Coinoculacéo de bactérias promotoras de crescimento vegetal na cultura da soja
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Resumo: Com a finalidade de obter maior desempenho no desenvolvimento das culturas, as bactérias promotoras
de crescimento vegetal sdo uma alternativa vidvel a agricultura. A pesquisa foi realizada em Braganey PR entre
outubro de 2020 e junho de 2021. Neste contexto, o trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da coinoculagédo
com Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium, Bacillus subitillis e Pseudomonas fluorescens, via tratamento
de sementes, sobre caracteristicas morfolGgicas e produtivas da soja. O estudo foi conduzido a campo sob
delineamento de blocos casualizados com quatro repeticdes totalizando 48 parcelas com medidas de 4,5x6 m e 0s
seguintes tratamentos: T1: controle; T2: A. brasilense; T3: B. megaterium e B. subitilis; T4 - P. fluorescens; T5 -
B. liquefaces; T6: A. brasilense + B. megaterium e B. subitillis; T7—A. brasilense + B. liquefaces; T8: A. brasilense
+ P. fluorescens; T9 — A. brasilense + B. megaterium e B. subitilis + B. liquefaces; T10: A. brasilense + B.
megaterium e B. subitilis + P.fluorescens; T11- A. brasilense + B. liquefaces + P. fluorescens T12: A. brasilense
+ B. megaterium e B. subitilis + B. liquefaces + P.fluorescens. Nos estadios V5, VN e R3 foram avaliados: altura
de plantas, didmetro basal, e area foliar. E no estadio R8, massa de mil grdos e a produtividade em kg ha*. Os
dados foram submetidos a anélise de variancia e, quando significativos, comparados pelo teste de Tukey 5% de
probabilidade, auxiliado pelo programa SISVAR (FERREIRA, 2010). A coinoculagdo com Pseudomonas
fluorescens promoveu maior crescimento de planta em relagdo a coinoculagdo com Bacillus megaterium e Bacillus
subitillis. Para as varidveis diametro basal, area foliar, produtividade e massa de 1000 grdos nao foram observadas
diferengas entre os tratamentos com coinoculagdo, em comparacdo a testemunha inoculada com Azospirillum
brasilense. Embora, o conhecimento e aplicacdo de A. brasiliense em culturas de leguminosas favorecendo o seu
crescimento, esteja ja consolidado, a associacdo de outras bactérias pode assegurar um maior rendimento para
estas culturas, abrindo caminho para desenvolvimento de novos inoculantes. Cabem estudos em diferentes locais
e situacdes, para melhor conclusdo e entendimento do tema.
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Bacillus subitillis; Fixagdo bioldgica.

Co-inoculation of plant growth promoting bacteria in soybean crop

Abstract: In order to obtain greater performance in crop development, plant growth-promoting bacteria are a viable
alternative to agriculture. The research was carried out in Braganey PR between October 2020 and June 2021. In
this context, the work aims to evaluate the effects of coinoculation with Azospirillum brasilense, Bacillus
megaterium, Bacillus subitillis and Pseudomonas fluorescens, via seed treatment, on morphological characteristics
and soy production. The study was conducted in the field under a randomized block design with four replications,
totaling 48 plots measuring 4.5x6 m and the following treatments: T1: control; T2: A. brasilense; T3: B.
megaterium and B. subitilis; T5 - B. liquefaces; T4 - P. fluorescens; T6: A. brasilense + B. megaterium and B.
subitillis; T7— A. brasilense + B. liquefaces; T8: A. brasilense + P. fluorescens; T9 — A. brasilense + B.
megaterium and B. subitilis + B. liquefaces; T10: A. brasilense + B. megaterium and B. subitilis + P.fluorescens;
T11- A. brasilense + B. liquefaces + P. fluorescens T12: A. brasilense + B. megaterium and B. subitilis + B.
liquefaces + P.fluorescens. In stages V5, VN and R3 the following were evaluated: plant height, basal diameter,
and leaf area. And at stage R8, mass of a thousand grains and productivity in kg ha-1. Data were subjected to
analysis of variance and, when significant, compared using the Tukey test at 5% probability, aided by the SISVAR
program (FERREIRA, 2010). Co-oculation with Pseudomonas fluorescens promoted greater plant growth
compared to co-oculation with Bacillus megaterium and Bacillus subitillis. For the variables basal diameter, leaf
area, yield and 1000 grain mass, no differences were observed between treatments with coinoculation, in
comparison with the control inoculated with Azospirillum brasilense. Although the knowledge and application of
A. brasiliense in legume cultures, favoring their growth, is already consolidated, the association of other bacteria
can ensure a higher yield for these cultures, opening the way for the development of new inoculants. There are
studies in different places and situations, for a better conclusion and understanding of the subject.

