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RESUMO

Os microrganismos promotores de crescimento atuam diretamente promovendo o crescimento
das plantas ou indiretamente como agentes de controle biologico de fitopatdgenos. Os
beneficios decorrentes da utilizacdo desses agentes em estudos demonstram a grande
potencialidade agrondmica e seus efeitos positivos na mudanca da fisiologia e morfologia dos
vegetais, refletindo em aumentos na produtividade. Com o intuito de verificar esses potenciais,
o0 presente trabalho buscou avaliar a eficiéncia da germinagéo e a promoc¢ao do crescimento de
plantas de soja através da inoculacdo de sementes com Azospirillum brasilense, Trichoderma
asperellum, Bacillus spp., e suas combinacdes, Azospirillum brasilense + Trichoderma
asperellum, Azospirillum brasilense + Bacillus spp., Trichoderma asperellum + Bacillus spp.
e testemunha. O experimento foi conduzido entre os meses de novembro de 2016 a abril de
2017 na éarea experimental da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Cerro
Largo/RS. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso (DBC) com sete
tratamentos e quatro repeticOes, totalizando 28 tratamentos. Cada parcela foi elaborada com 5
metros de comprimento por 3 de largura, obtendo a dimensdo de 15 m2. Foram realizadas
avaliacdes dos caracteres agrondmicos durante o desenvolvimento da cultura como o indice de
velocidade de emergéncia (IVE), altura média das plantas, didmetro do caule, distancia dos
entrenos e quantidade de nds produtivos em cada planta e altura de insercao da primeira vagem.
Também foi mensurado o nimero de vagens, o numero de graos por vagem e por planta de soja
e dados relacionados a produtividade como o peso de mil gréos e producdo em kg ha L. Foi
possivel concluir que a inoculacdo com microrganismos nas sementes de soja estimularam a
producdo de graos, especialmente a bactéria Bacillus spp., que mostrou a maior eficiéncia nas
variaveis analisadas, mas principalmente uma maior produtividade quando comparada as outras
inoculacbes. Entretanto, algumas variaveis agrondmicas ndo mostraram diferenca entre 0s
tratamentos por possuirem grande relagdo com as caracteristicas genéticas das plantas, como o
diametro de caule e o numero de grédos por vagens das plantas de soja.

Palavras chaves: PGPR. Azospirillum brasilense. Bacillus spp. Trichoderma asperellum.



ABSTRACT

The protector microorganisms of growth act directly, providing to the plants the growth or as
agents of biological control of phytopathogen. The benefits provided by the usage of those
agents are demonstrated in studies for its great agronomic potential and its positive effects on
physiological and morphological changes of vegetables, increasing the productivity. Aiming to
verify these potential, the following study works toward to evaluate the germination efficiency
and the growth promotion of soybean plants through seeds inoculation with Azospirillum
brasilense, Trichoderma asperellum, Bacillus spp., and its combinations, Azospirillum
brasilense + Trichoderma asperellum, Azospirillum brasilense + Bacillus spp., Trichoderma
asperellum + Bacillus spp. and evidence. The experiment was conducted between the months
of 2016 November to 2017 April at the experimental area from Fronteira Sul Federal University
(UFFS), Cerro Largo/RS campus. The experimental design was a randomized block design
(RBD) with seven treatments and four repetitions, totalizing 28 treatments. Each row was
elaborated with 5 meters of length and 3 of width, obtaining an 15 m? dimension. Evaluations
of the agronomic characters were made during the culture development through the emergence
speed index (ESI), average height of plants, stem diameter, distance between internodes and
productive nodes amount of each plant and height of the first pod insertion. In addition, the
number of pods, grains per pod and per soybean plant were measured and data regarding to the
productivity such as a thousand grains’ weight and the production in kg ha 1. It was possible to
conclude that the inoculation with microorganisms on soybean seeds induced the grain
production, especially with the Bacillus spp. bacterium, that demonstrated more efficiency in
the analyzed variables, but mostly because of its highest productivity when compared with other
inoculations. However, some agronomic variables did not showed differences on the treatments
due to its resemblance with the plants genetic characteristics, such as stem diameter and number
of grains per pod of soybean plants.

Keywords: PGPR. Azospirillum brasilense. Bacillus spp. Trichoderma asperellum.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos apresentam diversas caracteristicas e funcbes bioldgicas, sendo
indispensaveis para o funcionamento de qualquer ecossistema. Grande parte desses organismos
estdo sendo estudados para fins econdmicos em diversas areas, principalmente na busca da
sustentabilidade dos sistemas agricolas de produgdo (DOS SANTOS, MARAVALLO, 2011).

O cultivo de soja [Glycine max (L.) Merrill] se consagrou como a principal oleaginosa
cultivada no Brasil e no mundo, devido ao seu alto valor nutritivo, com importantes funcdes
nutricionais e quimicas, considerada atualmente como principal alternativa para a deficiéncia
de proteinas no mundo.

Com o avanco econdmico da leguminosa, as areas de biotecnologia e genética estdo
desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento de cultivares adaptadas a diferentes
condicdes edafoclimaticas, com resisténcia a herbicidas, pragas e doencas, nutricionalmente
superiores dentre outras caracteristicas. Através dessa transformacgdo genética, os estudos
cientificos buscam inserir caracteristicas agronémicas desejaveis na cultura da soja, com o
propdsito de atingir uma maior eficiéncia de producdo com um menor uso dos recursos naturais,
sem causar reducdo na producéo de graos (BACAXIXI et al., 2011).

Mesmo com todos esses avancos da pesquisa na melhoria das culturas, na adubagéo e
nos tratos culturais, plantas mais equilibradas e com maior “teto” produtivo s@o evidenciadas
em ambientes que apresentam uma condicdo de solo adequada nutricionalmente e que,
principalmente, seja um solo provido de uma grande diversidade de microrganismos (DOS
SANTOS; VARAVALLO, 2011).

As populaces microbianas presentes no solo desempenham funcdes vitais, que muitas
vezes podem ser observadas durante os diferentes estadios fenoldgicos de desenvolvimento das
culturas. Com base nas observacdes e estudos foi possivel identificar a ocorréncia de inimeros
microrganismos que promovem o crescimento dos vegetais, especialmente espécies do género
Azospirillum, Trichoderma e Bacillus que podem exercer efeitos positivos relacionados a
fisiologia durante a germinacao e desenvolvimento das plantas de soja (SCHAFER, 2017).

Dessa forma, estudos buscam entender e desenvolver técnicas de manejo que
possibilitem, atraves dos fatores bioldgicos, o incremento da produgdo. Trabalhos realizados
com 0s géneros de microrganismos descritos anteriormente, relatam a capacidade destes em
estimular as plantas (BLOEMBERG; LUGTENBERG, NANDAKUMAR et al., 2001), através
de substancias que promovem o crescimento de plantas por diferentes mecanismos de agao, que

ainda estéo sendo investigados.
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Dentre 0s mais conhecidos métodos de promocéo de crescimento, estdo a producédo de
fitormdnios como giberelinas e &cido idolacético (AIA), que melhoram as condicdes
fotossintéticas e promovem o alongamento do caule e raizes, proporcionando maior area util do
sistema radicular para absorcao de nutrientes e agua (DE FREITAS; GERMIDA, 1992). Outro
mecanismo de acdo é através da fixacdo bioldgica de nitrogénio, producdo de sideroforos e
solubilizacéo de fosfatos minerais (BAR-NESS et al., 1992).

