,07 0,17
Cu (DTPA) mg dm- 1,2 1,1
Fe (DTPA) mg dm3 23 19
Mn (DTPA) mg dm 15,9 23,8
Zn (DTPA) mg dm3 0,9 0,4
Capacidade de troca cationica (pH mmolc dm3 39 37,2
7.0)
Saturacdo por bases % 54 33
Granulometria
Argila g kgt 91 125
Areia g kg 870 829
Silte g kgt 39 46

n=20.
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Figura 1. Foto aérea retirada do Google Earth com a éarea experimental
(localizada junto a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologicas da UNESP

de Dracena - SP) em evidéncia.

Area experimental
Solicitagao de area experimental

Figura 2. Chuva, temperatura minima, média e maxima na area experimental
durante a conducéo do experimento com soja. Dracena - SP, 2022/2023.
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4.2 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
quatro repeticdes, contendo 8 tratamentos: 1) controle — inoculagcdo apenas
com Bradyrhizobium sp. sem coinoculaces; 2) 500 mL ha' do inoculante
liquido (produto comercial) contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum
brasilense (garantia de 2 x 108 unidades formadoras de col6nia [UFC]/mL); 3)
500 mL ha do inoculante liquido (produto comercial) contendo a cepa CMAA
1363 de Bacillus aryabhattai (garantia de 1 x 108 UFC/mL); 4) 500 mL ha do
inoculante em po soluvel (produto comercial) contendo o isolado IBLFO06 de
Trichoderma harzianum (garantia de 1 x 1019 UFC/g); 5) 500 mL ha? de A.
brasilense + 500 mL ha de B. aryabhattai; 6) 500 mL ha' de A. brasilense +
500 mL hat de T. harzianum; 7) 500 mL ha* de B. aryabhattai + 500 mL ha*
de T. harzianum; 8) 500 mL ha? de A. brasilense + 500 mL ha' de B.
aryabhattai + 500 mL ha* de T. harzianum.

Todos os tratamentos receberam inoculacdo com Bradyrhizobium sp.
nas sementes. A aplicacdo de A. brasilense, B. aryabhattai e T. harzianum dos
tratamentos constituidos de coinoculagdes (tratamentos nimero 2 até 8) foram
aplicados juntos em uma mesma calda e foi realizada a aplicacdo via
pulverizacdo com bomba costal em area total no estadio fenoldgico V2 da soja
(2 trifélios completamente desenvolvidos, 10 dias ap6s emergéncia) (FEHR e
CAVINESS, 1977), com vazdo de 200 L ha. Um resumo dos tratamentos é
apresentado na Tabela 2. As parcelas experimentais foram compostas por 5
linhas de 5 m de comprimento, com espacamento entrelinhas de 0,45 m, tendo
como érea Util as 4 linhas centrais, excluindo-se 1,00 m de cada extremidade.
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Tabela 2. Resumo dos tratamentos aplicados no estudo.

Inoculacéao Bradyrhizobium sp. nas Forma de Inoculacao
sementes

Controle Sim Sem coinoculagao

Azospirillum brasilense Sim Pulverizado em area total em V2
Bacillus aryabhattai Sim Pulverizado em area total em V2
Trichoderma harzianum Sim Pulverizado em &rea total em V2
A. brasilense + B. aryabhattai Sim Pulverizado em area total em V2
A. brasilense + T. harzianum Sim Pulverizado em éarea total em V2
B. aryabhattai + T. harzianum Sim Pulverizado em éarea total em V2

A. brasilense + B. aryabhattai + Sim

T. harzianum

Pulverizado em area total em V2

4.3 Manejo cultural da soja

Sessenta dias antes da semeadura da soja, 1,0 t ha' de calcério
dolomitico (PRNT 86%, com CaO 31% e MgO 21%) foi aplicado sem
incorporacdo, com o intuito de elevar a saturacdo por bases para 70%
(CANTARELLA et al., 2022). Trinta dias antes da semeadura da soja, 0,75t ha
! de gesso agricola foi aplicado sem incorporacéo, seguindo recomendacéao de
Cantarella et al., (2022). A dessecacao do capim-braquiaria foi realizada quinze
dias antes da semeadura da soja (final de outubro), com Glifosato (2 L ha* do
produto comercial) e Cletodim (0,5 L ha? do produto comercial). Juntamente
com a dessecacdo do capim-braquiaria, foi realizada aplicacéo de 2 kg ha* de
B na forma de acido bérico (17% B).