Keywords: Glycine max; Azospirillum brasilense; Pseudomonas fluorescens; Bacillus megaterium; Bacillus
subitillis; Biological fixation.



Introducgéo

A soja (Glycine max) é o grdo produzido em maior quantidade pela agricultura
brasileira. E considerada a maior fonte de proteina utilizada na formulag&o de racio animal, e
importante componente de produtos destinados a alimentacdo humana (PASTORE, 2016).

O cultivo de soja apresenta grande importancia para o agronegécio e economia mundial,
sendo uma das culturas mais produzidas e consumidas, apenas ficando atras das culturas do
milho, trigo e arroz (HIRAKURI e LAZZAROTO, 2011). A producdo global da oleaginosa
atinge aproximadamente 364 milhdes de toneladas, sendo que os Estados Unidos ocupam a
segunda posicdo entre os paises produtores, com producdo de 112,55 milhdes de toneladas, em
35,657 milhdes de hectares (USDA, 2021). A primeira posi¢do no ranking mundial dos paises
produtores de soja pertence ao Brasil, com producdo de 135,86 milhdes de toneladas em 38,502
milhGes de hectares cultivados (CONAB, 2021).

No Brasil, aproximadamente 60% da soja é produzida pelos Estados do Mato Grosso,
Rio Grande do Sul e Parand. O maior produtor nacional da oleaginosa é o Estado do Mato
Grosso que produziu 32,455 milhdes de toneladas em 9,7 milhdes de hectares cultivados na
ultima safra. O segundo maior produtor nacional € o Estado do Rio Grande do Sul, com uma
producdo de 19,187 milhdes de toneladas em uma &rea de 5,8 milhGes de hectares. A terceira
posicao do ranking nacional pertence ao Estado do Parana com producdo de 16,253 milhGes de
toneladas em uma area de 5,4 milhGes de hectares (CONAB, 2021).

Devido a programas de melhoramento, a oleaginosa pode ser cultivada em praticamente
todo Brasil, com médias de produtividade superiores a outros paises. Esses patamares de
produtividade sdo obtidos com o uso de cultivares adaptadas ao clima tropical com bons
volumes de chuva, disponibilidade de luz, solos com boa fertilidade além do manejo adotado
pelos produtores, como por exemplo a utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
(CAMARA, 2014).

Estudos tém destacado o potencial das bactérias promotoras de crescimento nos solos
agricolas por atuarem como biofertilizantes, biocontroladores e fitoestimulantes, contribuindo
para um melhor desempenho da cultura (BERG e SMALLA, 2009; BENEDUZI et al., 2012).

Vérias linhagens bacterianas estdo disponiveis comercialmente em forma de produtos
que sdo usados como biofertilizantes e agentes de controle biolégico. Bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) s&o microrganismos de vida livre, que formam relagOes
simbioticas especificas com plantas, endofitos bacterianos que podem colonizar alguns ou uma

grande parte dos tecidos de uma planta, e cianobactérias (GLICK, 2012).



As BPCV, destacando-se o Azospirillum brasilense, tem atividade biorreguladora em
funcdo da producdo e excrecdo hormonal, destacando-se auxinas, giberelinas e citocininas
(BASHAN, HOLGUIN e LUZ, 2004; MASCIARELLI et al., 2013; TIEN, GASKINS e
HUBBELL, 1979), reducdo dos niveis de etileno no vegetal devido a acdo da enzima
ACCdeaminase, desviando compostos de rotas metabodlicas que dariam origem ao horménio
gasoso no vegetal para a bactéria (BLAHA et al., 2006) e producdo de outros compostos, como
poliaminas (CASSAN et al., 2009; PERRIG et al., 2007) e a capacidade de disponibilizacéo de
ferro (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) e a fixacdo biologica de nitrogénio (HUNGRIA, 2011).

