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RESUMO

A cultura da soja € uma das mais importantes para alimentacdo humana e animal,
sendo importante fonte de proteina. O nitrogénio € um dos principais elementos para
essa cultura, podendo ser fornecido via fixagdo biol6gica de nitrogénio por meio de
técnicas denominadas de inoculacéo e coinoculacao nas quais utilizam-se bactérias
Bradyrhizobium elkanii e Azospirillum brasiliense. Micronutrientes a base de cobalto e
molibdénio no tratamento de sementes (TS) ou em estadio fenolégico de quatro nés
visiveis e trés folhas trifolioladas totalmente abertas (V3-V4) podem ajudar a aprimorar
o processo de FBN. Diante desse contexto, o presente estudo objetivouavaliar os
componentes de rendimento da cultura da soja quando essa foi inoculada com
Bradyrhizobium e coinoculada (Bradyrhizobium + Azospirillum) associada ou ndo a
aplicacdo de CoMo em diferentes estadios fenoldgicos da cultura. O experimento foi
realizado na area didatica e experimental do IFRS — Campus Ibiruba sob delineamento
de blocos ao acaso, em arranjo experimental de faixas, com 12 tratamentos em 3
repeticdes. Os tratamentos utilizados foram T1- Sem inoculante (Testemunha), T2-
Sem inoculante + CoMo TS, T3- Sem inoculante + CoMo V3-V4, T4- Sem incoulante
+ CoMo TS + CoMo V3-V4, T5- Bradyrhizobium elkanii + Testemunha, T6-
Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS, T7- Bradyrhizobium elkanii + CoMo V3-V4, T8-
Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS + CoMo V3-V4, T9- Bradyrhizobium elkanii +
Azospirillum brasiliense + Testemunha, T10- Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum
brasiliense + CoMo TS, T11- Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + CoMo
V3-V4, T12- Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + CoMo TS + CoMo V3-
V4. Os resultados foram submetidos ao teste F e as médias comparadas pelo teste
de Tukey. Foi possivel concluir que em anos de estiagem a aplicacao de cobalto e
molibénio na dose de 200 mL ha realizado 35 dias ap6s a semeadura da cultura
apresenta resultados positivos na variavel massa seca de nédulos por planta, porém
ndo resulta em aumento de produtividade final. Quanto as demais variaveis
analisadas, essas nao foram influenciadas pelos tratamenso estudados, tanto pela
pratica de inoculacdo Bradyrhizobium elkanii ou coinoculagdo em conjunto com
Azospirillum brasiliense como a aplicacdo de CoMo.

Palavras chave: Nitrogénio, fixacdo bioldégica de nitrogénio (FBN), inoculagéo,
coinoculacéo, producao, Glycine max.



ABSTRACT

Soybean cultivation is one of the most important for human and animal feed, being an
important source of protein. Nitrogen is one of the main elements for this crop, and can
be supplied via biological nitrogen fixation through techniques called inoculation and
coinoculation nas which to use bacterium Bradyrhizobium elkanii and Azospirillum
brasiliense. Micronutrients based on cobalte and molybdenum in seed treatment (TS)
or in phenological stage of four visible nodes and three fully open trifoliolade leaves(V3-
V4) can help improve the BNF process. In this context, the present study evaluated
the yield components of soybean culture when it was inoculated with Bradyrhizobium
and coinoculation (Bradyrhizobium + Azospirillum) associated or not with the
applicationof CoMo in different phenological stages of the crop. The experiment was
carried out in the didactic and experimental area of IFRS - Campus Ibiruba under a
randomized block design, in an experimental arrangement of tracks, with 12 treatments
in 3 replications. The tratamentos used were T1- No inoculant (Control),T2- No
inoculant + CoMo TS, T3- No inoculant + CoMo V3-V4, T4- No coulante + CoMo TS +
CoMo V3-V4, T5- Bradyrhizobium elkanii + Witness, T6- Bradyrhizobium elkanii +
CoMo TS, T7- Bradyrhizobium elkanii + CoMo V3-V4, T8- Bradyrhizobium elkanii +
CoMo TS + CoMo V3-V4, T9- Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense +
Witness, T10- Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + CoMo TS, T11-
Bradyrhizobium elkanii +  Azospirillum brasiliense + CoMo V3-V4, T12-
Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + CoMo TS + CoMo V3-V4. The
results were submitted to the F test and the means compared by the Tukey test. Itis
possible to conclude that in years of drought the application of cobalt and molybdenum
at a dose of 200 mL ha performed 35 days after culture sowing presents positive
results in the variable dry mass of nodules per plant, but does not result in increased
final productivity. As for the other variables analyzed these were not influenced by the
treated studied, either by the practice of inoculation Bradyrhizobium elkanii or
coinoculation together with Azospirillum brasiliense as the application of CoMo.

Keywords:  Nitrogen, biological nitrogen fixation  (BNF), inoculation,
coinoculation,production, Glycine max.



1. INTRODUCAO

Nas Ultimas quatro décadas a demanda pela producdo de soja vem
aumentando de forma consideravel devido as exigéncias do mercado interno e
externo. Atualmente, é indiscutivel a importancia dessa comodittie agricola, a qual
interfere na balanca comercial dos principais paises exportadores como EUA, Brasil,
Argentina. Essa demanda deve-se ao crescimento constante da populagdo mundial e
a exigéncia de proteina com um custo baixo quando comparada a proteina de origem
animal.

A producdo de soja no Brasil na safra passada (2019/20) foi de 128.500 mil
toneladas com estimativas para a atual safra (2020/2021) de 134.000 mil de toneladas
(USDA,2021). Colocando o Brasil como maior produtor mundial dessa comodittie, com
uma produtividade média estimada por hectare de 3.470 kg (USDA, 2021).

No entanto, tal quantidade € cerca da metade do que ja foi produzido em casos
isolados, na safra passada segundo dados da Cesb (2020) 7.129,2 kg ha. Esse fato
mostra que a média da producdo esta aguém do potencial produtivo da cultura, ou
seja, ainda é possivel realizar melhorias nas técnicas de manejo do solo e cultivos.
Entre os avancos tecnoldgicos acerca do manejo destacam-se 0 uso de: irrigacao,
sensoriamento remoto, melhoramento genético, agricultura de precisdo e avanco na
nutricao de plantas.

Com relagdo a nutricdo, destaca-se o nitrogénio (N) como um dos principais
nutrientes para o desenvolvimento das plantas. No caso da soja, a demanda € de 80
kg de N T de grdos produzida, sendo que 15 kg ha' sdo necessarios para
desenvolvimento de biomassa (haste, folha e raiz) e 65 kg ha? de nitrogénio séo
exportados via graos (HUNGRIA et al. 2007). Essa demanda de N é suprida gragas a
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), processo realizado pela simbiose entre o
sistema radicular de Fabaceae e algumas bactérias, sendo que uma das principais
bactérias utilizadas comercialmente na forma de inoculante é Bradyrhizobium elkani.
Nessa associagao, a bactéria converte o gas nitrogénio molecular (N2) em aménia ou

ions de aménio (NH4") e supre de 70% a 95% do nitrogénio (N) utilizado pela soja



durante o decorrer do ciclo da cultura. Em contrapartida, a bactéria recebe energia e
nutrientes da planta (HUNGRIA et. al. 2007).

Esse processo simbidtico é responsavel por viabilizar a cultura da soja e seu
cultivo tanto economicamente quanto ambientalmente, reduzindo o uso de adubos
nitrogenados. Dentro desse contexto ndo se pode deixar de lado a importancia dos
micronutrientes minerais para a eficiéncia das bactérias fixadoras de nitrogénio (N).

O cobalto (Co) e o molibdénio (Mo) sdo os micronutrientes de maior importancia
para a fixacdo biolégica de nitrogénio na cultura da soja (HUNGRIA et al., 2001). O
molibdénio esta associado a nitrogenase, uma enzima responsavel pelo metabolismo
do nitrogénio (N) nas plantas e o cobalto a bactéria, fazendo parte da estrutura das
vitaminas B12 necessaria para a sintese de cobalamina que participa das reacdes
metabdlicas do nitrogénio (N) e formacao de leghemoglobina, a qual possui uma
estreita relagdo com o oxigénio, e regula sua concentracdo nos nédulos impedindo a
inativacéo da enzima nitrogenase (CERETTA et al., 2005).

A recomendacdo de molibdénio na cultura da soja, para os estados do RS e
SC, varia conforme o pH do solo pois a disponibilidade desse micronutriente € maior
em solos com pH maior que 5,5. De uma forma geral as doses deste nutriente variam
12 a 25 g ha! no tratamento de sementes ou 20 a 50 g ha via foliar podendo ser
aplicado do estadio de V3 ao V5 (correspondente a aproximadamente 30 dias apds a
semeadura), esse periodo pode variar conforme o ciclo da cultivar semeada e
condicbes ambientais para o desenvolvimento inicial da mesma.