O estimulo do crescimento das plantas proporcionado por estes microrganismos pode
estar relacionado também com a capacidade de inibicdo e diminuicdo da incidéncia de agentes
patogénicos e de algumas pragas que possam causar danos as plantas cultivadas. Estudo com
espécies de Trichoderma vém apresentando sucesso no controle de fitopatdgenos,
especialmente por esse género apresentar facilidade em colonizar as raizes e proteger a planta
por diferentes mecanismos de acdo como a antibiose, a competicdo, o parasitismo e a inducao
a resisténcia (WOO et al., 2006). Da mesma forma, a bactéria Bacillus subtilis apresentou
resultados importantes no biocontrole do tombamento de plantulas em feijdo - comum
(MARTINS, 2013), podendo vir a incrementar o crescimento das plantas.

Diante desse cenario, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a promocdo do
crescimento de plantas de soja, através da inoculacéo de sementes com Azospirillum brasilense,
Trichoderma asperellum, Bacillus spp., € suas combinagbes, em experimento realizado a

campo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SOJA

Considerada como um grao sagrado, a soja, que era cultivada pelos nossos ancestrais no
Continente Asiatico ao longo do Rio Yangtse (China), seu centro de origem, ja possuia grande
importancia na dieta alimentar da antiga civilizacdo chinesa, utilizada muitas vezes também
como uma espécie de moeda de troca por outras mercadorias (EMBRAPA, 2003).

Com o passar dos anos, foi ganhando espaco como um produto comercial devido a
fatores relacionados ao desenvolvimento de um sélido mercado internacional e consolidacéo
como importante fonte de proteina vegetal (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014), tornando essa
oleaginosa uma das mais consumidas no mundo, amplamente utilizada na alimentacdo humana
e animal.

E rica em compostos fitoquimicos como as isoflavonas, responsaveis por inimeros
processos bioldgicos e no controle e prevencdo de varias doencas (AVILA, 2007). Apos a
colheita do gréo, seu principal destino € o processamento em 6leo e proteina sendo que do grdo
esmagado, aproximadamente 80% é convertido em farelo, insumo fundamental para a
alimentacdo de aves e suinos, e o restante em 6leo, amplamente utilizado na industria e na
producdo de biodiesel (SOUZA et al., 2010).

No cendrio internacional, a cultura da soja apresenta grande importancia no contexto
econdmico uma vez que, segundo o USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos),
a producdo mundial de soja na safra 2015/2016 alcancou 312,362 milhdes de toneladas com
uma area plantada de 119,732 milhdes de hectares (USDA, 2017).

Para a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producéo brasileira para a
mesma safra, chegou aos 95,631 milhfes de toneladas com uma é&rea plantada de 33,177
milhGes de hectares (CONAB, 2017). Ainda segundo a Companhia, devido as adversidades
climaticas, a produtividade fechou com quebra, alcancando a média de 2.882 Kg.ha, bem
abaixo quando comparada a safra anterior 2014/2015 onde a produtividade média alcancada foi
de 3.016 Kg.ha™.

Para safra 2016/2017, a expectativa € um recorde de producdo de 107 milhdes de
toneladas, um avanco de 11,8% em relacdo a ultima safra, com destaque para expansdo das
areas plantadas principalmente no Mato Grosso e a tendéncia de clima favoravel durante o ciclo
de producéo da oleaginosa (IBGE, 2017).

O Rio Grande do Sul na safra 2015/2016 registrou uma producao de 16,201 milhdes de

toneladas com uma area plantada de 5,455 milhGes de hectares, e uma produtividade média de
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2.970 kg ha %, superando a safra anterior 2014/2015 que teve sua produtividade média de 2.835
kg ha 2, devido a problemas pontuais de estiagem que se prolongaram por mais de 20 dias nas
regidbes das Missdes, Noroeste e zona Sul do estado, influenciando fortemente o
desenvolvimento das lavouras semeadas tardiamente (CONAB, 2017).

Com relagcdo as exportacBes brasileiras de soja, em boletim publicado pelo
DEAGRO/FIESP (Departamento de Agronegocio) em novembro de 2017, o quantitativo de
embarque chegou a 65 milhdes de toneladas, o que consolida a lideranca do pais no ranking
global como o maior exportador da oleaginosa (FIESP, 2017).

A partir dos dados acima fica claro que a soja apresenta fundamental importancia na
economia brasileira, sendo esse setor um dos principais pilares responsaveis pela a consolidagéo
e estabilizacdo do complexo econémico nacional. Segundo a CNA (Confederacdo da
Agricultura e Pecuéaria do Brasil), o setor agropecuario como um todo liderou a economia
brasileira em 2016 com 23% da sua participacdo no PIB (Produto Interno Bruto) nacional,
superando o percentual de 2015 que foi de 21,5%, com destaque para esse crescimento dado a

cultura da soja, a qual registrou aumento de producdo da ordem de 11,9% (CNA, 2016).
2.2 FATORES QUE AFETAM A PRODUTIVIDADE DA CULTURA DA SOJA

Além da sua utilizacdo na alimentacdo humana e animal, soja ainda é utilizada como
matéria-prima por industrias nos processos de producdo de cosméticos, produtos farmacéuticos,
tintas, vernizes, plasticos, fabricacdo de fibras, adesivos e lubrificantes. Com a grande
diversidade de usos desta oleaginosa, alicercado pelo avanco tecnoldgico e melhoramento
genético, influenciado pela demanda crescente por proteina a baixo custo, o setor sojicola tem
ganhado cada vez mais destaque (MOREIRA, 2012) se consolidando como o quarto grdo mais
consumido globalmente, atrds de milho, trigo e arroz (HIRAKURI; LAZZAROTTO, 2014).

De fato, grande parte desse avanco tem sido atribuido aos processos de pesquisas
genéticas no melhoramento das cultivares, alavancando a expansdo das areas cultivadas com a
leguminosa para todo o Brasil. Dentre as principiais caracteristicas que se busca, em uma
cultivar de soja encontra-se a alta produtividade e uma ampla adaptabilidade aos mais variados
ambientes advinda da tolerancia da mesma aos fatores edafocliméticos limitantes e resisténcia
as principais doengas e pragas (DE ALMEIDA et al., 1999).

A produtividade € uma das caracteristicas genéticas de maior complexidade e é
altamente influenciada pelo ambiente (BARBARO et al., 2007), Assim, a diferenca de
comportamento dos gendtipos ocorre, também, em funcdo de fatores como: umidade,

temperatura, fotoperiodo (PEREIRA, 2016). No que se refere a umidade, a restri¢do de agua
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podera ocasionar aborto de flores, 6vulos e legumes, implicando posteriormente no tamanho e
peso dos grdos (NOGUEIRA; NAGAI, 1988).

Em relacdo a temperatura e fotoperiodo, estes fatores meteorolégicos influenciam
altamente o momento da floracdo (MUNDSTOCK; THOMAS, 2005). No caso da temperatura,
o florescimento s6 é induzido com temperatura acima de 13°C (EMBRAPA, 2011). Em relacdo
ao fotoperiodo, ha que se caracterizar, primeiramente, cada gendtipo quanto ao seu fotoperiodo
critico (FC) e, em sendo a soja uma planta de dias curtos, apenas com FC do ambiente menor
ou igual ao da variedade, ocorre a inducédo ao florescimento (DE FREITAS et al., 2010).