A cultivar de soja Pioneer 97Y91 IPRO (GMR 7.6) foi utilizada na safra
2022/2023, com semeadura realizada no dia 10/11/2023, com densidade de
semeadura de 13 sementes viaveis por m, em sistema de semeadura direta.
As sementes foram previamente tratadas com cobalto e molibdénio (CoMo, na
dose recomendada do produto comercial — 150 mL ha, 1,5% de Co e 15% de
Mo) e apos secas a sombra, foi realizada inoculagdo com Bradyrhizobium sp.
(estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080, recomendadas para a cultura da soja,
com inoculante comercial liquido com garantia de 1 x 101° UFC mL™) na dose
de 600 mL ha? (seis vezes a dose recomendada do produto comercial, em
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funcdo de tratar-se de uma é&rea de abertura de agricultura). Logo apés
semeadura, foi realizada a correcdo da dessecacdo com Diquat (2 L hat do
produto comercial).

A adubacao de semeadura foi realizada, para todos os tratamentos, com
aplicacdo de 750 kg ha?' do formulado 04-14-08 (N-P-K), no sulco de
semeadura, ao lado e abaixo das sementes. Plantas daninhas foram
controladas ao longo do ciclo utilizando-se controle pos-emergente. Insetos-
praga e doencas foram controladas utilizando-se recomendacdes técnicas para
a cultura da soja, especifica para regido de Dracena — SP. Por fim, foi realizada
a dessecacao para colheita da soja no estadio R7.3 (75% da soja amarelada),
no dia 11/03/2023, uma semana antes da colheita, utilizando-se Diquat (2 L ha
! do produto comercial). A soja foi cultivada do dia 10/11/2022 até 18/03/2023,
totalizando 128 dias da semeadura até colheita e 123 dias da emergéncia até
colheita, respectivamente. Vale ressaltar que o cultivo da soja foi realizado

totalmente em sequeiro, isto €, sem irrigacdo suplementar.

4.4 AvaliacOes realizadas

As avaliacoes realizadas foram divididas em dois estadios fenologicos
da cultura: No florescimento pleno da soja (estadio R2) e em ocasido de
colheita (estadio R8) (FEHR e CAVINESS, 1977).

4.4.1 AvaliacGes em R2:

- Indice de clorofila foliar (SPAD): O indice de clorofila foliar (SPAD) foi
determinado no florescimento pleno da cultura da soja (época da diagnose
nutricional da cultura), de maneira indireta e ndo destrutiva, utilizando-se um
clorofildmetro portati  SPAD-502 (Minolta corp; Spectrum Technologies,
Plainfield, 1ll). Foram realizadas no periodo da manha dez leituras aleatérias no
terceiro trifolio completamente expandido (folha diagnose nutricional da
cultura), do apice para base da planta, de cada parcela experimental, seguindo
recomendacgao de Cantarella et al., (2022).

- As trocas gasosas foram avaliadas com o IRGA - analisador de gases a
infravermelho (LI- 6400XT; LI-COR Inc., Lincoln, NE, EUA). As leituras foram
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realizadas no periodo da manha (9 as 11h), no terceiro trifélio completamente
expandido (folha diagnose nutricional da cultura), do apice para base da planta,
de cada parcela experimental, utilizando-se radiagdo constante (1400 pmol m-?
s1), concentracdo de CO2 do ar em 380 pmol mol* e temperatura da folha em
25°C (adaptado de JIANG e XU, 2001; LISBOA et al., 2019; JOSHI-PANERI et
al., 2023). Foram quantificadas a taxa fotossintética liquida (A), a transpiracéo
(E), a concentracdo interna de CO2 na camara subestomatica (Ci) e a

condutancia estomatica (Gs).