O cobalto € um micronutriente importante para os rizobios, tendo importancia
indireta para as plantas. A quantidade recomendada deste nutriente ndo deve
ultrapassar 3 g hal, a fim de evitar a ocorréncia de fitotoxicidade que esse cation pode
gerar nas plantas de soja (CQFS, 2016).

Nesse contexto, em que ha uma crescente demanda mundial por producéo de
soja, a qual é dependente do fornecimento de N, alternativas que maximizem ou
potencializem o fornecimento desse nutriente sdo importantes. Para essa tematica,
hé& diversos trabalhos que estudam a viabilidade de aduba¢cao mineral suplementar de
N (LAMOND & WESLEY, 2001). Porém, ela tem se mostrado inviavel tanto do ponto
de vista ambiental quanto econémica. Assim, a coinoculagéo, que seria a adi¢cdo da

bactéria Azospirillum brasiliense, apresenta-se como uma estratégia potencial de



10

producdo. Azospirillum € uma bactéria associativa de vida livre, que beneficia as
plantas por meio da liberacdo de fitormbnios, como giberelinas, citocininas e acido
indol acético (TIEN et al.,1979).

O beneficio dessa associacdo se da de forma indireta, pois consiste em
aumentar o volume do sistema radicular da cultura da soja explorando mais area de
solo e consequentemente influenciando na nodulacdo e absorcdo de nutrientes
(GITTI, 2016). Pelo fato de a bactéria ser de vida livre, seu beneficio também pode se
refletir nas culturas sucessoras, uma vez que a bactéria demonstra grande eficiéncia
para o desenvolvimento radicular de plantas da familia das Poaceae, principalmente
milho (GITTI, 2016). Segundo Hungria (2013) o ganho médio pela reinoculacdo anual
de Bradhyrizhobium na cultura da soja foi de 8,6% no rendimento de graos, em relacéo
ao controle sem reinoculagdo, ocorrendo um incremento de 16,1% pela coinoculacéo
(Bradyrhizhobium+Azospirullum).

Dado o exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi realizar a inoculagdo com
Bradyrhizobium e avaliar o efeito da coinoculagdo (Bradyrhizobium + Azospirillum)
associada ou ndo a aplicacdo de CoMo em diferentes estadios fenologicos da cultura

da soja sobre componentes de rendimento.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DA SOJA E IMPORTANCIA DO NITROGENIO

O cultivo da soja (Glycine max (L.) Merrill) teve seus primeiros registros
realizados por um imperador Chinés Shen Nung no ano de 2.838 antes de Cristo,
sendo o mesmo consagrado um dos pioneiros da agricultura na Asia (CESB,2018).

No Brasil os primeiros relatos de soja ocorreram no ano de 1882 com
germoplasma procedente dos Estados Unidos da América (EUA) pelo professor
da Escola Agricola da Bahia Gustavo D’Utra, contribuindo para a distribuicdo da

cultura no estado, sendo esse o registro mais antigo que se tem da soja no pais
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(COSTA,1996). Devido a fatores de adaptacdo climatica onde a soja foi
inicialmente testada, regido com clima tropical e latitude baixa (12°S) a cultura nédo
se adaptou e fracassou comercialmente. Alguns anos mais tarde em 1982,
cultivares de soja foram introduzidas no municipio de Campinas, Sao Paulo,
latitude (22°S) e clima tropical, avaliadas pelo IAC-Instituto Agrondémico de
Campinas, onde foram realizadas as primeiras observacdes pelo cientista Franz
Wilhelm Dafert, apresentando melhor desempenho quando comparado ao estado
anterior, porém nédo sendo cultivada em escala comercial.

No Rio Grande do Sul (RS), segundo relatos, a soja foi introduzida e
cultivada no ano de 1900 em uma fazenda no municipio de Dom Pedrito, pelo
engenheiro agronomo Alberto Welhauser, sendo publicado o primeiro trabalho no
estado em 1901 (COSTA, 1996). Assim como nos EUA, as primeiras cultivares de
soja foram utilizadas para alimentagao animal, ndo possuindo foco para produgao
de gréos e derivados na alimentagcdo humana (EMBRAPA, 2004).

Em 1931 houve a introducéo da variedade Amarela do RS, a qual foi durante
anos responsavel por 95% da soja produzida no estado possibilitando que o RS
fosse o primeiro com producdo comercial no pais (COSTA, 1996).

A cultura se adaptou bem no estado do Rio Grande do Sul devido a latitude
(28° a 34°S) e o clima temperado serem semelhantes a regido dos Estados Unidos
de onde os primeiros germoplasmas foram trazidos (EMBRAPA, 2004).

A cultura da soja se mantém desde a safra de 2009 em quarto lugar na escala de
producdo mundial de graos, tendo a sua frente as culturas do milho, trigo e arroz
(AMIS, 2018).

Devido as suas caracteristicas nutricionais, principalmente relacionadas ao
teor de proteina (tanto para alimentacdo humana quanto para animal) e o 6leo
(utilizado principalmente na producdo de biocombustiveis), a cultura apresenta
grande importancia econémica. O Brasil foi o maior produtor de soja nas safras
2019/2020 e projetasse que sera na safra 2020/2021(USDA, 2021). O aumento na
producdo de soja no Brasil ocorreu principalmente devido ao acréscimo de areas
semeadas sendo de 21.849,00 milhdes de hectares do ano 2000 até 2018 onde
se teve um aumento de produtividade de 455 kg por hectare quando comparado

com as estimativas da safra atual (CONAB, 2019).
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O uso de biotecnologias, melhoramento de plantas, protecdo de cultivos,
manejo do solo, maquinas agricolas e fertilizantes também contribuiram muito com
esses fatores. Dentro desse contexto se encontra a técnica de inoculacédo da soja
com bactérias, as quais tem como funcdo principal de converter o nitrogénio
molecular (N2), transformando-o em aménia (NHs3) através de um processo
simbidtico (TAIZ & ZIEGER, 2004), fornecendo o (N) de forma assimilada para a
planta descartando o uso de fertilizantes nitrogenados industrializados os quais
sdo prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana.

O nitrogénio é o segundo componente mais importante da célula apés a
agua, sendo encontrado em muitos compostos organicos, abrangendo todos o0s
aminoacidos e acidos nucleicos. Esse elemento tem como principais funcdes
catalisar e orientar o metabolismo celular, também atuando em outros diversos
processos metabolicos, fazendo parte da constituicdo de hormdnios, e interferindo
diretamente no processo fotossintético, além de participar na constituicdo da
molécula de clorofila segundo SALLISBURY e ROSS (1969, apud, EPSTEIN &
BLOOM, 2004). Fato esse que comprova a demanda maior de nitrogénio nas
plantas quando comparado com outros nutrientes minerais. Os principais sintomas
de deficiéncia do nutriente sao, a clorose generalizada e o hébito estiolado, fatores
gue afetam a formacdo de raizes, fotossintese, producdo e translocacdo de
fotoassimilados (TAIZ & ZIEGER, 2004).

Segundo analises com base em teores medidos de 16.472 acessos do
banco de germoplasma da Embrapa Soja, a soja possui um alto teor de proteina
podendo variar de 31,7 a 57,9% e a concentracdo de Oleo varia de 8,0 a 25,4%,
média de 44,3 e 17,9% (base seca), respectivamente. E a principal matéria prima
para producéo de ragbes, 6leo e biocombustiveis (PIPOLO et al., 2015).

Segundo Planchon, (2000, apud PIPOLO et al., 2015) a FBN est4 ligada
diretamente aos teores de proteina e 6leo no grdo de soja, sendo que durante o
periodo reprodutivo o qual se estende até R6 + 10 dias, contribuiu para uma maior
concentracdo de proteina no grao.

Nesse contexto é importante mencionar que 90% do nitrogénio é fornecido pela
FBN, justificando a importancia da inoculagdo com bactérias (EPSTEIN & BLOOM,
2004).
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2.2 CICLO BIOGEOQUIMICO DO NITROGENIO

O nitrogénio (N) é o elemento mais abundante encontrado na atmosfera
terrestre (78%) onde se encontra na forma de gas também denominado de nitrogénio
molecular (N2). No solo, a maior parte do nitrogénio (98%) encontra-se na forma
organica (alfa aminica, acidos nucleicos, amino acucares, produtos de condensacao
e complexos com lignina) presentes principalmente na matéria organica do solo, e 2%
na forma mineral, como amoénia (NHz), aménio (NH4*), nitrito (NO2") e nitrato (NO3)
(MALAVOLTA, 2006).

As raizes das plantas absorvem o N do solo, principalmente na forma de ions
NH4" e NOs, presentes na solucdo do solo, sendo que a mistura de ambos elementos
fornece uma absor¢do mais equilibrada para planta, j& que a absorcédo de NH4* reduz
0 pH do meio (rizosfera) e o NOs aumenta (BRADY e WEIL, 2013).