A obtencdo de altas produtividades também esta atrelada ao uso de sementes de
cultivares melhoradas, com resisténcia as principais pragas e doencas da cultura da soja. Uma
das principais doencas da soja, a ferrugem-asiatica (Phakopsora pachyrhizi), causa desfolha
precoce, impede a completa formacao de graos e consequentemente, reduz a produtividade de
grédos (TECNOLOGIAS...2014). As pragas, com destaque para as lagartas desfolhadoras e
percevejos, causam danos de grande importancia econdémica na cultura (REICHERT; COSTA,
2003).

Diante disso, a utilizacdo da resisténcia genética na cultura, para doencas e pragas,
através do melhoramento, é o método atual mais eficiente e de menor custo para o0s produtores,
pois além de diminuir expressivamente os danos ao meio ambiente e 0s riscos de intoxicagdo
ao produtor, também possibilita altos incrementos de produtividade de grdos (VIANNA, 2013).
Por outro lado, s6 o melhoramento genético ndo possibilita a planta demonstrar altos
rendimentos, para isso Sa0 necessarios tratos culturais adequados e requeridos pela cultura (DE
FREITAS et al., 2010), dentre os quais destaca-se 0 manejo adequado do solo, com atencao
para os fatores fisicos, quimicos e bioldgicos que oferecem todo suporte nutricional,
disponibilidade de 4gua para o melhor desenvolvimento da cultura.

No que se refere aos fatores fisicos, que estdo relacionados diretamente com a retencdo
de &gua, solos com maior teores de MO (matéria organica), por exemplo, possibilitam maior
armazenamento de agua reduzindo o estresse da planta em épocas de escassez (OLIVEIRA,
2010). Esta MO também tem influéncia sobre as propriedades quimicas do solo, pela maior
retencdo de nutrientes ou armazenando nitrogénio, nutriente essencial para o desenvolvimento
inicial da cultura (PAVINATO, 2008). Porém a matéria organica ndo fornece todos os
nutrientes, tornando necessario o uso de praticas como a rotacdo de culturas e a manutencao da
palhada como cobertura de solo com vistas a manter a umidade no solo e disponibilizar
nutrientes de forma gradativa as culturas sucessoras (FERREIRA et al., 2000). No que se refere

a qualidade bioldgica, a diversidade de microrganismos no solo propicia efeitos benéficos
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podendo, no caso da soja, promover a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (HUNGRIA,
2007) e até mesmo atuar no controle biolégico de doencas ou na promogdo de crescimento
(SOTTERO et al., 2006).

A soja possui altas exigéncias nutricionais durante o seu ciclo, sendo o nitrogénio (N)
um elemento altamente requerido, uma vez que participa na formacéo de proteinas, abundantes
na soja (PIPOLO et al., 2015). Esse elemento, para essa cultura, é fornecido principalmente
pela fixacdo bioldgica com bactérias do género Bradyrhizobium, as quais formam nodulos, que
convertem o N2 atmosférico em amdnia, disponibilizando-o para absorcdo pelas plantas em
diversas formas de N organico (HUNGRIA et al., 1994). O segundo elemento absorvido em
maior quantidade é o potéssio (K), responsavel por ativar enzimas ligadas a fotossintese,
respiracdo e sintese de proteinas e amido (BROCH, 2009). Ja o fosforo é o elemento crucial a
producdo agricola, principalmente na soja, desempenhando funcdes importantes na respiracao,
fotossintese e como componente estrutural dos acidos nucléicos (TANCREDI et al., 2009).

Diversos estudos indicam que, para alcancar patamares produtivos mais elevados, niveis
adequados de micronutrientes no solo devem ser disponibilizados, 0s quais atuam como
ativadores de reacbes enziméticas nas plantas, desencadeiam 0s processos metabolicos
(FAVARIN; MARINI, 2000). Dentre esses destaca-se, para a cultura da soja, o molibdénio
(Mo), com funcdo fundamental na fixacdo bioldgica de nitrogénio sendo responsavel pela
transformacdo do N. atmosférico em NHs, e, o cobalto (Co) que atua na sintese da
leghemoglobina, uma proteina importante no funcionamento e eficiéncia dos nddulos
(MENGEL,; KIRKBY, 2001).

Com a necessidade de aumento da producdo agricola e a demanda emergente para
diminuicdo da dependéncia de fertilizantes quimicos utilizados durante o ciclo produtivo das
culturas, pesquisas desenvolvem métodos para contornar esse problema, com a utilizacdo de
microrganismos promotores de crescimento em plantas. Esse avan¢o na biotecnologia, com a
utilizacdo de microrganismos benéficos as plantas cultivadas esta se concretizando como uma
das principais forma de manter e elevar producdes, alicercado no desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

2.3 PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Os microrganismos promotores de crescimento possuem a capacidade de
colonizar diferentes orgaos das plantas, exercendo sobre elas efeitos benéficos, tais como

estimular a germinagdo das sementes e posterior promogéo do crescimento de plantas, tanto da
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parte &rea quanto raizes, e, desenvolvimento de drgdos reprodutivos que influenciardo
positivamente no aumento da produtividade das culturas (DEY et al., 2004).

Dentre os agentes indutores de crescimento de plantas, pesquisas tem apontado para o
uso de extratos vegetais, com destaque para extratos de algas, 0s quais possuem capacidade de
promover o crescimento vegetal com efeitos positivos no aumento da producdo (RAYORATH
et al., 2008; KHAN et al., 2009). A espécie Ascophyllum nodosum é considerada uma fonte
natural de horménios que afetam o metabolismo celular e consequentemente proporcionam o
incremento do desenvolvimento vegetal (CRAIGIE, 2011). A aplicacdo do extrato pode ser
realizada de diversas maneiras, sendo que no tratamento de sementes possui a vantagem de
aumentar a taxa de germinagdo e proporcionar um maior desenvolvimento das plantulas
(CARVALHO; CASTRO, 2014), inclusive de soja (DE CARVALHO, 2013).

O uso de hormdnios como reguladores vegetais também é associado a promocdo do
crescimento vegetal e/ou aumento da produtividade. E sabido que o &cido indolbutirico pode
estimular o pegamento de flores, a cinetina, promove o crescimento das gemas laterais através
do aumento da divisao celular, e o acido giberélico é responsavel por proporcionar um maior
crescimento dos frutos. (VIEIRA; CASTRO, 2001).

O uso dos hormonios na cultura da soja possibilita a obtencéo de plantas mais eficiente
produtivamente, sendo os resultados observados principalmente no maior desenvolvimento da
parte aérea e no aumento de vagens por planta, com maior nimero de léculos com graos por
vagem, resultando em uma maior produtividade das plantas (COMELIS BERTOLIN et al.,
2008). O biorregulador pode ser utilizado tanto na inoculacdo de sementes e via foliar ou pela
combinacéo das duas formas na cultura da soja (KLAHOLD et al., 2006).

Mais recentemente, bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR), também
chamadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV), ou em inglés plant growth
promoting rhizobateria ou simplesmente PGPRs, é um termo utilizado para designar aquelas
bactérias capazes de colonizar as raizes das plantas e estimular o crescimento, quando aplicadas
na rizosfera, nos tubérculos ou em sementes (KLOEPPER et al., 1989).