- Massa seca de parte aérea e raizes: A massa seca de parte aérea de soja foi
considerada como toda parte aérea da planta (hastes, flores e folhas),
enquanto a massa seca de raizes foi considerada como toda raiz com nédulos,
sem separacdo. Cinco plantas por parcela foram coletadas, com abertura de
trincheiras de cerca de 0,50 m de profundidade para coleta de raizes, tomando-
se 0 maximo cuidado para retirada de raizes com nédulos das plantas. Apos a
coleta, as amostras (separadamente, parte aérea e raizes com nédulos) foram
acondicionadas em sacos de papel. As amostras de raizes com nddulos foram
lavadas em &gua corrente e por fim imersas em agua deionizada, e
armazenadas em novos sacos de papel apos retirada do excesso de umidade.
As amostras foram mantidas em estufa de ventilacdo forcada na temperatura
de 65 °C até massa constante, posteriormente pesadas em balanca analitica
para obtencdo da massa seca de parte aérea e raizes com nodulos, com o0s

dados extrapolados para kg ha.

4.4.2 Avaliagbes em R8:
- Altura de plantas (R8): Considerada como altura da base até o apice da haste

principal, mensurado em dez plantas por parcela experimental;

- Numero de vagens por planta (R8): Obtida pela média da contagem manual

do numero de vagens de dez plantas por parcela experimental;

- Numero de graos por vagem (R8): Obtida pela média da contagem manual do

namero de graos de dez vagens aleatérias por parcela experimental;
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- Numero de gréos por planta (R8): Obtida pela multiplicacdo do nimero médio

de vagens por plantas e graos por vagens;

- Massa de 100 grédos (R8): Determinado em balanca analitica de precisédo
(0,01 g), corrigida & 13% de umidade (bulbo Gmido);

- Massa seca de parte aérea (R8): A massa seca de parte aérea de soja foi
considerada como toda parte aérea da planta (hastes e folhas ainda presas —
guando presentes), retirando-se as vagens com graos, isto é, ndo foi
considerado como massa seca de parte aérea a massa das vagens e graos.
Dessa forma, cinco plantas por parcela foram coletadas, e acondicionadas em
estufa (65°C) com circulacdo de ar por 72 horas. ApGOs esse periodo, o material

vegetal foi pesado em balanca de precisédo e os dados extrapolados para kg ha-
1

- Produtividade de gréos (R8): Determinado pela colheita das plantas nas
quatro linhas centrais da parcela. Apos trilha mecéanica, a produtividade de
graos de soja foi quantificada em balanca de precisao e os dados extrapolados

para kg ha?! corrigida a 13% de umidade (bulbo Umido).

4.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro e
Wilk e homocedasticidade de Levene (p < 0,05). Posteriormente, os resultados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA, teste F), para avaliacdo dos
efeitos dos fatores nas varidveis respostas estudadas. O efeito dos
tratamentos, quando significativo (p < 0,05), foram analisados por teste de
meédias (Scott-Knott) utilizando o pacote ExpDes do software R (R
Development Core Team, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A coinoculacdo com A. brasilense + T. harzianum e B. aryabhattai + T.
harzianum mostrou um desempenho superior em comparacdo com outros
tratamentos durante o florescimento pleno da soja (estadio R2) (Tabela 3). Isso
foi evidenciado pelo aumento do indice de clorofila foliar, que indica uma maior
capacidade das folhas em captar luz para a fotossintese. A maior area foliar
resultante desse aumento contribuiu para uma taxa fotossintética mais elevada.

Além disso, os dados de massa seca da parte aérea e das raizes
também demonstraram os efeitos positivos da coinoculagdo. A massa seca é
uma medida da biomassa produzida pelas plantas, sendo influenciada pela
eficiéncia fotossintética e pelo suprimento de nutrientes. O aumento observado
na massa seca indica um maior crescimento e desenvolvimento das plantas
tratadas com a coinoculacao (Tabela 3).