Para aumentar a producao agricola, produtores rurais de todo mundo aplicam
mais de 80 milhdes de toneladas cubicas de fertilizantes nitrogenados por ano.
Infelizmente uma grande parte desses fertilizantes se perde quando aplicados ao solo,
principalmente por lixiviagdo para bacias hidrogréficas e afluentes, ou volatilizando
para a atmosfera. Essa Ultima perda pode chegar a 50% segundo Cameron e Haynes
(1986, apud, EPSTEIN e BLOOM, 2004).

O consumo de fertilizantes minerais no Brasil superou a marca de 22 milhdes
de toneladas, sendo a ureia e o sulfato de amonio as fontes mais utilizadas (BRASIL,
2008, ABISOLO, 2019). O Brasil € um grande importador de fertilizantes nitrogenados,
chegando 8,8 milhdes de toneladas importadas em 2018. Desse total, 5,4 milhdes de
toneladas referem-se a ureia e 2,3 milhdes a sulfato de amonio.

Segundo projecdes da Anda (2009) o uso de fertilizantes nitrogenados vem
crescendo nos Ultimos anos com estimativas de se chegar a 118.763 mil toneladas
até 2020. Fato que se comprova pelo informe técnico do Ministério de Minas e Energia
(2019), no qual consta que o Brasil importou cerca de 9 milh6es de toneladas de
fertilizantes nitrogenados em 2018. Caso melhorias ndo sejam realizadas para a
reducdo das perdas de nitrogénio e seu melhor aproveitamento pelas plantas, o

desperdicio desse recurso valioso ira aumentar e também o0s riscos e danos que 0s
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residuos do mesmo ocasionam a saude humana e a todo o ecossistema segundo
Natural Research Council (1989, apud, EPSTEIN & BLOOM 2004).

Dentro desse contexto tem se a importancia do uso de inoculantes e da
coinoculagdo para as plantas, principalmente em algumas espécies das familias
Poaceae e Fabaceae, sendo que para essa Ultima familia h& inoculantes capazes de
eliminar totalmente ou parcialmente o uso de fertilizantes nitrogenados, suprindo essa
demanda de forma sustentavel.

O nitrogénio atmosférico, apesar de ser muito abundante, é pouco acessivel
para os organismos vivos, devido a sua tripla ligacdo covalente. Nesse contexto sé&o
necessarios diversos processos de transformacdo para quebrar essas ligacdes, as
guais ocorrem na atmosfera e no solo, exigindo uma grande quantidade de energia.

No ciclo biogeoquimico do nitrogénio, as trés formas principais de adi¢cao do
elemento ao sistema sé&o: fixacdo atmosférica, fixacdo industrial e fixacdo bioldgica.
As duas ultimas convertem o nitrogénio molecular a aménia (NHz) ou amonio (NH4").

Na fixacdo industrial o nitrogénio (N2) e o hidrogénio (Hz) moleculares séo
submetidos a elevadas temperaturas (400 a 600 °C) e altas pressdes (20-40 MPa) em
um catalisador metélico (usualmente ferro), esse processo € denominado de Harber-
Bosche, que foi desenvolvido no decorrer da primeira guerra mundial, € que se
fabricam os fertilizantes nitrogenados.

A fixacdo atmosférica se da por meio de relampagos, sendo essa via
responsavel por cerca de 8% do N do ciclo. Nesse processo, ha converséo do vapor
de agua e oxigénio em radicais hidroxilas livres altamente reativas, que “atacam” a
molécula de N para formar &cido nitrico (HNOs), o qual sera conduzido para o solo por
meio de precipitacdo. Também se tem um adicional de 2% do N fixado naturalmente
gue é derivado de reacdo fotoquimica entre o oxido nitrico gasoso e o ozénio,
produzindo acido nitrico. O restante do N naturalmente fixado (90%) séo fornecidos
pela FBN, cujo processo é realizado por bactérias simbidticas e de vida livre.

A fixacdo natural (soma entre a fixacdo atmosférica e biolégica) de N equivale

a uma taxa de 190x10% gramas de N por ano (figura 1).
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Processo Definicao Taxa (10" g-ano™)
Fixacao industrial Conversao industrial de nitrogénio molecular a aménia 80
Fixacao atmosférica Conversao por relampagos e fotoquimica de nitrogénio 19
molecular a nitrato
Fixacdo bioldgica Conversao de nitrogénio molecular a amoénia, por procariotos 170
Aquisi¢do por plantas Absorcgéo e assimilacao de aménia ou nitrato pelas plantas 1200
Imobilizacao Absorcao e assimilagcdo microbiana de aménio ou nitrato
Amonificacao Catabolismo de matéria organica do solo em aménio, por bactérias
ou fungos
Nitrificacao Oxidagao bacteriana (Nitrosomonas sp) de aménio a nitrito e
subseqlente oxidacao bacteriana (Nitrobacter sp) de nitrito a
nitrato
Mineralizacao Catabolismo por bactérias ou fungos de matéria organica do solo

em nitrogénio mineral, por meio de amonificagdo ou nitrificacdo

Volatilizacao Perda fisica de amoénia gasosa para a atmosfera 100
Fixacao de aménio Incorporacao fisica de amonio em particulas do solo 10
Denitrificacao Conversao bacteriana de nitrato a 6xido nitroso e nitrogénio 210
molecular gasoso
Lixiviacao de nitrato Fluxo fisico de nitrato dissolvido em agua subterranea para fora da 36
camada superior do solo e eventualmente, em diregcdo aos
oceanos

* Os organismos terrestres, o solo e 0s oceanos contém cerca de 5,2 x 10" g, 95 x 10" g e 6,5 x 10" g, respectiva-
mente, de nitrogénio orgénico que esta ativo no ciclo. Assumindo que a quantidade de nitrogénio molecular at-
mosférico permanece constante (isto €, entradas = saidas), o tempo de residéncia médio do nitrogénio em formas
organicas € cerca de 370 anos [(tamanho do reservatério)/ (fixacdo do que entra) = (5,2 x 105 g + 95 x 105 g) /(80 x
1012 g.ano—1 + 170 x 1012 g.ano—1)]. Fonte: Com base em Schlesinger, 1997.

Figura 1: Principais processos que fazem parte do ciclo biogeoquimico de N.
Fonte: Epstein & Bloom,2004 com base em Schesinger, 1997.

2.3 FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

A fixac&o bioldgica do nitrogénio (FBN) é um processo natural que consiste na
conversdo do nitrogénio molecular (N2) a outras formas amoniacais principalmente
amoénia (NHz) e amdnio (NH4").

Em nivel mundial, dados estimam que a quantidade de nitrogénio fixada
biologicamente varia de 139-170 milhdes de Mg ano? ja a fixagdo quimica por
fertilizantes nitrogenados contribui com estimados 65 milhdes Mg ano’,
demonstrando a quao vantajosa é a substituicdo de fertilizantes nitrogenados por

bactérias fixadoras de nitrogénio, sendo que esse manejo sO na cultura da soja
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representa uma economia em torno de 7,46 bilhdes de reais na agricultura brasileira
(MOREIRA,2008).

Esse processo pode ocorrer por meio de um grande espectro de bactérias do
solo, sendo esses géneros separados entre fixadores simbiontes de nitrogénio, tendo
como principais géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, e fixadores de vida livre, como,
por exemplo, os géneros Azotobacter, Azospirillum e Bacillus. Ambos os grupos
realizam a FBN utilizando a enzima nitrogenase como redutora e catalisadora da
reacdo, porém o ciclo ocorre de formas diferentes e, conforme condi¢bes, podem
gerar outros produtos. Na (figura 2 e tabela 1) podem ser vistas algumas diferencas,

sumarizadas, entre 0s dois processos.

Reacao Processo

N, — NH, Fixacao de nitrogénio
N.O — N, + H.O
N, — N, + NH,
C.H, — C_H,

2 H — H,

ATP — ADP + P,

Reducao do oxido nitroso
Reducao de azida
Reducao do acetileno
Producao de H.

Hidrolise de ATP

Fonte: Burris, 1976

Figura 2: Reacdes catalisadas pela nitrogenase
Fonte: Epstein & Bloom,2004 adaptado de Burris,1976.

Quadro 1: Principais diferencas entre bactérias associativas e ndo associativas.

Bactérias simbiontes (Bradyrhizobium)

Bactérias de vida livre associativas (Azospirillum)

Bactéria ndo possui a enzima nitrogenase fora da
rizosfera, a mesma s6 é gerada quando a
bactéria se encontra no interior do nédulo, sob a
forma de bacterdide. Processo é anaerdébico.
Porém a bactéria é aerobica.

Possui a enzima nitrogenase em sua célula.
Sendo essa bactéria aerobica.

N&o fixa nitrogénio sem estar associada a planta

Fixa nitrogénio sem estar associada a planta

Penetram nos pelos radiculares e formam
nodulos

Penetram nos pelos radiculares, mas néo
formam nédulos

Para fixar nitrogénio precisa da formacdo de
nédulos

Fixam nitrogénio independente da formacéo de
nédulos

A planta tem um papel fundamental na regulacéo
e funcionamento dos nddulos

Planta tem um papel menos importante na
regulacéo da associacao

Fonte: ANPII- Associacdo Nacional dos Produtores de inoculantes, 2019.