Existem diversos modos de acdo que proporcionam a promogdo do crescimento de
plantas e as PGPR possuem a capacidade de atuar, direta ou indiretamente, nesses mecanismaos,
porém o impacto dessas sobre o crescimento da planta ird depender, também, das condi¢des do
solo do ambiente onde ela esta inserido (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).Nos mecanismos de
acdo diretos, pode-se destacar a producdo de sideréforos (BAR-NESS et al., 1992), a produgao
de fitormonios e o0 e aumento da disponibilidade de nutrientes pela fixacdo de N2 (ANTOUN
etal., 1998) e a solubilizagéo de fosfatos (BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001). A producéo
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de sideroforos ocorre através de substancias secretadas pelos microrganismos que possuem a
capacidade de capturar moléculas de ferro em solucdo e liga-los a receptores de forma que
possam ser absorvidos pelas plantas (BAR-NESS et al., 1992)

A solubilizacdo de P (fosforo) mineral acontece através da sintese de acidos organicos
produzidos pelos microrganismos, destacando-se os géneros Pseudomonas, Bacillus, e
Rhizobium, sendo o &cido glucénico o principal agente de solubilizagdo. (RODRIGUEZ;
FRAGA, 1999). Da mesma forma, o mecanismo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é
um processo de fundamental importancia para o desenvolvimento das plantas leguminosas. A
interacdo entre a planta hospedeira e a bactéria promovem estruturas de simbiose denominadas
de nodulos, que sdo responsaveis pela transferéncia de moléculas sintetizadas de nitrogénio
para 0 metabolismo vegetal, sendo esse processo realizado por espécies dos géneros
Bradyrhizobium e Rhizobium, entre outros (DE LIVEIRA et al., 2003).

Em relacdo aos mecanismos de acao indiretos podemos destacar o controle bioldgico de
fitopatogenos (SOTTERO et al., 2006) e a resisténcia induzida a doencas (NANDAKUMAR
et al., 2001). A producdo de antibidticos é considerada a forma mais eficiente de controle
bioldgico de fitopatdgenos, pois as espécies biocontroladoras, pertencentes, principalmente aos
géneros Bacillus e Pseudomonas (MARIANO et al., 2004), atuam em baixas concentracoes e
diretamente no metabolismo do patégeno (HARMAN et al., 2004) e com isso, diminuindo 0s
danos das doengas.

A inoculacdo de sementes com PGPR pode atuar inibindo o crescimento de patdgenos
presentes na prépria semente ou oferecendo protecdo biologica durante a geminacdo e
emergéncia da plantula. A vantagem da inoculacdo de antagonistas na semente esta relacionada
com seu maior potencial competitivo em relacdo aos patdgenos de solo, beneficio este devido
ao biocontrolador ja se encontrar em contato com o hospedeiro antes mesmo da infec¢do dos
agentes patogénicos (AZEVEDO, 1998). As rizobactérias além de atuar como agentes
biocontroladores, desempenham o papel de forte competidoras por nutrientes nas superficies
das raizes (MARIANO, 2013).
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2.4 MICRORGANISMOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM SOJA

2.4.1 Azospirillum brasilense

O género Azospirillum constitui um grupo de bactérias diazotroficas, capaz de produzir
fitormonios, podendo penetrar no tecido vegetal estimulando a produgdo enddgena desses
compostos, sendo denominadas associativas e facultativas, pois conseguem colonizar seus
hospedeiros ou sobreviver no solo na forma de cistos (MOREIRA, 2010). Segundo a Embrapa
Agrobiologia até 0 momento foram identificadas 15 espécies do género Azospirillum, mas entre
estas as mais estudadas em termos de ecofisiologia e genética sdo o Azospirillum lipoferum,
Azospirillum amazonense e o Azospirillum brasilense encontrados em associagdo com diversas
gramineas e em diferentes solos e regides (HUNGRIA, 2011).

Segundo Eckert et al.(2001), o desenvolvimento do A. brasilense é favorecido em
temperaturas que variam na faixa dos 28°C a 41 °C, nos mais diversos tipos de solos, associados
a inimeras culturas de importancia agrondmica em diferentes regides climéaticas do mundo.

Vérias linhagens do género Azospirillum estdo sendo comercializadas, principalmente,
na forma de inoculantes, sendo estes indicados para a promog¢édo do crescimento vegetal em
gramineas, promovendo aumentos de até 31 e 26% na producdo de grdos de trigo e milho,
respectivamente, quando utilizados em conjunto com fornecimento de nitrogénio na forma
mineral (HUNGRIA, 2011).

Os estudos de inoculacdo de Azospirillum brasilense em leguminosas ainda sao poucos,
entretanto, resultados de pesquisas ja demonstram, que a pratica de co-inoculagdo de
Bradyrhizobium japonicum com A. brasilense em sementes, apresentam efeitos benéficos no
desenvolvimento das culturas (GARCIA, 2015). A co-inoculacdo ou inoculacdo mista consiste
na utilizacdo combinada do B. japonicum, responsavel pelo aumento na nodulacdo através da
fixacdo simbidtica do nitrogénio atmosférico, e, o uso da bactéria A. brasilense como
potencializadora desta nodulacdo, devido a liberagdo de hormdnios que estimulam o
crescimento vegetal e radicular, refletindo uma maior absorcdo de nutrientes, em funcdo da
ampla éarea de solo explorado pelas raizes. (BENINTENDE et al., 2010).

Estudos realizados por Hungria et al. (2011), demonstraram que a coinoculacdo em soja
resultou um rendimento médio de 427 Kg.ha ou 16,1%, em comparagio a area ndo inoculada.

Por outro lado, o0 mesmo autor relata que a inoculagcdo apenas com Bradyrhizobium,
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proporcionou um incremento de produtividade de 22 Kg ha ! ou 8,4% na producéo, também
em comparacédo a testemunha sem qualquer inoculagao.

O A. brasilense € um microrganismo que possui a capacidade de promover o
crescimento das raizes pela liberacdo da auxina acido 3-indolacético (AlA), giberelinas e
citocininas, resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva (TIEN et al., 1979). Esses
hormdonios sintetizados pelo A. brasilense influenciam no metabolismo da planta, realizando a
inducdo da expressdo de genes Nod que atuam na morfologia e fisiologia da parte radicular,
resultando em maior formacdo de raizes adventicias e o incremento de pelos radiculares
responsaveis pela absor¢do da agua e nutrientes (HAMAOUI, 2001). Além de promover o
crescimento radicular essa bactéria, consegue realizar a fixagao bioldgica de nitrogénio, embora
com taxas inferiores a outros microrganismos noduladores como os do género Bradyrhizobium
(BENINTENDE et al., 2010).

Segundo Barassi et al. (2008), foi observado em diversos trabalhos que a utilizacéo da
bactéria A. brasilense promoveu melhoria dos parametros fotossintéticos com aumento dos
teores de clorofila, resultando em plantas mais vigorosas e, consequentemente inibindo a
proliferacdo de populacGes fitopatogénicas.

Inimeros estudos comprovam o sucesso da utilizacdo do Azospirillum como PGPRs
(bactéria promotoras de crescimento e biocontrole em plantas), com a formacao de compostos
antagdnicos que atuam de forma indireta no controle biol6gico de agentes patogénicos
(STAMFORD, 2005).

2.4.2 Bacillus spp.

As bactérias do género Bacillus se destacam pela capacidade de formar esporos, sendo
estas tolerantes a baixas temperaturas e frio intenso, capazes de sobreviver em condicoes
adversas de pH e de se manter no solo por longos periodos até ocorrer condi¢cdes ambientais
favoraveis para sua germinacao (KLOEPPER, 1997).