Por fim, a correlacédo entre a transpiracdo e a condutancia estomatica é
uma relacao esperada. A transpiracdo ocorre quando a agua € perdida através
dos estdbmatos presentes nas folhas (Tabela 3). A condutancia estomatica
refere-se a abertura dos estdmatos, que regula a transpiracao e a troca gasosa
nas plantas. Uma maior taxa fotossintética, associada ao aumento do indice de
clorofila foliar, pode levar a uma maior transpiracdo e condutancia estomatica
devido ao aumento da demanda por 4gua e CO: durante a fotossintese, ja que,
a medida que a planta realiza a transpiracdo, seus estbmatos permanecem
abertos durante esse processo, permitindo a captacdo de CO: e a realizacéo
da fotossintese. Essa abertura dos estbmatos € essencial para a troca gasosa
e para a absorcao de diéxido de carbono pelas folhas, que é um dos principais
componentes necessarios para a fotossintese. A fixagdo do CO:2 é fundamental
para a producdo de carboidratos e outros compostos organicos pela planta,
fornecendo energia e sustentando seu crescimento e desenvolvimento.
(BARBOZA; TEIXEIRA FILHO, 2017).
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Tabela 3. indice de clorofila foliar (ICF SPAD), massa seca de parte aérea e
raizes, fotossintese liquida (A), transpiracdo (E), concentracdo interna de CO:2
na camara subestomatica (Ci) e condutancia estomatica (Gs) em funcdo das
coinoculagbes com microrganismos promotores de crescimento de plantas na
cultura da soja. Dracena-SP, 2022/2023.

-------- Avaliacdes no florescimento pleno da soja (R2) --------

Tratamentos®  ICF (SPAD)® A (umol CO2 E (mmol  Ci (umol CO2mol

m==2s™) H20 m™2 air™t)
s™1)
Ctl 21,77 b 15,23 b 4,20b 320,4 a
Azo 23,19b 16,15b 4,25b 309,7 a
Bac 24,72 b 19,74 a 4,20b 287,1b
Tricho 26,10 a 19,43 a 4,24 b 289,2 b
Azo+Bac 26,74 a 20,28 a 4,23 b 295,1b
Azo+Tricho 26,96 a 20,42 a 4,38 a 296,3 b
Bac+ Tricho 27,51 a 20,98 a 4,43 a 289,2b
Azo+Bac+Tricho 23,90 b 16,14 b 419b 289,7b
Erro Padrao 0,68 0,83 0,049 574
Média Geral 25,11 18,55 4,27 297,1
C.V.2 5,49 8,97 2,30 3,82
Tratamentos!  Gs (mol H2O0 Massa secade Massa seca de raizes (kg hat)
m=2s™) parte aérea
(kg hat)
Ctl 1,58 b 3009 b 351,9d
Azo 2,15b 3081 b 428,5c
Bac 2,07b 3206 b 399,6 c
Tricho 2,41 a 3341 a 461,2 b
Azo+Bac 2,40 a 3423 a 468,1 b
Azo+Tricho 2,72a 3601 a 5175a
Bac+ Tricho 2,81 a 3519 a 505,5a
Azo+Bac+Tricho 1,93 b 3144 b 399,6 c
Erro Padrao 0,15 64,64 15,33
Média Geral 2,26 3290 441,5
C.V.2 13,70 3,93 7,01

Fonte: Elaborado pelo autor.

ICtl = controle (sem inoculagdo), Azo = Azospirillum brasilense, Bac = Bacillus
aryabhattai, Tricho = Trichoderma harzianum;

2C.V. = Coeficiente de variacdo (%);

3Foi adotado o seguinte critério para apresentacdo dos nimeros pds casas da
virgula: Valores de 0 até 100: 2 casas depois da virgula; Valores de 100 até
500: 1 casa depois da virgula; Valores acima de 500: sem nenhuma casa
depois da virgula.