17

2.3.1 Fixacao Simbidtica de Nitrogénio

Dentro desse grande espectro de microrganismos alguns formam associacoes
simbiontes com a rizosfera das plantas, principalmente as pertencentes a familia
Fabaceae. Essas bactérias sdo denominadas coletivamente de rizobios, grupo que
inclui a espécie Bradyrhizobium, principal responsavel pela FBN na cultura da soja.

Esse processo de fixagéo ocorre por meio do complexo da enzima nitrogenase,
a qual catalisa essareacdo N2+ 8 e+ 8 H + 16 ATP = 2NHs+H2+16ADP+16PI.

A enzima nitrogenase pode ser dividida em dois componentes principais, as
proteinas Fe e MoFe. Dentro desse contexto, a proteina Fe € a menor, contando com
duas subunidades idénticas, cada unidade possuindo um agrupamento (4Fe e 4S5%),
0S quais participam e contribuem para o processo de oxirreducéo e converséo do N2
a NHs. J& o complexo da proteina MoFe possui quatro subunidades, sendo que cada
uma dessas possui duas aglomeracdes de Mo-Fe-S (EPSTEIN & BLOOM, 2004).

Seguindo esse complexo a ferredoxina entra com a funcédo de doar elétrons
para a proteina Fe (figura 3), a qual hidrolisa a moeda energética adenosina trifosfato
(ATP) e reduz a proteina MoFe, essa por fim reduz a N2e a NH3 (EPSTEIN & BLOOM,
2004).

Complexo da enzima nitrogenase

Proteina Fe Proteina MoFe

Produtos
2 NH;, H,

Ferredoxina,,

Substrato
N,, 8 H*

Ferredoxina, 4 I

16 @)

Figura 3: Reacao de reducao catalisada pela nitrogenase: Ferrodoxina reduz a proteina Fe. A ligacao
e hidrolise de ATP da proteina Fe é considerada causadora de uma mudanca na conformacao de tal

proteina, facilitando as reacdes de oxi-reducdo. Fonte: Epstein & Bloom,2004.
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Segundo Evans et. Al. (1988, apud, EPSTEIN & BLOOM, 2004) sob condicdes
normais a nitrogenase também reduz H+ a H2 gasoso e esse processo pode competir
com a reducdo de N2. Dessa forma, de 30 a 60% da energia que o rizébio fornece
para nitrogenase pode ser perdida como hidrogénio molecular (Hz2), prejudicando
diretamente a FBN (Schubert, Lennigs e Evans, 1978).

Esse processo deve ocorrer na auséncia de oxigénio, ou seja, de forma
anaeroébica, porque tanto a proteina Fe e como a MoFe sao inativadas de forma
irreversivel quando em contato com o oxigénio.

A nitrogenase funciona sobre condicGes anaerdbicas, porém, a bactéria acaba
criando um ambiente externo com 21% de oxigénio para manter o rizébio vivo, ja que
esse microrganismo faz respiracdo aerobica para obtencdo de energia (EPSTEIN &
BLOOM, 2004). Acrescenta-se que esse processo de regulacdo da permeabilidade
gasosa € uma caracteristica importante da familia Fabaceae a qual mantem um nivel
de oxigénio interno suficiente para respiracdo do rizébio, porém baixo para evitar a
inativacao da nitrogenase.

Para esse controle interno de oxigénio, os nédulos contém uma proteina heme
a qual se liga ao oxigénio, sendo chamada de leghemoglobina. Essa proteina esta
presente no citoplasma da célula nodular caracterizando a colora¢ao rosada do rizobio
e sinalizando que essa estrutura esta funcional e ativa. A planta hospedeira produz a
porcdo globina da leghemoglobina em resposta a infeccdo da rizosfera ja a bactéria
simbionte produz a por¢cdo heme formando essa hemoproteina. Segundo Denison e
Harter (1995, apud, BRADY; WEIL, 2013), a principal fungdo desse componente seria
facilitar a difusdo de oxigénio para as células bacterianas simbiontes aerdbicas, ou
seja, € um meio de proteger a enzima nitrogenase do oxigénio livre (BRADY; WEIL,
2013).

A infeccdo da planta hospedeira pelas bactérias ocorre em primeiro estagio
devido a liberacao de exsudatos da raiz, principalmente (iso)-flavonoides e betainas,
Oou seja, por resposta quimiotatica, como exemplifica a figura 4. Esses atrativos
acabam ativando proteinas especificas dos rizobios conhecidos como NodD, o qual
acaba transcrevendo a producao de outros genes Nod com funcdes distintas nesse
processo de simbiose, sendo a principal funcao facilitar a ligacéo do rizébio as paredes

celulares de um pelo radicular.
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Fatores Nod sdo moléculas sinalizadoras oligossacarideas de lipo-quitina, que
geralmente séo similares em estrutura. Os tamanhos dos nddulos vao se adaptando
conforme a necessidade de nitrogénio e estadio em que a planta infectada se
encontra.

O processo de nodulacdo ocorre aproximadamente duas horas apds o contato
da bactéria com as raizes. Sendo que os nodulos primarios se desenvolvem em
regides de alongamento e nas zonas dos pelos radiculares, considerada a regiao
preferencial para a infeccao da bactéria fixadora (FAGAN, 2007).

(A)

A) Ligacdo dos rizébios ao pelo
radicular, levando o mesmo a se
curvar. Degradam a parede do pelo
radicular e formam uma veia de
efh infeccao.

s libis B) Veia de infeccdo penetra no
AL = cortex da raiz.

C) Os rizébios entram em uma
célula cortical, estimulam a divisdo
celular e tornam-se bacteroides.

D) N6dulo formado

Células ;
corticais N | & b, & I

B
&t pélo ‘\
] L | / radicular

Rizobios

(B8)

Bacterdide

(D)

Figura 4: Processo de infecgdo e desenvolvimento de um nédulo na rizosfera de plantas da familia
Fabaceae. Fonte: Epstein & Bloom,2004.

7z bY

O processo de FBN é semelhante a producdo de nitrogénio industrial
produzindo amoénia (NHz3) a partir de hidrogénio (Hz) e nitrogénio (N2) molecular. Ja os
procariotos que realizam a fixacado de N2, em contraste com os processos industriais,
conduzem essas reacdes por meio de temperatura e pressdo do ambiente. O

processo de reducado do N2 a NHs e posteriormente NH4* pela planta ocorre devido a
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simbiose entre as bactérias Bradyrhizobium elkanii ou Bradyrhizobium japonicum e a
raiz da cultura. Com essa associa¢ao, as bactérias formam estruturas denominadas
de ndédulos nas raizes que conseguem captar o N2 da atmosfera, sendo quem realiza
a primeira etapa da conversdo sSd0 esses microorganismos por meio da enzima
nitrogenase. Ocorre a reducdo do N2 em NHs, apos essa reducdo o NHs é absorvido
pelo nédulo onde 0 mesmo incorpora rapidamente moléculas de H*, transformando o
NHs em NH4" que se distribui pela planta hospedeira fornecendo nitrogénio de
diversas formas para a mesma (HUNGRIA et al, 2007).

Essas bactérias podem ser aplicadas no tratamento das sementes, de
preferéncia, imediatamente antes da semeadura da cultura. Ja existem também
sistemas especificos nas semeadoras que permitem aplicar os inoculantes com jato
dirigido diretamente no sulco de semeadura.

Dessa forma, a aplicacao de inoculantes no solo é de suma importancia para o
enriquecimento de N do mesmo, levando em consideracao que esse processo fixa até
372 kg N hat ano para cultura da soja, suprindo a necessidade desse nutriente e
tornando desnecessario o uso de fertilizantes nitrogenados nessa cultura (CIAMPITTI
et al, 2018).

2.3.2 Fixacdo Associativa de Nitrogénio

As associagbes entre bactérias diazotroficas e plantas leguminosas séo
denominadas comumente de fixagdo de nitrogénio associativa (EPSTEIN & BLOOM
2004).

Ao contrario das bactérias simbidticas, bactérias associativas excretam
somente uma parte do nitrogénio fixado diretamente para a planta associada. Isso
acontece apés a morte dessas bactérias e pode contribuir com aportes adicionais de
nitrogénio. Contudo, é importante salientar que o processo de fixacao bioldgica por
essas bactérias consegue suprir apenas parcialmente as necessidades das plantas
(PARANA, 2011).



21

Neste grupo se encontram as bactérias do género Azospirillum, que ganharam
grande destaque mundial a partir da década de 1970 (DOBEREINER et al., 1976),
com a descoberta pela pesquisadora da Embrapa, Dra. Johanna Ddbereiner (1924-
2000), sobre a capacidade de fixac&o bioldgica do nitrogénio dessas bactérias quando
em associacdo com gramineas (PARANA, 2011).