Esta inserido no grupo ePGPR, ou seja, bactérias que se desenvolvem extracelularmente
nos tecidos das raizes de diversas plantas, ndo produzindo nodulos, mas com capacidade de
promover o crescimento vegetal através da producdo de sinais ou substancias especificas
(GRAY; SMITH, 2005). E comprovado que certas espécies do género Bacillus sdo capazes de
sintetizar horménios vegetais responsaveis pela multiplicacdo celular nas plantas, a exemplo
Bacillus cereus, que produz &cido idolilacético e giberelina e Bacillus circulans que produz
auxina e citicinina (BATISTA, 2017).
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O género Bacillus tem sido amplamente utilizado por empresas na fabricacdo de
produtos para o controle bioldgico de doencas, principalmente patégenos habitantes de solo.
Dentre as espécies mais pesquisadas do género Bacillus esta o Bacillus subtilis como o principal
antagonista de doencas, devido a frequente producdo de antibioticos na rizosfera (RATZ, 2014).
O sucesso da utilizacdo dessa espécie também esta relacionada com as caracteristicas bioldgicas
desse microrganismo, como a sua capacidade de se manter viavel em bioformulados (ARAUJO,
2008). Estudos identificaram, ainda, que a bactéria B. subtilis pode suprimir doencas por
mecanismos como a competicao por espaco, e, a indugdo de resisténcia sistémica em plantas
pelo de acimulo de compostos fendlicos e lignina no local atacado pelo patégeno (KLOEPPER,
1999).

Associado a isso, o rapido desenvolvimento da plantula, mediado por B. subtilis, permite
a planta a chegada mais rapida ao estagio de planta adulta, o que favorece o escape desta frente
aos patdgenos presentes, principalmente patdgenos habitantes de solo como Rhizoctonia solani
(tombamento e morte em reboleira), Macrophomina phaseolina (podriddo de carvéo) e
Phytophthora sojae (podriddo radicular) (KLOEPPER, 2004).

Ademais, 0 aumento da disponibilidade de nutrientes por B. subtilis foi comprovado
pelo aumento da absorcéo de fésforo e nitrogénio quando a bactéria foi utilizada em inoculacdo
de sementes (ARAUJO, 2008). A utilizacio dessa rizobactéria representa uma importante
alternativa sustentavel para mobilizar o fésforo em solos pobres, como os solos brasileiros que
apresentam pequenas quantidades de fosforo disponiveis para as culturas.

Plantas inoculadas com Bacillus tem demonstrado beneficios na nutricdo devido a
presenca desse grupo de microrganismos na rizosfera. Segundo pesquisas realizadas por
Rodriguez e Fraga (1999), estirpes do género Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium estdo entre
as bactérias com maior potencial de solubilizacdo de fosforo. Essa solubilizacdo esta
diretamente relacionado com a producdo de sideroforos, fitohérmonios e enzimas liticas
(VASSILEV et al., 2006).

Foi constatado em estudo desenvolvido por Vieira e Castro (2001), que a inoculacéo de
B. subtilis em sementes de soja aumentou significativamente a germinacdo e emergéncia das
plantulas, resultado proporcionado pela acdo de horménios produzidos pela bactéria e que
influenciaram diretamente no metabolismo e na fisiologia das sementes. Araujo e Hungria
(1999) observaram que os metabdlitos produzidos por essa mesma bactéria proporcionaram
incrementos na nodulacdo, aumentando a capacidade de fixagdo de nitrogénio e

consequentemente refletindo em um maior rendimento da soja no campo.
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Segundo o trabalho de Lazzaretti et al. (2005), utilizando um isolado de B. subtilis no
cultura do feijoeiro, foi possivel observar que a bactéria proporcionou 0 aumento do peso da
matéria seca das raizes e da parte aérea, bem como a presenca de um maior numero de nédulos

nas raizes da cultura.
2.4.3 Trichoderma asperellum

Trichoderma spp. séo fungos que ocorrem de forma natural nos solos, em especial nos
solos que possuem maior teor de matéria organica, podendo viver saprofiticamente ou
parasitando outros fungos. Esse género desempenha importantes funces de antagonista no
controle de patogenos, atraves da utilizacdo de diversos mecanismos de acdo, como a
competicdo por nutrientes, espaco, oxigénio, e luz (SANTOS, 2008), parasitismo,
principalmente sobre esclerodios (ETHUR et al., 2001) e na inducédo de resisténcia de plantas
a doencas, onde Trichoderma estimula a planta a produzir resposta frente ao ataque de
patdgenos, atraveés do acumulo de fitolexinas, compostos fendlicos, aumentando o teor de
lignina nas células e outras substancias antimicrobianas (BENITEZ, et al., 2004).

As espécies de Trichoderma sdo cosmopolitas, sendo encontradas na maioria dos solos
(SAITO et al., 2011). Dentre os mais conhecidos na agricultura estdo o Trichoderma viride e o
Trichoderma virens, mas os mais utilizados e estudados s&o Trichoderma harzianum e o
Trichoderma asperellum, importantes antagonistas de fitopatogenos e promotores de
desenvolvimento vegetal em plantas através da producdo de varios compostos benéficos
(HARMAN, 2000).

O fungo da espécie T. asperellum é habitante de inimeros locais, vivendo em materiais
de decomposicdo, tecidos vegetais saudaveis, mas sua ocorréncia e desenvolvimento ocorre
principalmente na rizosfera, onde coloniza as raizes, sendo essa caracteristica de grande
importancia para o sistema de defesa e crescimento da planta (HARMAN, 2000). Pesquisas
com esta espécie estdo voltadas, principalmente, para o controle bioldgico de fungos
fitopatogénicos na cultura do feijdo e da soja, controle este realizado via inoculagdo de sementes
com o fungo biocontrolador (PEDRO, 2012). Dentre os patdgenos controlados estdo
Rhizoctonia solani, Fusarium spp. principais fungos de solo causadores de morte de plantulas
(LUCON, 2008), e Sclerotinia sclerotiorum onde Trichoderma realiza o micoparasitismo dos
esclerodios, principal estrutura de resisténcia do fungo, diminuindo assim a incidéncia e

severidade do patogeno durante a producdo (TEDESCO, 2009).
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Além de proporcionar inimeros beneficios na defesa das plantas frente a patégenos, 0s
fungos do género Trichoderma sdo capazes de produzir horménios, ou fatores de crescimento
gue aumentam a eficiéncia no uso de alguns fertilizantes e a absorcdo pelas plantas (DE
OLIVEIRA, 2012). Estudos de Contreras-Cornejo et al. (2009), com a aplicacdo de
Trichoderma como promotor de crescimento na planta de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)
obtiveram resultados significativos relacionados ao horménio auxina com o0 aumento da
producdo de biomassa e estimulacdo do crescimento e desenvolvimento de raizes laterais,
proporcionando assim uma melhoria da arquitetura do sistema radicular.

A espécie Trichoderma asperellum apresenta poucos dados na literatura sobre
promoc¢do de crescimento em plantas, sendo necessario a realizacdo de mais pesquisas para
verificacdo do seu real potencial de uso como bioestimulante de crescimento. (HARMAN,
2000; HARMAN et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO E PREPARO DA AREA

O experimento foi conduzido entre os meses de novembro de 2016 a abril de 2017 na
area experimental da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Cerro Largo/RS.
O local onde se realizou o estudo esta localizado nas coordenadas geograficas 54° 75'W, 28°
14’S, com altitude média de 254 metros.