Bactérias dos géneros Bacillus produzem fitohormonios e antibi6ticos, durante seu
desenvolvimento, desta forma crescimento de plantas promovido por BPCV tem sido
relacionado a producdo de horménios com giberilinas, auxinas (ARAUJO et al., 2005) e &cidos
latico e succinico (YOSHIKAWA, 1993). Entre outras funcbes os Bacillus e Pseudomonas
podem realizar a solubilizacéo do fosfato, tornando-o disponivel para a planta, isso pode ocorrer
por conta da producdo de enzimas produzidas pelos organismos em formas assimilaveis por
meio das hidrolises a estes organismos da-se 0 nome de microrganismos solubilizadores de
fosfato (MSF) (POSTMA et al., 2010; MOREIRA e ARAUJO, 2013; JHA e SARAF, 2015).

O objetivo da realizacdo deste trabalho é verificar os efeitos da co inoculacdo de
Azospirillum brasilense, Bacillus megaterium, Bacillus subitillis e Pseudomonas fluorescens

sobre caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e produtivas da cultura da soja.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no municipio de Braganey - PR, em propriedade particular
pertencente a Benjamin Oehninger, latitude 24° 44’ 12” S, longitude 54° 00° 44” O e altitude de
550 metros. O solo é classificado como latossolo vermelho Eutroférrico (SANTOS et al., 2018).

Previamente a instalacdo do experimento, foi realizada a analise quimica do solo, para
as verificagdes das necessidades de adubacdo das areas experimentais. Para isso, foram
coletadas amostras simples de solo na profundidade de 0,00 a 0,20 m, para a formagéo de uma
amostra composta por area e assim enviadas ao laboratdrio de quimica agricola e experimental
da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Marechal Candido Rondon.

Ap0os andlise do laudo, e de acordo com 0 Manual de Adubacéo e Calagem para o Estado
do Parana (Pauletti e VVargas 2017), foi realizada uma adubac&o de cobertura para a correcao
nutricional visando o bom desenvolvimento da cultura. A formulacao utilizada foi de 02-20-18
em dose de 300 Kg ha-1



Tabela 1 - Analise quimica de solo 0-20cm, Braganey— PR, 2020

pH p . . .
CaCl MO K Ca? Mgz AlR H+AIl SB CTC V%

oo0tmol mg ..~ 3 o
Ly dms 9 dm-s cmol®dm %
4,60 13,0 550 0,55 3,90 1,10 0,2 6,40 555 1195 46,86

P, K = Extrator Mehlich; Ca, Mg e Al = KCl 1 mol.L? ; H + Al = pH SMP (7,5).

A cultivar de soja utilizada foi a 95R90 YPRO que apresenta elevado potencial
produtivo com ciclo Precoce. Utilizou-se trés inoculantes comerciais sendo eles, BiomaPhos®
composto por Bacillus subtilis (CNPMS B2084 (BRM034840)) e Bacillus megaterium
(CNPMS B119 (BRMO033112)) com garantia de 4x109 células vidveis/mL; FertiBio®
composto de Pseudomonas fluorescens e o Nitro1000® Gramineas composto por Azospirillum
brasilense, estirpes AbV5 e AbV6, com Concentracao de 2,0 x 108 células viaveis por mLL O
estudo foi conduzido a campo sob delineamento de blocos casualisados sendo 12 tratamentos
com quatro repeticdes, sendo eles:

T1 - controle;

T2 - inoculagéo de sementes com A. brasilense (100 mL por 60.000 sementes);

T3 - inoculagdo de sementes com B. megaterium e B. subitillis (100 mL por 60.000 sementes);
T4 - inoculacdo de sementes com P. fluorescens (100 mL por 60.000 sementes);

T5 - inoculacdo de sementes com A. brasilense (100 mL por 60.000 sementes) + B. megaterium
e B. subitillis (100 mL por 60.000 sementes);

T6 - inoculacdo de sementes com A. brasilense (100 mL por 60.000 sementes) + P. fluorescens
(100 mL por 60.000 sementes);

T7 - inoculagdo de sementes com B. megaterium e B. subitillis (100 mL por 60.000 sementes)
+ P. fluorescens (100 mL por 60.000 sementes); e

T8 - inoculacao de sementes com A. brasilense (100 mL por 60.000 sementes) + P. fluorescens
(100 mL por 60.000 sementes) + B. megaterium e B. subitillis (100 mL por 60.000 sementes).
T9 - A. brasilense + B. megaterium and B. subitilis + B. liquefaces; (100 mL por 60.000
sementes).