A localizacdo da bactéria Azospirillum na rizosfera de plantas da familia
Poeaceae ocorre de forma mais concentrada na superficie das raizes, principalmente
em torno da zona de crescimento e nos pelos radiculares (EPSTEIN e BLOOM 2004).
Segundo Siqueira e Franco (1988, apud, MELLO, 2012) ocorrem também entre
espacos intercelulares ou até dentro de algumas células da raiz e vivem sem
estabelecer relacdes simbioticas.

Esse grupo de bactérias fornece nitrogénio as plantas por meio da seguinte
reacdo N2+3H2+ ENERGIA= 2NHs, a qual é realizada pela enzima nitrogenase
(MALVOLTA,2006).

A fixacdo de nitrogénio por essas bactérias é baixa (entre 5 a 20 kg ha! ano™)
guando comparada a necessidade exigida pelas grandes culturas produtoras de
gréos, porém o suficiente para suprir esse nutriente em florestas naturais e pastagens
(BRADY e WEIL, 2013).

Os incrementos que ocorrem em grandes culturas, provém da producdo de
fitormbnios pela bactéria, os quais auxinas, citocinas e giberelinas auxiliam no
desenvolvimento da rizosfera agindo como promotores de crescimento (EPSTEIN e
BLOOM, 2004). Esses compostos também na nutricdo de plantas e produzem
sideréforos, antibidticos, geram a competicdo por nutrientes e sitios de infecgéo,
caracteristicas que influenciam no controle biolégico de patdégenos (MOREIRA et al,
2006).

A partir desses fatores também puderam ser observados efeitos no incremento
da absorcéo da agua e minerais, maior tolerancia a estresses como salinidade e seca,
resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva (BASHAN et al., 2004). Essa
associacdo nao é considerada uma simbiose verdadeira e sim uma fixagao associativa
de nitrogénio. Segundo Meert et al. (2020), a técnica de coinoculacdo aumentou
significativamente a producado da cultura da soja quando comparado com apenas a

inoculacdo. Resultados semelhantes também foram encontrados por Galindo et al.
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(2018), que observaram que o uso de coinoculacdo maior peso de graos, maior

namero de vagens por planta e maior producdo na cultura da soja.

2.3.3 A pratica de coinoculacéo

A técnica de coinoculacédo, que pressupde o uso de duas bactérias, tem
ganhado atencdo da pesquisa. Além de possuir um baixo custo quando comparado
aos demais manejos da area, apresenta resultados promissores a curto e longo prazo,
trazendo efeitos benéficos ao sistema de cultivo como um todo.

Franzen et al. (2019), estudaram a populacdo de bactérias assimbidticas na
camada dos primeiros 5 cm de solo e também a fixacdo e conversao de N pelas
mesmas, durante 6 anos, em diversas regides dos EUA e em diferentes culturas sob
dois sistemas de cultivo (sistema de plantio direto e sistema convencional). Os
resultados apontaram uma maior disponibilidade e conversdo de N por essas
bactérias, que além de converter retém o denominado N microbiano, o qual se perde
menos por lixiviacdo e desnitrificacdo. Com base nessas informacbes é possivel
concluir que no sistema de plantio direto se tem mais nitrogénio disponivel para as
plantas de forma natural no solo, comprovando a viabilidade da préatica de
coinoculacéo e possibilitando a reducéo dos custos com aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados industrializados e também os danos que 0s mesmos ocasionam ao meio
ambiente (FRANZEN et al, 2019).

2.3.4 O registro, a selecédo e a producéao de inoculantes

O inoculante, por definicdo legal, como se encontra na legislacdo do Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento-MAPA, é “todo o produto que contenha
microrganismos favoraveis ao crescimento de plantas”. Esse produto pode ser

produzido por pessoas fisicas ou juridicas, porém as mesmas sao obrigadas a
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promover o seu registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
conforme dispuser o regulamento.

No mercado os inoculantes sdo encontrados em duas formas sélidos (em po,
tendo a turfa como suporte para as bactérias) e fluidos (liquidos, com a bactéria
estabilizada em seus processos metabdlicos por protetores celulares).

A primeira etapa para a fabricacdo de inoculantes € a selecéo de estirpes, as
quais diferem entre si pela capacidade de fixar nitrogénio, capacidade de
sobrevivéncia em condicfes adversas e capacidade de competicdo com bactérias
nativas do solo também denominadas de estirpes rizobianas. Dentro desse contexto
sdo muitos anos de pesquisa realizados por 6rgaos como a Embrapa Soja, a Embrapa
Cerrados, a Embrapa Agrobiologia e Embrapa Agropecuaria de Centro Oeste, bem
como a FEPAGRO (P. Alegre, RS), UFLA e o IAC (Campinas, SP), entre outras.

O processo de sele¢ao inicia em casa de vegetagcdo, em vasos com areia e
solucdo nutritiva, apds vasos com solo e, posteriormente, testes de campo em
diversas regides do Brasil, com experimentacdo em redes, por trés ou mais anos.

ApoOs selecionadas as estirpes elas séo apresentadas na RELARE (Rede de
Laboratorios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola), onde se reunem produtores de
inoculantes, pesquisadores e 0 MAPA.

Se as estirpes apresentadas forem aprovadas é feito o registro no MAPA e,
assim, tornando-as aptas a serem produzidas. Por lei no Brasil s6 é permitida a
fabricacdo de materiais que passem por essa avaliacéo.

Estas estirpes ficam guardadas em um Banco de Estirpes, localizado na
Secretaria de Agricultura do Rio Grande do Sul - FEPAGRO, em Porto Alegre e
anualmente este banco envia as estirpes liofilizadas para as empresas registradas no
MAPA.

As estirpes sdo recebidas por produtores dentro de uma ampola, sendo essa
aberta apenas em camara asséptica (camara de fluxo laminar) para evitar a
contaminacdo. Apoés esse procedimento é repicada para tubo ou placa de Petri com
meio de cultura apropriado, onde a bactéria ira se desenvolver. A seguir, vai sendo
desenvolvida sempre em maior escala, até chegar aos fermentadores para ser

cultivada em grande volume de meio de cultura liquido.
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Conforme a industria, ha fermentadores de diversos tamanhos, podendo variar
de 200 a 2.000 L ou mais. Estes fermentadores sdo aerados com ar filtrado em filtros
absoluto, sendo o caldo permanentemente agitado, visando de obter uma boa
homogeneizac¢do do crescimento bacteriano.

Apbs o caldo atingir uma elevada concentracédo (acima de 5x10° bactérias por
mL), é feita a segunda etapa do processo que é a mistura com a turfa (inoculante em
pd) ou com os protetores celulares (inoculante liquido) (ANAIS DA XVII RELARE,
2016).

No caso do soélido, a turfa é extraida da jazida, seca, moida e tem seu pH
corrigido. A seguir € embalada ja na embalagem final e enviada para esterilizacéo por
raios gama, visando eliminar todos os microrganismos ali existentes, ficando apta a
receber a cultura do rizébio que crescera livre de competicdo e antagonistas. Como
operacgdo seguinte, o caldo é injetado nos pacotes e o inoculante ficara alguns dias
em maturagdo para que a bactéria se desenvolva na turfa.

Ja no inoculante liquido, a bactéria € misturada com substancias protetoras,
também esterilizadas, e em sequéncia vao para as embalagens finais, que podem ser
frascos ou sachés, conforme a empresa.

Todas estas operacdes sao de extrema complexidade e devem ser executadas
por pessoal especializado e em ambientes dotados da maior assepsia, pois o risco de
contaminacgao por microrganismos do ar é muito grande.

O inoculante hoje é regulado por lei especifica e por diversas portarias do
MAPA, visando garantir que o produto chegue dentro das condi¢cfes especificadas as
maos do agricultor. Os fiscais do Ministério fiscalizam rigorosamente as empresas de
inoculantes, coletando amostras que sao enviadas ao laboratorio de referéncia para
andlise oficial. As empresas que tiverem amostras fora do padrdo poderdo ser
penalizadas por multas, embargo do produto ou até suspensdo ou cassacdo do
registro (ARAUJO & VASCONCELOQOS,2016).

Para obter registro, um inoculante devera garantir no minimo 1x10° (um bilh&o)
de células de Rhizobium ou Bradyrhizobium por grama ou mL de produto até o final
do prazo de validade, que ndo poderd ser menor que seis meses. Cada empresa
podera registrar qualquer concentracdo acima desta, garantindo-a até o vencimento.

O inoculante também devera ter um baixo nivel de contaminantes. A legislacéo exige
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gue o inoculante ndo apresente contaminantes abaixo da diluicdo 1x10° (ANAIS DA
XVII RELARE, 2016).

2.4 COBALTO E MOLIBDENIO NA CULTURA DA SOJA E A SUA RELACAO COM
A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO.

O cobalto é um metal originado principalmente da cobaltina e encontra-se
abundantemente em minerais e rochas no solo. Seu teor no solo se encontra em
média de 10-15 mg kg, com maior propor¢do nos horizontes ricos em matéria
organica e argila (MALAVOLTA, 2006).