Os resultados obtidos nas avaliagdes do indice de clorofila foliar (ICF
SPAD), massa seca de parte aérea e raizes, fotossintese liquida (A),

transpiragdo (E) e condutancia estomética (Gs) demonstraram
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consistentemente que as coinocula¢cdes com A. brasilense + T. harzianum e B.
aryabhattai + T. harzianum apresentaram desempenho superior em
comparacao com os tratamentos controle, apenas A. brasilense, B. aryabhattai,
T. harzianum, A. brasilense + B. aryabhattai e A. brasilense + B. aryabhattai +
T. harzianum (Tabela 3). Esses resultados reforcam a eficiéncia da
coinoculacéo desses microrganismos benéficos para a cultura da soja, exceto a
combinacéo dos trés microrganismos juntos.

A diferengca observada em R2, e evidenciada na Figura 3 entre os
tratamentos de coinoculagéo (A. brasilense + T. harzianum e B. aryabhattai +
T. harzianum, ambos com inoculacdo com Bradyrhizobium sp.) e os
tratamentos isolados pode ser explicada pela interacdo sinérgica entre os
microrganismos presentes nos tratamentos de coinoculagdo que quando
combinados em um tratamento de coinoculacdo, podem atuar de forma
complementar e sinérgica, potencializando os efeitos benéficos sobre as
plantas, conforme descrito por Galindo et al. (2018), estudando a coinoculacao
com Bradyrhizbium sp. e Azospirillum brasilense na soja.

Ao combinar esses microrganismos em um tratamento de coinoculagao,
seus efeitos benéficos podem ser potencializados. O Azospirillum é capaz de
fixar nitrogénio atmosférico fornecendo um suprimento adicional de nutrientes
as plantas, além de propiciar maior desenvolvimento de raizes e parte aérea,
resultando em um aumento do crescimento vegetal, enquanto o Trichoderma
pode promover um sistema radicular mais desenvolvido e resistente a doencas
(TEIXEIRA FILHO e GALINDO, 2019; ALMEIDA et al., 2022). O Bacillus, por
sua vez, esta relacionado com a producdo de substancias antimicrobianas
podendo auxiliar na protecdo das plantas contra patdgenos, além de
crescimento de raizes e parte aérea (MELO et al., 2015).

Por outro lado, nos tratamentos isolados, a presenca de apenas um dos
microrganismos pode n&o ser suficiente para desencadear respostas visiveis
tdo expressivas no crescimento da parte aérea e das raizes das plantas.
Portanto, a diferenca observada na Figura 3 entre os tratamentos de
coinoculagéo e os tratamentos isolados pode ser atribuida a interagéo sinérgica
entre 0S microrganismos presentes nos tratamentos de coinoculacao,
resultando em um maior efeito benéfico no crescimento e desenvolvimento das

plantas de soja.
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Figura 3. Foto comparativa dos tratamentos em florescimento pleno (R2).
Dracena — SP, 2022/2023.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados das avaliages realizadas no estadio R2 (florescimento
pleno) da cultura da soja impactaram nos resultados das avaliacdes realizadas
no estadio R8 (momento da colheita) devido a relacédo entre o desenvolvimento
vegetativo, reprodutivo e maturacdo da planta.

Durante o estadio R2, a planta de soja estd em pleno florescimento, o
que é uma fase critica para a determinacdo do potencial produtivo. Nesse
momento, a planta esta produzindo flores e iniciando a formacgéo dos gréaos. A
coinoculacdo com A. brasilense + T. harzianum e B. aryabhattai + T.
harzianum, que demonstrou um melhor desempenho durante o florescimento
pleno, contribuiu para uma melhor nutricdo e saude da planta, resultando em
um aumento na area foliar, na taxa fotossintética e na capacidade de fixacao
de CO..

Esses fatores promovem um aumento na producdo de fotoassimilados
(carboidratos) pela planta durante o estadio R2, o que pode ter efeitos positivos
no enchimento de gréos e no desenvolvimento da planta até o estadio R8. Com
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uma maior disponibilidade de nutrientes e carboidratos provenientes da
fotossintese, a planta tera condi¢cdes favoraveis para desenvolver uma maior

quantidade de graos por planta (Tabela 4).

Tabela 4. Numero de vagens por planta, grédos por vagem, graos por planta,
altura de plantas, massa seca de palhada, massa de 100 graos e produtividade
de grdos em funcdo das coinoculagdes com microrganismos promotores de

crescimento de plantas na cultura da soja. Dracena-SP, 2022/2023.