Durante o periodo de conducdo do experimento foram coletadas as varidveis
meteorologicas diretamente na Estacdo Meteoroldgica da UFFS — Campus Cerro Largo,

localizada ao lado de onde foi alocado o ensaio (Figura 1).

Figura 1 - Distribui¢do de chuvas, variagdo da temperatura do ar e da umidade relativa do ar
no local de execucdo do experimento nos meses de novembro, dezembro, janeiro, fevereiro,
marco e abril. Cerro Largo — 2016/17.
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Fonte: Adaptado de Sidinei Zwick Radons.

O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger, é caracterizado
como subtropical umido, do tipo “Cfa” com chuvas em todos meses do ano, bem distribuidas e
possui temperatura do més mais quente superior a 22 °C e a do més mais frio superior a 3 °C.
O solo é classificado como Latossolo Vermelho e pertence a Unidade de Mapeamento Santo
Angelo (EMBRAPA, 2006).
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Para o preparo da area foi realizada uma dessecacdo 14 dias antes da semeadura com o
herbicida n&o seletivo de acio sistémica glifosato 480 g L™, na dose de 2,5 L g i.a. ha'* visando
o0 controle da aveia (Avena sativa), azevem (Lolium multiflorum), nabo (Raphanus sativus) e
ervilhaca (Vicia sativa).

Antes da implantacdo foi realizada uma adubacdo de base, a partir do resultado da
anélise de solo coletado em setembro de 2016, e, seguindo as recomendacfes do Manual de
Calagem e Adubacdo de 2016. A analise de solo apresentou as seguintes caracteristicas
quimicas: pH (H20): 5,7; P disponivel (Mehlich-1): 7,3 mg dm™; K (Mehlich-1): 192 mg dm"
% Ca (KCL 1 mol L V: 6,3 cmolc dm); Mg*? (KCI 1 mol L%): 2,4 cmole dm® e Al*® (KCI 1
mol L™Y): 0,0 cmolc dm™3; H + Al (acetato de célcio 0.5 mol L?): 3,9 cmolc dm; saturagdo de
bases (V%): 70,2% e matéria organica (M.0O%): 2,7%. Assim, para suprir as necessidades,
foram utilizados 142,7 Kg/ha* de Superfosfato Simples (P20s) e 45,5 Kg/ha? de Cloreto de
Potéssio (K20).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso (DBC), com quatro
blocos e sete tratamentos, totalizando 28 tratamentos. Cada parcela possuia 5 metros de
comprimento por 3 de largura, obtendo a dimenséo de 15 mz.

As parcelas foram previamente riscadas com a semeadora adubadora compacta KF/50-
A de 6 linhas sem os compactadores, para incorporacédo do adubo ao solo. A semeadura foi
realizada acondicionando-se 15 sementes por metro linear totalizando 75 sementes em 5 metros
de parcela, com espacamento de 6,66 cm cada semente, em um total de 450 sementes nas 6

linhas da parcela.

3.2 TRATAMENTO DAS SEMENTES E SEMEADURA

Para os tratamentos foram utilizados produtos comerciais a base dos micorganismos
Azospirillum brasilense (Simbiose Maiz® da empresa Simbiose) e Trichoderma asperellum
(Quality®WG do Laboratério Farroupilha). Também foi utilizado um tratamento a base de
Bacillus spp. (isolado LABMID UFFS RD34), sendo este proveniente da rizosfera de plantas
de feijao da area experimental da UFFS-Campus de Cerro Largo e pre selecionado por Rohrig
(2016). Esses microorganismos foram utilizados isoladamente ou em mistura.

Vale ressaltar que testes prévios, para verificar a compatibilidade da mistura entre A.

brasilense + T. asperellum; A. brasilense + Bacillus spp. e T. asperellum + Bacillus spp. foram
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realizados. Para tanto os microorganismos de cada mistura (anteriormente isolados dos
produtos comerciais (A. brasilense e T. asperellum) ou preservado em tubos contendo Agar
nutrientes a temperatura inferior a 4 °C (Bacillus spp.) foram repicados lado a lado em placas
de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar). As placas foram incubadas
em estufa com temperatura de 22 °C (+2°C). Diariamente, e pelo periodo de 7 dias, as placas
foram visualizadas buscando-se identificar halos de antibiose. Decorrido o tempo de avaliacéo,
foram utilizadas as misturas que ndo resultaram em incompatibilidade entre os dois
micororganismos testados, todas as misturas foram compativeis.

Para os tratamentos com A. brasilense e T. asperellum, as dosagens seguiram a
recomendacdo dos fabricantes utilizando 100mL do p.c. para 25 Kg de sementes (5x102
UFC.mL™) e 200 g do p.c. para 100 Kg de sementes (1x10'° UFC.gY) respectivamente. Para
Bacillus spp., primeiramente, o isolado foi repicado para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA 48 horas antes de sua utilizacdo e, para o preparo da suspensao utilizou-se solugédo
salina (0,85% de NaCl) e a turbidez obtida apds a raspagem da bactéria no meio, foi comparada
com o tubo 5 da escala de MacFarland (em torno de 1,5 x 108 UFC.mL™?). No tratamento

testemunha foi colocado apenas dgua sobre as sementes.

Figura 2 — Croqui de distribuicdo dos tratamentos na area do ensaio. Cerro Largo — 2016/17.

BLOCO 1 BLOCO 2 BLOCO 3 BLOCO 4 5m
A T+B B B+A 3m
T+B B+A T+A T
v
T TEST B+A B AU 3 m2
B T+A TEST T+A
AU — Area (til.
TEST B A T+B
T+A A T TEST
B+A T T+B A

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Onde:

A - Azospirillum brasilense.

B - Bacillus spp.

T - Trichoderma asperellum.

TEST — Testemunha.

A+B - A. brasilense + Bacillus spp.
A+T - A. brasilense + T. asperellum.

T+B - T. asperellum + Bacillus spp.

A microbiolizacdo das sementes de soja cultivar BMX Magna RR, ocorreu com o
auxilio de sacos plasticos que, ap6s a aplicacdo dos respectivos tratamentos, foram
vigorosamente agitados. Esses sacos foram levados ao campo em caixas de isopor contendo
gelo, onde ficaram armazenados até a efetiva semeadura. A semeadura foi realizada

manualmente (Fotografia 1), de forma a promover a separagdo semelhante entre as sementes.

Fotografia 1 - Distribuicdo das sementes manualmente nas linhas das parcelas do experimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 MANEJO DA CULTURA

No decorrer do experimento, quando as plantas atingiram o estadio V4 (terceira folha
trifoliolada completamente desenvolvida), foi realizado o controle de plantas invasoras
mediante a utilizagio do herbicida Haloxifop-R Ester Metilico na dose de 63 g i.a. ha™.
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Durante o ciclo da cultura foram realizadas quatro aplicacdes de fungicidas para o
controle de doencas, principalmente ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi). A primeira
aplicacdo ocorreu ainda na fase vegetativa, no estadio V12 (décima primeira folha trifoliolada
completamente desenvolvida), apos a verificacdo prévia de sintomas nas plantas. As outras duas
aplicacBes seguiram o intervalo de 18 dias ap0s a aplicagdo anterior, e, em ambas, foi utilizado
o ingrediente ativo Trifloxistrobina na dose de 60 g i.a. ha. A quarta aplicacdo, realizada 18
dias apds a terceira, foi utilizado um produto comercial a base dos ingredientes ativos
Azoxistrobina + Benzovindiflupir na dose de 300 g i.a. ha. Em todas as aplicacbes foram
adicionado 6leo metilado na dose de 180 g i. a. ha™ na calda em cada aplicac&o.