Esse micronutriente tem sido aplicado via tratamento de sementes e via foliar
no Brasil, em conjunto com o molibdénio. E absorvido pelas raizes na forma de Co?*,
considerado mével no floema, fato que também viabiliza a aplicacdo foliar. E
considerado elemento quimico essencial para as plantas da familia Fabaceae pois
esta diretamente ligado a sintese de cobalamina e leghemoglobina nos rizébios, o que
tem reflexos na FBN (SFREDO et al, 2010).

O cobalto também ativa varias enzimas entre elas a isomerase da metilmalinil
Cba, a qual participa da biossintese dos nucleos pirrélicos, os quais estao presentes
em quantidades significativas na clorofila, ou seja, em todas as plantas verdes
(MALVAOLTA, 2006). O Co também tem relagdo com a inducéo a absorcao de niquel,
gue é a enzima urease, encontrada em quase todos 0s solos e possui funcdo de
hidrolisar rapidamente a ureia liberando de gas carbdnico (CO2) e NH3z (MOREIRA et
al, 2006).

O Co também € essencial para a fixagdo de N2 por bactérias de vida livre e
como citado anteriormente e em sistemas simbi6ticos por fazer parte da vitamina B12
a qual é essencial para a biossintese da leghemoglobina (MALAVOLTA, 2006).

As ultimas recomendac@es para cobalto foram testadas em 2003 pela Embrapa
Soja, recomendando de 2 a 3 g ha? para aplicacdo via semente e foliar.

Conforme Krauskopf (1972), o molibdénio € um anion no solo e tem sua

disponibilidade aumentada com o pH. Os minerais que mais possuem esse metal sdo
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sulfeto molibdenita, molibdatos entre outros. O seu teor no solo é consequéncia da
sua concentracdo na rocha mae que a partir do intemperismo vai liberando esse metal.
Outras fontes de Mo no solo derivam de acdo antropogénica seja pela queima de
combustiveis fosseis, fundi¢cdes, aplicacéo via tratamento de sementes e via foliar em
culturas, e lodo de esgoto (MALAVOLTA,2006). Numa escala mundial esse metal se
encontra na faixa de 1 a 2 mg kg no solo. Quando o valor do pH do meio for igual ou
maior que 5,0 o molibdénio é absorvido pelas plantas, principalmente, como molibdato
(MoO4%-).

O molibdénio tem média mobilidade no floema e mais de 58% do Mo requerido
pela soja é absorvido nos primeiros 45 dias de desenvolvimento da cultura. Por ser
muito moével na planta os sintomas de sua deficiéncia aparecem nas folhas mais
velhas. Estes sintomas séo caracterizados por plantas amareladas e folhas jovens
retorcidas, com manchas necroticas nas margens dos foliolos semelhantes ao do
nitrogénio (SFREDO et al, 2010).

Esse micronutriente € um cofator na enzima nitrogenase, redutase do nitrato e
oxidase do sulfeto e esta diretamente relacionado ao transporte de elétrons durante
as reacgfes bioquimicas. Entdo, considera-se o Mo diretamente relacionado com o
metabolismo do N, participando da FBN e da reducéo do nitrato. Estudos também
indicam que plantas bem nutridas desse nutriente tem mais proteinas e acidos
nucleicos, produzindo mais exsudatos que instigam a proliferacdo de grupos de
bactérias na rizosfera, aumentando a deposicao e decomposi¢cédo de matéria organica
e fornecendo mais nutrientes entre eles indiretamente o nitrogénio (MALAVOLTA,
2006).

As Ultimas recomendacdes para molibdénio foram testadas em 2003 pela
Embrapa Soja, cuja recomendacéo é de 15 a 25 g ha! para aplicacdo via semente e
foliar.

Estudos indicam resultados positivos da aplicacdo de CoMo tanto em
componentes de rendimento quanto no teor de N foliar em diversas culturas. Na
cultura da soja o cobalto aplicado de forma isolada ndo apresentou resultados
significativos no rendimento de graos (SFREDO et al, 2010). Assim, € importante a
aplicacdo de ambos micronutrientes em conjunto devido a sua importancia para a

fixacdo de nitrogénio, levando em consideracdo que a resposta da soja a esses
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nutrientes depende das caracteristicas de cada solo e presenca quantitativa dos
mesmos (SFREDO et al, 2010).

3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido na &rea didatica experimental do Instituto Federal
de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul - Campus Ibiruba, localizado
a 28°39'2.45"S de latitude, 53° 6'23.43"0 de longitude e altitude de 466 m.

O solo da area é classificado como Latossolo Vermelho Distréfico tipico que
séo solos derivados do basalto da formacao da serra geral, de textura muito argilosa
e com elevados teores de Fe20s.

Segundo o sistema de Koppen, o Rio Grande do Sul se enquadra na zona
fundamental temperada ou "C" e no tipo fundamental “Cf" ou temperado umido. No
Estado este tipo "Cf" se subdivide em duas variedades especificas, ou seja, "Cfa" e
"Cfb". Sendo na regido do municipio de Ibiruba, temperado com caracteristicas de
subtropical umido “Cfa”.

Previamente a instalacdo do experimento foram realizados manejos de
dessecacdo da aveia preta, e controle de plantas daninhas com a utilizacdo de
pulverizador hidraulico com pontas leque simples, plano angulado modelo Hypro 3D
— 020, a uma presséo de 2,0 bar atingindo uma vazéo de 100 L ha! a uma velocidade
de 7,5 km hl. Para esse manejo utilizou-se a técnica de aplicacdo sequencial de
herbicidas, consistindo em uma eficiéncia maior no processo com uma palhada
uniforme facilitando a semeadura. Na primeira aplicacao realizada foi Glifosato 3,5 L
hal+ 2,4D 1,8 L ha! + Cletodim 0,4 L ha' e para a aplicacdo sequencial Imazetaphir
1L hat.

A recomendacéao de adubac&o quimica foi realizada baseando-se no resultado
laboratorial das andlises de solo, o qual foi amostrado nas camadas de 0 a10e 10 a
20 cm (Tabela 1). Somente os resultados da canada de 0-10 cm foram utilizados para
calcular a adubacdo. De posse do laudo, foi necessaria apenas a aplicagdo de

potassio (K), sendo utilizado na forma de cloreto de potassio (KCI), cuja formula € 00-
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00-60, na dose de 133,00 kg ha' o equivalente a 80 kg ha?' de K-Os a lanco
manualmente de acordo com o Manual de Adubacédo e Calagem para os estados do

RS e SC, visando 4,8 t ha't como estimativa de rendimento de gréos de soja.

Tabela 1 : Propriedades quimicas do solo na camada de 0-10 e de 10-20cm de profundidade, da area
experimental do IFRS-Campus lbirub4. Ibiruba-RS, 2019.

PROF. Argila pH agua P K Al Ca Mg M.O. V Co Mo
cm % mg dm™ cmolc dm3 % mg kg
0-10cm 54 5,7 51 136 0 586 294 2,7 655 24,49 165,22
10-20cm 66 5,5 20 55 0 526 262 23 29 21,77 55,07

A semeadura do experimento foi realizada no dia 24/10/2019, utilizando uma
semeadora da marca Vence Tudo composta por 7 linhas e espacamento entre linhas
de 45 centimetros. O numero de sementes depositadas foi baseado nas
recomendacdes do portifélio da empresa detentora e calculada seguindo o laudo de
germinacao e vigor resultando na densidade de 18 sementes por metro linear da
cultivar de soja DM 53i54 IPRO. As sementes foram tratadas on farm, em maquina
dosadora por canecos. A calda do tratamento foi composta por fungicidas Fludioxonil
(25 g L1) + Metalaxil-M (37,5 g L'Y) 2 mL kg, inseticida Fipronil (250 g L't) 2 mL kg?
e agua 1 mL.kg™.

As parcelas foram dimensionadas em 7 linhas de semeadura x 6 metros de
comprimento, correspondendo a 18,9 m?, totalizando uma &area experimental de
680,40 m2. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, em arranjo
experimental de faixas, com 12 tratamentos em 3 blocos/repeticdes. Os tratamentos

estao descritos no (quadro 2).
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Quadro2: Tratamentos aplicados no experimento contendo cada um 3 repeticdes totalizando 36
arcelas.

. Sem inoculante + Testemunha

. Sem inoculante + CoMo TS

. Sem inoculante + CoMo V3-V4

. Sem incoulante + CoMo TS + CoMo V3-V4

. Bradyrhizobium elkanii + Testemunha

. Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS

. Bradyrhizobium elkanii + CoMo V3-V4

. Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS + CoMo V3-V4

. Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + Testemunha

10. Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + CoMo TS

11. Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + CoMo V3-V4

12. Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense + CoMo TS + CoMo V3-V4

*TS- tratamento de sementes

*CoMo- produto a base de cobalto e molibdénio

*V3-V4- estédios fenoldgicos onde foi aplicado o produto terceiro no visivel e quarto né visivel.