--------------------- AvaliacGes em ocasido de colheita da soja (R8) -----------=-=-=---------

Tratamentos? Altura de Vagens por Graos por vagem Graos por
plantas (m)3 planta planta
Ctl 0,86 a 40,83 b 2,60 a 105,8 b
Azo 0,87 a 44,50 b 2,73 a 1216 b
Bac 0,86 a 45,16 b 2,73 a 123,6 b
Tricho 0,87 a 48,50 a 2,73 a 132,6 a
Azo+Bac 0,86 a 48,83 a 2,70 a 1316 a
Azo+Tricho 0,87 a 50,50 a 2,76 a 139,6 a
Bac+ Tricho 0,86 a 51,66 a 2,73 a 1412 a
Azo+Bac+Tricho 0,86 a 43,33 b 2,63 a 1145b
Erro Padréo 0,02 1,83 0,08 6,22
Média Geral 0,86 46,66 2,70 126,3
C.V.2 3,86 7,86 6,05 9,85
Tratamentos! Massade 100 Massa seca de Produtividade de grdos (kg ha)
graos (g) palhada (kg ha?)
Ctl 15,73 d 4030 c 3096 d
Azo 16,79 c 4311 c 3345 ¢
Bac 17,34 c 4398 c 3402 c
Tricho 18,18 b 4752 ¢ 3818 b
Azo+Bac 18,12 b 4949 b 3910 b
Azo+Tricho 19,04 a 5492 a 4234 a
Bac+ Tricho 19,11 a 5652 a 4171 a
Azo+Bac+Tricho 16,71 c 4218 c 3389 c
Erro Padrdo 0,30 164,9 113,3
Média Geral 17,63 4725 3671
C.v.? 3,43 6,98 6,18

Fonte: Elaborado pelo autor.

ICtl = controle (sem inoculagdo), Azo = Azospirillum brasilense, Bac = Bacillus
aryabhattai, Tricho = Trichoderma harzianum,;

2C.V. = Coeficiente de variacdo (%);

3Foi adotado o seguinte critério para apresentacdo dos nimeros pds casas da
virgula: Valores de 0 até 100: 2 casas depois da virgula; Valores de 100 até
500: 1 casa depois da virgula; Valores acima de 500: sem nenhuma casa
depois da virgula.
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O aumento no numero de graos por planta indica um potencial maior de
producdo, no entanto a massa individual dos graos pode variar de acordo com
alguns fatores como o tamanho, o peso e o0 desenvolvimento dos grédos. O
crescimento dos gréos depende de fatores ambientais, como disponibilidade de
agua, nutrientes e luz solar, bem como das caracteristicas genéticas da planta.

Em algumas situacfes, um maior nimero de grdos por planta pode
resultar em grdos menores e mais leves, levando a uma massa de 100 gréos
menor. Por outro lado, um aumento no numero de gréos pode estar associado
a um aumento na massa total de graos colhidos, mesmo que a massa de 100
graos permaneca relativamente constante. A massa de 100 grdos € uma
medida de qualidade e potencial de rendimento da cultura (Tabela 4).

Além disso, a maior producdo de biomassa durante o estadio R2
também pode refletir em uma maior massa seca de palhada, que é importante
para a cobertura do solo e para a protecao contra erosdo (Tabela 4).

No estddio R8, esses efeitos cumulativos se manifestam na
produtividade de graos, ou seja, na quantidade total de gréos colhidos por area
(Tabela 4). A melhor nutricdo, o aumento na &rea foliar, a maior taxa
fotossintética e a maior producdo de carboidratos proporcionados pela
coinoculacédo com A. brasilense + T. harzianum e B. aryabhattai + T. harzianum
durante o estadio R2 contribuem para um aumento na produtividade de graos.
Portanto, os resultados das avaliacdes realizadas durante o estadio R2 da
cultura da soja, especialmente quando influenciados pela coinoculacdo com
microrganismos benéficos, tiveram um impacto positivo no desenvolvimento da
planta, no enchimento de grédos e, consequentemente, na produtividade de
grdos no estadio R8. A interacdo entre microrganismos e plantas podem
resultar em um aumento significativo na produtividade das culturas (EMMETT
et al. 2017).