T10 - A. brasilense + B. megaterium and B. subitilis + P.fluorescens; (100 mL por 60.000
sementes).

T11- A. brasilense + B. liquefaces + P. fluorescens (100 mL por 60.000 sementes).

T12 - A. brasilense + B. megaterium and B. subitilis + B. liquefaces + P.fluorescens



A inoculacdo das sementes foi efetuada em sacos plasticos, na dose conforme a definigcdo
do tratamento. ApOs a inoculacdo realizou-se a homogeneizacdo das sementes junto ao
inoculante, manualmente durante trés minutos, 30 minutos antes da semeadura.

As unidades experimentais foram constituidas de 6 m de comprimento com 10 linhas de
semeadura, espacadas a 0,45 m de entrelinha, sendo a parcela 14 m?, descartando-se duas linhas
laterais e um metro em cada extremidade da parcela. A area foi riscada com semeadora de
semeadura direta com liberacéo do fertilizante no sulco de semeadura.

No estadio R1 coletou-se dez plantas por parcela, aleatoriamente, sendo determinada a
altura de planta (AP), que € compreendida entre a base da planta ao apice da mais longa folha.
Com o auxilio de paquimetro digital foi determinado o didmetro basal do ponto médio do
segundo internddio acima do solo. Determinou-se também o numero de folhas (NF), a partir da
base da planta. Apo6s, as plantas foram seccionadas em folhas e demais estruturas, e em seguida
acondicionadas em sacos de papel Kraft para a secagem em estufa de circulacdo de ar forcada
a65°C + 2 °C por 72 horas. Em seguida estas amostras foram pesadas em balanca analitica para
obtencdo da massa seca de folhas.

A area foliar (AF), foi determinada pela técnica da area foliar conhecida por meio da
determinacdo da massa seca de quatro anéis de 4,1457 cm? provenientes de folhas distintas, e
relacionadas matematicamente com a massa total de folhas.

No momento da colheita, as plantas da area til que é de 1,80 x 4 m totalizando 7,2 m?
foram colhidas manualmente, sendo separadas dez plantas aleatdrias de cada parcela para a
avaliacdo dos componentes de producdo. Foram avaliados o comprimento da planta, com o
auxilio de régua graduada, o diametro basal, com o auxilio de paquimetro digital, o nimero de
vagens, e nimero de grdos por vagens, realizados manualmente. As plantas colhidas foram
trilhadas manualmente e com o auxilio de uma balanca, determinada a massa de gréos e a partir
desta retirada duas amostras por parcela para a determinacdo da umidade e determinacdo da
massa de mil grdos (BRASIL, 2009)

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com o auxilio do programa SISVAR.

Resultados e Discussdes

Considerando os parametros avaliados na Tabela 2 sdo observados alguns pontos, onde
no parametro altura de plantas, o tratamento 4 (P. fluorescens) obteve diferenga em relacéo ao
tratamento T3 (Bacillus megaterium e Bacillus subitillis). De acordo com YADAV et al., (2016)

as rizobactérias (P. fluorescens) apresentam efeito de promocdo de crescimento em plantas



gracas aos seus mecanismos de solubilizacéo de fosfato disponivel, capacidade de producédo de
horménios vegetais e até mesmo Fixacdo biologica de nitrogénio FBN. Entre os outros
tratamentos ndo pode ser observada diferenca entre os tratamentos. Considerando os outros
tratamentos, ndo foi observada diferenca.

Ainda na Tabela 2, nas comparagdes dos parametros diametro basal e area foliar ndo
pode ser observada diferenca entre os tratamentos, sendo esses 3 pardmetros analisados na
Tabela 2 dependentes um do outro, podendo justificar a igualdade nos tratamentos com a
situacdo em que todos foram inoculados com Azospirillum brasilense. De acordo com
BELLONE, BELLONE e CORDILEONE (2011) alguns dos beneficios da coinoculagdo com
A. brasiliense estdo acondicionados ao aumento de velocidade de emergéncia, nimero e massa

de nodulos, parte aérea da planta e rendimento na soja.