OO N|O(OARIWINF

Para os tratamentos que incluiam a aplicagcdo dos micronutrientes cobalto e
molibdénio (CoMo) via tratamento de sementes, o molibdato de sédio 130 g L? e
sulfato de cobalto 13 g L, foram adicionados ap6s o tratamento de sementes com
fungicidas e inseticidas, sendo feito individualmente em cada tratamento com uma
seringa, na dose de 2 mL kg de semente.

Por dltimo, imediatamente antes da semeadura foram realizadas as
inoculacdes. As bactérias utilizadas foram do género Azospirillum brasiliense estirpes
ABV5 e ABV6 com garantia de 2x108 UFC mL™, na dose de 2 mL kg* resultando em
74.055,55 células viaveis por semente, e Bradyrhizobium elkanii, estirpes semia-587
e semia-5019 com garantia de 5x10° UFC mL, na dose de 2,5 mL kg resultando em
2.315.673,45 células viaveis por semente, ambos produtos de natureza fisica liquida
e dosados com seringa. Em diversos testes essas estirpes demonstraram a melhor
capacidade de fixacdo de nitrogénio e desenvolvimento radicular de fabaceaes e
poaceaes, sendo assim as estirpes mais comuns utilizadas a nivel de campo
apresentando uma alta capacidade de competicdo com bactérias nativas do solo o
gue acabou acarretando na sele¢cdo das mesmas para uso no trabalho.

Nos tratamentos que envolviam a aplicacdo foliar de CoMo, a operacédo foi
realizada com um pulverizador costal com bico tipo leque e vazédo média de 120 | ha

!, na dose de 200 mL ha™. Esse manejo foi realizado em 28/11/2019, 35 dias apés a
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semeadura quando a cultivar encontrava se nos estadios V3-V4 identificados quando
a planta apresentar quatro nos visiveis e trés trifolios totalmente abertos.

Aos 50 dias apo6s a semeadura (DAS), quando as plantas encontravam se em
estadio fenoldgico V5-V6 foi realizada a primeira etapa de avaliages, sendo essas,
massa seca de raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSA), nimero de ndédulos
(NN) e massa seca de ndédulos (MSN). Para essa avaliacdo foram coletadas, com
auxilio de pa de corte, 10 plantas de forma casual em cada parcela. Para a avaliacao
de matéria seca da parte aérea e radicular, a planta de soja foi cortada na regido do
colo do caule a qual divide parte aérea e raiz. ApOs a coleta e separacgdo foi realizada
a lavagem das raizes em agua corrente sobre uma peneira para evitar a perda de
nédulos e objetivando remover o excesso de solo, para facilitar a coleta e separacao
dos nodulos. Posteriormente, esses materiais (raizes e parte aérea) foram colocados
na estufa 65°C até se obter o peso constante. Apés, o material foi retirado da estufa
e realizou-se a pesagem, utilizando uma balanca analitica para os nédulos e balanga
digital para os demais componentes.

A colheita da soja foi realizada dia 03/03/2020 de forma manual, sendo
coletadas as 3 linhas centrais do experimento em 3 metros de comprimento
(totalizando uma area de amostragem de 4,05 m?). As plantas coletadas foram
trilhadas e subsequentemente avaliados o0s componentes de rendimento:
produtividade (P) da soja em kg ha* e peso de mil grdos (PMG). Também foi realizada
a coleta de 5 plantas por parcela para contar o nUmero de vagens e graos por vagem
(NVG). Para a estimativa da produtividade, foi realizada a corre¢édo de impureza e de
umidade a 13%. A umidade dos gréaos foi determinada usando medidor Motonco
modelo 919S, sendo usados 250 g de grdos por amostra. Para peso de mil graos,
procedeu-se a contagem manual de gréos, e quantificacdo da massa.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando significativos pelo
teste F foram submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p<0,05).
Utilizou-se o software Sisvar (FERREIRA, 2019).
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Ao analisar as variaveis de massa seca de raizes (MSR), massa seca de parte

aérea (MSPA), niumero de ndédulos por planta (NNP) e massa seca de nddulos por

planta (MSNP), como podem ser visualizados na (tabela 2), a Unica variavel a

apresentar diferenca significativa a 5% de significancia foi a massa seca de nédulos

por planta (MSNP).

Tabela 2: Massa seca de parte aérea e de raizes somadas as variaveis relacionadas a nodulacéo (n°
de nodulos por planta e massa seca de nédulos por planta) em soja cultivada em sistema de semeadura
direta usando diferentes aplicagcdes de inoculantes e cobalto e molibdénio. Ibirubd, RS, safra

2019/2020.
Massa seca N° de Massa seca
Massa seca
Tratamentos de parte i nédulos  de nédulos
i de raizes(g)
aérea(qg) por planta planta (mg)
1.Sem inoculante + testemunha 85,16 ns 20,03 ns 18,50 ns 64,53 ab
2.Sem inoculante + CoMo TS 103,60 21,46 18,26 57,19 ab
3.Sem inoculante + CoMo V3-V4 91,03 20,76a 22,20 82,55 a
4.Sem incoulante + CoMo TS + CoMo V3-
76,86 17,66 18,00 56,92 ab
V4
5.Bradyrhizobium elkanii + Testemunha 91,96 19,30 18,26 51,99 ab
6.Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS 95,86 19,76 17,63 59,32 ab
7.Bradyrhizobium elkanii + CoMo V3-V4 100,53 22,53 19,40 68,57 ab
8.Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS +
96,73 21,83 15,30 50,46 b
CoMo V3-V4
9.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum
- 121,73 23,70 19,83 55,84 ab
brasiliense + Testemunha
10.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum
87,73 18,80 16,70 72,43 ab
brasiliense + CoMo TS
11.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum
- 83,80 19,03 22,00 49,47 b
brasiliense + CoMo V3-V4
12.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum
- 98,56 20,90 18,40 62,42 ab
brasiliense + CoMo TS + CoMo V3-V4
CV (%) 18,57 16,82 24,64 17,52
MEDIA 94,47 20,48 18,7 60,97

ns: média n&o significativo pelo teste F.
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Salienta-se que as variaveis apresentadas na tabela 2 foram as que
apresentaram maior dificuldade durante a coleta, pois é necessario muito cuidado na
amostragem de raizes e de nodulos. Normalmente os estudos que abordam essas
avaliacdes séo conduzidos em casa de vegetacdo em vasos com areia e substratos,
visando facilitar a coleta de raizes para manter o maior numero de componentes da
mesma para a amostragem (DE OLIVEIRA et al, 2018; FACHINELLI et al, 2020). O
presente experimento foi conduzido em condicdo de campo em um Latossolo que
predominava a fragdo argila, assim, raizes mais finas e alguns noédulos podem ter
permanecido no solo e nédo terem sido computados na determinagdao. No entanto,
como os cuidados foram padrdes, se pressupfe que 0 erro associado a essas
consideracgdes tenha sido 0 mesmo para todos os tratamentos.

Embora néo tenha ocorrido diferencas significativas nas avaliacdes, as médias
variaram tanto nos tratamentos quanto nas variaveis testadas podendo se observar
gue na massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raizes (MSR), os valores
variaram entre 76,86 g e 121,73 g para MSPA e 17,66 g a 23,70 g MSR, demonstrando
gue o tratamento 9 composto por Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense +
Testemunha foi 58,37% maior em MSPA e 34,20% em MSR que o tratamento 4, onde
nao foi realizada a inoculacdo e foram realizadas aplica¢cdes de cobalto e molibdénio
no tratamento de sementes e em aplicacéo aérea nos estadios fenoldgicos V3-V4.

Referente a nodulacéo, foi possivel observar em estudos que um parametro
para identificar se ocorreu uma boa infeccdo na raiz da soja é se ter um numero de 15
a 30 nodulos viaveis ou o equivalente ao peso de 100 a 200 mg de nddulos secos por
planta, portando um tamanho igual ou superior a 2 mm (HUNGRIA et al,2017). Ja
estudos mais recentes demonstram que um numero maior de nédulos resulta em
melhor eficiéncia sendo computados até 58 nédulos por planta em situacéo de estudo
sob estresse hidrico (CEREZINI et al, 2020), j& em situacdo onde ndo se teve a
inducdo ao estresse hidrico o numero de nodulos chegou a 113 por planta
(FERREIRA, 2019), outro estudo realizado por (BIRELO et al, 2015) apresentou até
281 nodulos. Dentro deste contexto os resultados do trabalho apresentaram um
numero baixo de nédulos oscilando de 15,30 NNP no tratamento 8 Bradyrhizobium

elkanii + CoMo TS + CoMo V3-V4 até 22,20 no tratamento 3, sem inoculante + CoMo
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V3-V4. Essa variavel ndo apresentou resultados significativos estatisticamente, porém
foi possivel observar uma diferenca de 45,09%.