Os dados desse estudo destacaram especialmente a coinoculacdo com
A. brasilense + T. harzianum e B. aryabhattai + T. harzianum como uma
abordagem promissora. No entanto, outras pesquisas também tém
demonstrado a eficiéncia da coinoculacdo desses mesmos microrganismos em
diferentes culturas (GALINDO et al., 2016; GALINDO et al., 2018; TEIXEIRA
FILHO e GALINDO, 2019; ALMEIDA et al., 2022). Esses estudos corroboram

os achados do presente estudo, sugerindo que a interacdo sinérgica entre
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esses microrganismos pode trazer beneficios significativos para o crescimento,
desenvolvimento e desempenho das plantas.

Portanto, considerando tanto os resultados deste estudo especifico
quanto as evidéncias de pesquisas anteriores, a coinoculacdo com
Bradyrhizobium sp. e A. brasilense + T. harzianum e B. aryabhattai + T.
harzianum é uma estratégia promissora para melhorar a produtividade e a
salude das plantas em diversas culturas agricolas. Ainda, de acordo com
Vacheron et al.,, (2015), a interacdo equilibrada entre as plantas e os
microrganismos contribui para um melhor crescimento e desenvolvimento das
plantas. As comunidades microbianas associadas as plantas desempenham
um papel significativo no crescimento das plantas, nutricdo das plantas e ciclo
do carbono. Essa interacdo benéfica entre as plantas e os microrganismos €&
facilitada por uma ampla gama de mecanismos. Por exemplo, o0s
microrganismos podem secretar substancias como o acido indol-3-acético
(AIA), etileno, citocininas e giberelinas, que sdo hormonios vegetais conhecidos
por estimular o crescimento das plantas. Esses hormonios podem promover o
alongamento celular, o desenvolvimento de raizes e a divisdo celular,
resultando em um aumento da produtividade das plantas (MEZA et al., 2015).

Especificamente, a inoculagdo com a bactéria A. brasilense tem sido
amplamente estudada e demonstrou beneficios para diversas culturas. Estudos
conduzidos por Alvarez et al., (2019) e Galindo et al., (2019) mostraram que a
inoculacdo com A. brasilense resultou em um aumento do teor de clorofila foliar
e uma maior eficiéncia fotossintética. Esses efeitos favorecem o crescimento
vegetal e 0 acUmulo de matéria seca nos tecidos vegetais, semelhantemente
ao verificado na presente pesquisa. Portanto, a interacéo entre as plantas e os
microrganismos, incluindo a secrecao de horménios vegetais e os beneficios
proporcionados pela inoculacdo com A. brasilense, desempenha um papel
fundamental no crescimento e desenvolvimento das plantas. Esses
mecanismos contribuem para uma maior produtividade das culturas,
promovendo aumento no teor de clorofila foliar, melhor eficiéncia fotossintética
e maior acumulo de matéria seca nos tecidos vegetais (VACHERON et al.,
2015; MEZA et al., 2015; ALVAREZ et al., 2019; GALINDO et al., 2019).
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6 CONCLUSAO

A coinoculacdo com Bradyrhizobium sp. + A. brasilense + T. harzianum
e Bradyrhizobium sp. + B. aryabhattai + T. harzianum propiciou maior
crescimento e desenvolvimento da soja em comparacdo aos demais
tratamentos, indicando melhor desenvolvimento vegetativo e radicular das
plantas.

Tais efeitos positivos verificados no florescimento pleno da soja (R2)
apresentaram impactos nos estadios posteriores, como o estadio R8 (momento
da colheita).

Desse modo, os resultados demonstraram que a interacdo entre as
plantas de soja e os microrganismos benéficos aplicados desempenham papel
importante no crescimento, desenvolvimento e produtividade da cultura. E que
possivelmente a utilizagdo de todos 0s microrganismos em conjunto €

prejudicial ao desenvolvimento da cultura em fungéo de efeitos antagonicos.
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