Tabela 2 — Avaliacdo de altura de planta, diametro basal e area foliar em R1 de plantas de
soja submetidas a diferentes tratamentos com coinoculacdo, em condic¢des de
campo, Braganey — PR.

Tratamentos Altura de planta Diametro basal Area foliar
(cm) (mm) ()
Tl 74,75ab 8,85 311,25
T2 72ab 7,29 207,67
T3 64,25b 7,31 194,32
T4 81,25a 8,1 236,47
T5 73,25ab 7,35 230,10
T6 71,25ab 7,1 221,00
T7 77,57ab 8,59 264,00
T8 76,75ab 8,3 196,47
T9 70ab 7,86 257,30
T10 73,5ab 8,00 274,25
T11 77,75ab 7,99 306,21
T12 68,25ab 7,84 266,52

F trat. 2,18* 1,13 n.s. 1,67 n.s.
CV (%) 8,57% 13,11% 24,7%

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5 % de significancia pelo teste de Tukey. CV=
Coeficiente de variacdo



Considerando o parametro indice de area foliar (IAF) em trabalhos mais antigos sdo
encontrados valores na casa de 3,5 a 4.5 cm? ZHOU, CHEN e OUYANG, (2011) enquanto no
experimento foram obtidos dados entre 2,0 a 3,1 cm? podendo ser justificado principalmente
pela condicdo climatica e ao baixo indice pluviométrico da regido na época em que 0
experimento foi conduzido.

Considerando os parametros apresentados na Tabela 3, que fazem parte da avaliacdo das
caracteristicas de produtividade, podemos perceber que ndo apresentaram diferenga entre os
tratamentos. Segundo Hungria et al. (2010) significativos resultados para rendimento de gréos
quando inoculados com A. brasilense tém sido verificados em diversos trabalhos, assim sendo
pode se considerar que por todos os tratamentos conterem inoculacdo com A. brasilense,

tornasse aceitavel a proximidade nos resultados.

Tabela 3 — Avaliacdo de massa de mil gréos e produtividade de plantas de soja submetidas a
diferentes tratamentos com coinoculacdo, em condicdes de campo, Braganey — PR.

Tratamentos Massa mil gréos Produtividade
(9) (kg ha)

T1 140,5 2479,75
T2 1417 2771,00
T3 138,9 2941,00
T4 145,5 2564,00
T5 1444 2604,00
T6 146,7 2796,00
T7 144,5 2440,25
T8 146,7 2692,75
T9 143,2 2870,00
T10 140,1 2770,00
T11 150,0 2744,00
T12 141,6 2457,50
F trat. 0,67 n.s 1,12 n.s
CV (%) 5,54% 11,70%

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5 % de significancia pelo teste de Tukey. CV=
Coeficiente de variacdo

Segundo Gragas et al., (2015) o efeito que um microrganismo pode produzir em uma
planta, pode ndo apresentar o mesmo efeito em outras plantas. Tipo de solo e caracteristicas da
regido tambem podem alterar seus efeitos, sendo assim a coinoculagdo pode sim apresentar

resultados. As condi¢des climéaticas podem explicar os resultados relativamente baixos em
7



niveis de produtividade, porém Benintende et al. (2010) realizaram experimento com condicdes

de déficit hidrico, e obteve resultados positivos na inoculagdo de soja com A. brasilense.

Apresentando aumento de 118 kg ha em comparacio a inoculagio com B. japonicum.

HUNGRIA et al. (2015), também apresentaram resultados favoraveis e de aumento de

produtividade em quatro areas experimentais ao adicionar A. brasilense a sementes de soja.
Conclusdes

A coinoculacdo com Pseudomonas fluorescens promoveu maior crescimento de planta
em relagdo a coinoculagdo com Bacillus megaterium e Bacillus subitillis. Para as variaveis
diametro basal, area foliar, produtividade e massa de 1000 grdos ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos com coinoculagdo, em comparagéo a testemunha inoculada com
Azospirillum brasilense.

Embora, o conhecimento e aplicacdo de A. brasiliense em culturas de leguminosas
favorecendo o seu crescimento, esteja ja consolidado, a associacdo de outras bactérias pode
assegurar um maior rendimento para estas culturas, abrindo caminho para desenvolvimento de
novos inoculantes. Cabem estudos em diferentes locais e situacGes, para melhor conclusao e

entendimento do tema.
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