Referente a massa seca dos nddulos por planta, o tratamento 3 sem inoculante
+ CoMo V3-V4 82,55 mg foi superior ao tratamento 8 Bradyrhizobium elkanii + CoMo
TS + CoMo V3-V4 50,46 mg e tratamento 11 Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum
brasiliense + CoMo V3-V4 49,47 mg, e os demais néao diferiram entre si. Porém mesmo
havendo essa significancia, os valores de massa foram inferiores aos encontrados em
outros estudos (HUNGRIA et al, 2007, CEREZINI et al, 2020).

Esse resultado remete a observacdo de que houve uma baixa eficiéncia de
infeccdo pelas bactérias inoculadas na presente safra, o que pode ter ocorrido
principalmente devido as adversidades climaticas no inicio e decorrer do
desenvolvimento da cultura. Também existe a hipotese de se ter uma populagcéo de
rizébios no solo em razao de sucessivos cultivos da cultura de soja e que essas sao
capazes de colonizar as raizes e garantir a FBN interferindo diretamente nos
resultados como verificou Campos et al, (2006).

Ainda, essa observacéo evidencia que mesmo o solo estando com niveis altos
de cobalto e molibdénio, ocorreram incrementos quando feita a aplicacdo do produto
de forma aérea V3-V4, observando-se também resultados melhores, porém néo
significativos em MSR e NNP. Alguns autores obtiveram resultados positivos na
aplicacdo desses micronutrientes observando aumentos de até 240 kg ha' de gréos
(NETO et al, 2012). Em outros estudos, resultados positivos quanto ao teor desses
micronutrientes em gréos, folhas e producéo, n&o significativos estatisticamente,
também foram observados, porém, apresentaram uma producéo de 140 kg ha! a mais
guando comparado a testemunha (GRUBERGER, 2016).

Os demais dados apresentados na tabela 3 referentes a produtividade (P),
namero de gréos por vagem (NGV) e peso de mil graos (PMG) ndo apresentaram
influéncia significativa dos tratamentos. De forma geral todas as analises realizadas
apresentaram valores médios baixos quando comparados aos estudos de Bulegon et
al, (2016); Zuffo et al, (2018), onde foram obtidas producdes de até 4.865 kg ha'. Nas
condi¢cdes desses trabalhos ndo ocorreram estresses abidticos, como excesso e
déficit hidrico que reduzem a infec¢ao de bactérias na raiz. O déficit reduz a atividade

de enzimas como a nitrogenase e demais processos fisiolégicos, chegando a niveis
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de 35% a menos de biomassa e 47% de nddulos quando comparado a plantas
inoculadas que ndo sofreram estresse hidrico (CERIZINI et al, 2020). J& 0 excesso de
chuvas que ocorreram no inicio do desenvolvimento da cultura, pode ter reduzido os
niveis de oxigénio no solo afetando também a viabilidade da bactéria, que é aerdbica,
e 0 seu potencial inicial de infeccéo (LIMA et al, 1998, MOREIRA et al, 2019).

Tabela 3: Componentes de rendimento da cultura da soja, nUmero de grdos por vagem (NGV), peso

de mil gréos (PMS) e produtividade (P), cultivada em sistema de semeadura direta. Usando diferentes
aplicacBes de inoculantes e cobalto e molibdénio. Ibirub4, RS, safra 2019/2020.

N° de grdos Peso de mil Produtividade
Tratamentos
por vagem graos (g) (sc hat)

Sem inoculante + Testemunha 2,41 ns 138,43 ns 23,99 ns
2.Sem inoculante + CoMo TS 2,41 140,66 25,58
3.Sem inoculante + CoMo V3-V4 2,30 137,83 21,04
4.Sem incoulante + CoMo TS + CoMo V3-V4 2,44 136,56 24,82
5.Bradyrhizobium elkanii + Testemunha 1,91 139,30 16,29
6.Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS 2,15 135,40 22,96
7.Bradyrhizobium elkanii + CoMo V3-V4 2,24 134,36 20,04
8.Bradyrhizobium elkanii + CoMo TS + CoMo V3-V4 2,26 136,83 19,24
9.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense +

2,05 132,26 20,77
Testemunha
10.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense +

2,27 140,93 22,81
CoMo TS
11.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense +

2,41 138,93 17,46
CoMo V3-V4
12.Bradyrhizobium elkanii + Azospirillum brasiliense +

2,32 139,56 25,24
CoMo TS + CoMo V3-V4
CV (%) 9,24 4,85 23,59
MEDIA 2,26 137,59 21,68

ns: média nao significativo pelo teste F.

Na safra 2019/20, periodo em ocorreu o desenvolvimento do estudo, foi
verificada uma ma distribuicdo hidrica, sendo assim em alguns meses foram

registrados acumulados elevados de precipitacdo e, em outros, grande déficit, fatores
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esses que podem ter afetado diretamente nos resultados obtidos nesse trabalho
(Figura 5 e Figura 7).

A semeadura da cultura foi realizada dia 24/10/2019, onde no inicio de seu
desenvolvimento sofreu com chuvas torrenciais (Figura 5 e Figura 7). Essa condi¢éo
ocorreu em todo o estadio fenolégico inicial de desenvolvimento o que prevaleceu até
o fim da primeira quinzena do més de novembro, periodo em torno de 22 dias, quando
as plantas se encontravam em estadio V1-V2. Apés esse periodo, as precipitacdes
foram adequadas apenas no més de janeiro, nos meses de dezembro, fevereiro e
marco as somas foram baixas, resultando em um déficit hidrico para a cultura (Figuras
5e7).

Para a soja atingir seu maximo potencial produtivo sdo necessarios de 450 a
800 mm durante seu ciclo, sendo em média 625 mm, quantidades essas que variam
de acordo com os tratos culturais, ciclo da cultivar, tipo de crescimento e condi¢des
climaticas (EMBRAPA,2011). Conforme as (Figuras 5 e 6), o acumulado de
precipitacdo no decorrer de todo o experimento foi de 519,35mm, o que comprova que
o problema néo foi um evento de estiagem e sim a ma distribuicdo do regime hidrico,
sendo essa deficiéncia dos 22 aos 77 dias da cultura, e apos os 89 dias até o final de
seu ciclo (Figuras 5 e 7), periodo onde ocorrem os estadios de florescimento e
enchimento de graos da cultura da soja, e consequentemente a maior demanda de N
e eficiéncia da FBN (ZAPATA et al, 1987), o que comprometeu o desenvolvimento dos
legumes e gréos.

As altas temperaturas no solo podem ter contribuido para a reducdo do
processo de infeccdo, e simbiose das bactérias com a planta. Fatos estes os quais

podem se atribuir aos resultados obtidos no presente trabalho.
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Figura 5: Precipitacdo e temperaturas no decorrer da instalacdo, desenvolvimento e conclusdo do
experimento em dias apds a semeadura. Fonte: Instituto nacional de meteorologia — INMET, dados da
estacao automética do IFRS- Campus Ibirub4,2019/2020.

241102019 a ESTACAOQO: IBIRUBA(C)-RS CULTURA: Soja - ciclo de 140 dias

PRODUTIVIDADE FINAL PERDA FINAL TOTAL DE DIAS SEM CHUVA DO PERIODO
18.11% 81.89% CRUVA 519.35 mm
82
TEMPERATURA MEDIA MAIOR TEMPERATURA MENOR TEMPERATURA
24 49°C MAXIMA MINIMA
38.26°C 12.61°C

Figura 6: Dados da estacao meteoroldgica automatica de Ibirub4, gerados pelo software SISDAGRO
no decorrer do experimento instalado. Fonte: SISDAGRO- Sistema de suporte a decisédo agropecuaria.
Fonte: Instituto nacional de meteorologia — INMET, dados da estacdo automatica do IFRS- Campus
Ibiruba, 2019/2020.
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Figura 7: Relac@o de excesso e deficiéncia hidrica em milimetros, gerados pelo software SISDAGRO
no decorrer do experimento instalado. Fonte: SISDAGRO- Sistema de suporte a decisédo agropecuaria.
Fonte: Instituto nacional de meteorologia — INMET, dados da estagdo automatica do IFRS - Campus
Ibiruba, 2019/2020.

Os dados das figuras 6 e figura 7 podem ajudar a explicar o quanto a producao
da cultura foi afetada no decorrer de seu desenvolvimento (estimativa 81,89%), e em
guais periodos se teve excesso e déficit hidrico, fatores que interferiram na eficiéncia

da nodulagéo e desenvolvimento da cultura e consequentemente sua producéo final.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente trabalho foi possivel constatar que em
anos de estiagem a aplicacdo de cobalto e molibénio na dose de 200 mL ha™! realizado
35 dias ap0s a semeadura da soja apresentou resultados positivos na variavel massa
seca de nédulos por planta, porém nao resulta em aumento de produtividade final.

Quanto as demais variaveis analisadas, essas nédo foram influenciadas pelos
tratamentos estudados, tanto pela préatica de inoculagdo Bradyrhizobium elkanii ou

coinoculacdo em conjunto com Azospirillum brasiliense como a aplicacdo de CoMo.
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