No estadio reprodutivo da cultura ocorreu uma grande infestacdo do percevejo marrom
(Euschistus heros) que atingiu o nivel de controle. O controle desta praga foi realizado

utilizando um inseticida tendo o Acefato como principio ativo na dose de 800 g i.a ha™.

3.4 AVALIACOES

Todas as avaliacbes foram realizadas na area util da parcela, que foi considerada como
as duas linhas centrais, desprezando-se 0,5 m nas extremidades de cada linha, perfazendo um
total de 3 m?.

Primeiramente foi avaliado o indice de velocidade de emergéncia (IVE), computando-
se diariamente, a partir da primeira plantula emergida no experimento, o nimero de plantulas
emergidas em um metro (MAGUIRE, 1962). Essa avaliacdo foi realizada em dois pontos em
cada parcela (Fotografia 2).

AvaliacOes posteriores ocorreram no estadio fenolégico R8 (maturacdo fisioldgica)
onde foram selecionadas aleatoriamente 10 plantas da &rea til de cada parcela. Nessas, foi
computada a altura de plantas, sendo medida a distancia a partir da superficie do solo até a
extremidade da haste principal, e o didmetro do caule, aferindo-se com o auxilio de um

paquimetro, o diametro na altura do colo da planta, abaixo do primeiro no.



29

Fotografia 2 - Método utilizado para a avaliacdo do indice de Velocidade de Emergéncia
(IVE).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando as plantas atingiram o estadio de maturacdo para a colheita, 10 plantas foram
arrancadas, aleatoriamente, da area Util de cada parcela e foram realizadas as seguintes
avaliacOes: altura de insercdo da primeira vagem: distancia, a partir do nivel do solo até a
insercdo da primeira vagem; nimero de vagens: contagem das vagens presentes em cada planta;
namero de grdos por vagem: contagem do nimero de grdos em todas as vagens presentes na
planta; nimero de grdos por planta: todas as vagens foram debulhadas manualmente e
contabilizados o nimero de gréos presentes por planta; distancia dos entren6s: medida a
distancia entre 0s nds produtivos de cada planta com o auxilio de uma fita milimétrica,; nimero
de nds produtivos: contabilizados os n6s que apresentavam pelo menos uma vagem com gréao.

Para avaliar o peso de 1000 grdos (PMG) e a produtividade, todas as plantas da area Util
foram colhidas nesse mesmo estadio e debulhadas manualmente. Vale ressaltar que os graos
obtidos a partir das 10 plantas utilizadas nas avaliagdes anteriores, se juntaram a estes, nos seus
devidos tratamentos. Para o PMG foi utilizada metodologia descrita has Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009) e para a produtividade a umidade foi corrigida para 13% e os valores
extrapolado para Kg.ha™.

Os dados obtidos a partir da avaliagdo de cada uma das variaveis foram submetidos ao
teste estatistico de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade para comparacdo de médias,

utilizando o software SASM — Agri.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando se avaliou o efeito dos diferentes tratamentos bioldgicos e suas misturas sobre
o indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantulas de soja a campo, foi possivel observar
que o tratamento de sementes contendo apenas Bacillus spp. proporcionou o melhor efeito sobre
essa varidvel, antecipando o estabelecimento do estande de pléantulas apos a semeadura, no
entanto, sem diferir significativamente das misturas contendo essa bactéria (Bacillus spp. + A.
brasilense e T. asperellum + Bacillus spp.) e também do tratamento apenas com A. brasilense
(Tabela 1). Assim, verifica-se que, naqueles tratamentos onde o Bacillus spp. estava presente,
foram alcancadas as maiores velocidades de emergéncias. Esse efeito pode estar associado a
um efeito indireto dessa rizobacteria no biocontrole de patdgenos secundarios (KLOEPPER;
SCHROTH, 1981) ou diretamente, pela producdo de fitohormonios (&cido indolbutirico)
(ARAUJO et al., 2005)

Tabela 1- indice de velocidade de emergéncia de plantulas de soja, em avaliagdes realizadas
até 12 dias apds a semeadura, cujas sementes foram submetidas a diferentes tratamentos

biol6gicos
Tratamento IVE
A. brasilense 13,97 ab*
Bacillus spp. 16,11a
T. asperellum 11,70 b
Bacillus spp. + A. brasilense 14,06 ab
T. asperellum + A. brasilense 12,66b
T. asperellum + Bacillus spp. 14,18 ab
Testemunha 12,18 b
C.V(%) 8,26

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; C.V.:
coeficiente de variagéo

A maior velocidade de emergéncia pode proporcionar ao dossel vantagens no
aproveitamento de agua, luz e nutrientes iniciando o processo fotossintético antecipadamente,
vindo a favorecer o crescimento da parte aérea e do sistema radicular (PANOZZO et al., 2009).
Quanto mais rapido ocorrer a germinacgdo das sementes e a imediata emergéncia das plantulas,
menos tempo as mesmas ficardo sob condicbes adversas, passando pelos estadios iniciais de
desenvolvimento de forma mais acelerada (MARTINS; NAKAGAWA; BOVI, 1999).
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Por outro lado, a menor velocidade de emergéncia faz com que as sementes permanegam
por mais tempo expostas as condi¢des desfavoraveis do solo (BEWLEY; BLACK, 1994),
podendo predispor essas estruturas a acdo mais severa de patogenos (GOMES et al., 2009).
Agentes biologicos com potencial para o biocontrole, quando associados as sementes, podem
influenciar a velocidade de germinagdo em algumas culturas como a soja, onde Bacillus cereus
UWS85 proporcionou aumento na emergéncia e na altura das plantas, na nodulacdo e sobre
outros caracteres agronémicos em condicdes de campo (JOHN BULLIED; BUSS; KEVIN
VESSEY, 2002).

Vale destacar, também, que nos tratamentos contendo T. asperellum, os resultados
encontrados foram estatisticamente iguais a testemunha que nédo recebeu qualquer tratamento
(Tabela 1). Essa menor emergéncia pode estar associada a complexa interacdo entre 0S
microrganismos benéficos e as plantas no ecossistema solo, uma vez que, em ensaios realizados
por Mertz et al. (2009) os autores também ndo verificaram diferencas significativas na

germinacdo de sementes de soja tratadas com Trichoderma spp., em condicdes de campo.

Na cultura do pepino, isolados do Trichoderma asperellum inibiram a germinacao das
sementes e provocaram um atraso no desenvolvimento da parte aérea e da raiz das plantulas da
cultura (ETHUR et al., 2012). Estes resultados indicam que o mecanismo de promocéao de
germinacdo/emergéncia por agentes de biocontrole é especifico (MACHADO et al., 2015), e,
eventualmente, podem afetar negativamente algum desses processos, podendo utilizar a

semente com substrato, colonizando-a e a inviabilizando (ETHUR et al., 2012).

No que se refere a altura de plantas de soja, cujas sementes foram submetidas a
diferentes tratamentos bioldgicos, tratamentos contendo Bacillus spp. e A. brasilense,
isoladamente ou em mistura, se comportaram como o0s melhores tratamentos, sendo que
Bacillus spp. isolado ou na mistura com A. brasilense foram os Unicos tratamentos que diferiram
significativamente da testemunha. Dentre os tratamentos estudados, o género Bacillus spp. se
destacou por proporcionar um maior indice de altura e evidéncia de maior didmetro de caule

das plantas de soja. (Tabela 2).

Neste trabalho, o aumento da estatura das plantas inoculadas com Bacillus spp.
provavelmente tenha sido influenciada pela producdo de compostos metabolicos, estimulando
0 crescimento de raizes e nodulacdo das plantas, mas principalmente, favorecendo a
competitividade e eficiéncia do rizébio, contribuindo para translocacdo de uma maior

guantidade de compostos assimilaveis que atuaram no crescimento desta leguminosa. Efeitos
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positivos desse género bacteriano foram comprovados in vitro, com a producéo de Acido Indol
Acético (AlA) e a campo na cultura da soja, onde sua aplicacdo aumentou significativamente a
altura das plantas observadas (BATISTA, 2017).

Tabela 2 — Altura (m) e didmetro caulinar(mm) de plantas de soja, cujas sementes foram
submetidas a diferentes tratamentos bioldgicos

Tratamento Altura (m) Diametro do caule (mm)
A. brasilense 1,31 ab* 10,90™

Bacillus spp. 1,35a 11,12

T. asperellum 1,23 b 10,29

Bacillus spp. + A. brasilense 1,35a 10,95

T. asperellum + A. brasilense 1,30 ab 10,65

T. asperellum + Bacillus spp. 1,28 ab 10,63
Testemunha 1,23b 10,36

C.V(%) 3,56 4,07

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; ns:
ndo significativo; C.V.: coeficiente de varia¢do

Na cultura do milho, analisando a massa seca da parte aérea das plantas, o tratamento
com Bacillus subtilis aplicado no sulco de semeadura, apresentou um maior desenvolvimento
das plantas em relacdo aos outros tratamentos. Acredita-se que esta diferenca de crescimento
esteja associada a colonizacgdo das raizes e a producao de antibidticos, enzimas e fito horménios
proporcionadas por essa bactéria, (MAZZUCHELLI et al.,2015).

O tratamento com a combinacdo de Bacillus spp. e A. brasilense se manteve entre as
melhores médias obtidas, no entanto, sem incrementos significativos (nem numéricos), em
relacéo ao tratamento contendo apenas Bacillus spp (Tabela 2). E provavel que, esse incremento
tenha sido propiciado apenas pelo Bacillus spp., sem ter ocorrido competi¢do pelo mesmo nicho
com o A. brasilense, diferente do que ocorreu quando Bacillus spp. foi misturado com o T.
asperellum e promoveu resultados estatisticamente iguais a testemunha. Neste caso, T.
asperellum pode ter atuado apenas no sistema de defesa da planta, ja que seus mecanismos de
promogcéo de crescimento vegetal, na auséncia de fitopatdgenos, ainda sdo pouco esclarecidos
e nem sempre sdo observados (MACHADO, 2012)
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Pesquisas mais recentemente, vém buscando a eficiéncia da co-inoculagdo de A.
brasilense com Bacillus subtilis, combinagdo que esta demonstrando significativamente um
maior desenvolvimento das plantas, e diversos beneficios que a interacdo dessas bactérias pode

proporcionar ao desempenho dos vegetais, (MAZZUCHELLI et al., 2015).

Em relagéo ao tratamento com T. asperellum que apresentou uma das menores estaturas
de planta, semelhante a testemunha, este resultado pode estar relacionado a uma maior atuacédo
do fungo no sistema de defesa do vegetal, contra fungos fitopatdgenos, do que na promogéo de

crescimento das plantas.

Na analise do diametro do caule, ndo ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos
analisados (Tabela 2), resultados que divergem dos encontrados por Batista (2017), que relatou
aumento significativo do didmetro caulinar de plantas de soja no tratamento com Bacillus
RZ2MS9 e por Dos Santos (2014), onde a microbiolizagdo com Bacillus ssp. em sementes de
girassol proporcionou maior crescimento das plantas e uma maior expansdo do diametro do
caule. No entanto, essa auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos no presente
trabalho pode ser devido a esta variavel ser mais influenciada por questdes de genétipo da
cultivar e pouco dependente dos fatores externos (DARTORA et al., 2013), nos quais se destaca

os controles aqui utilizados.

Na variavel insercdo da primeira vagem, o tratamento com Bacillus spp. proporcionou
a maior altura de insercéo, diferindo significativamente apenas do tratamento com Trichoderma
gue apresentou a menor altura de insercdo (Tabela 3), sendo possivel notar certa correlacdo
entre esses dados com os resultados de altura de plantas, expressos na Tabela 2. Assim, plantas
com menor crescimento, como foi no tratamento com Trichoderma, possuem um melhor
aproveitamento de luz na camada inferior do dossel, o que proporciona um menor alongamento
da haste principal e uma insercdo mais baixa do n6 do primeiro legume e, por consequéncia,

menor altura de insercao do primeiro legume (ZABOT, 2009).

Possivelmente um fator que pode ter contribuido para a maior altura de insercédo da
primeira vagem no tratamento com Bacillus seria um incremento na quantidade de nitrogénio
assimilada e assim disponivel para a planta. A cultura da soja demonstrou que a associacao de
Bradyrhizobium japonicum, osmoprotetor e A. brasilense proporcionou diferencas
significativas de altura da primeira vagem (FIPKE, 2015).
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Tabela 3 - Insercdo média da primeira vagem (cm) de plantas de soja, cujas sementes foram
submetidas a diferentes tratamentos biol6gicos

Tratamento Insercéo da primeira vagem (cm)
A. brasilense 20,12 ab*

Bacillus spp. 22,07 a

T. asperellum 17,27 b

Bacillus spp. + A. brasilense 21,52 ab

T. asperellum + A. brasilense 20,8 ab

T. asperellum + Bacillus spp. 21,75 ab
Testemunha 19,77 ab

C.V(%) 9,40

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; C.V.:
coeficiente de variagéo

As caracteristicas agronémicas de altura de plantas, arquitetura e insercéo da primeira
vagem sdo atributos definidos por expressdes genéticas, mas podem ser influenciadas por
fatores como época de semeadura, densidade populacional por condi¢des do ambiente onde séo
conduzidas essas plantas, como a presenca de agua, temperatura, nutrientes e também aos
microrganismos estabelecidos nesses solos (BERGAMASCHI; BARNI, 1978, apud
VAZQUES et al.,2008).

A distancia de entre nds produtivos, no presente estudo, ndo apresentou diferenca

significativa entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 - Distancia de entren6s produtivos (cm) e quantidade de n6s produtivos de plantas
de soja, cujas sementes foram submetidas a diferentes tratamentos biologicos.

Tratamento Distancia de entrends Quantidade de nds
produtivos (cm) produtivos

A. brasilense 7,53 "™ 15,72 b*

Bacillus spp. 7,16 17,70 a

T. asperellum 7,34 15,92 ab

Bacillus spp. + A. brasilense 7,48 15,92 ab

T. asperellum + A. brasilense 7,57 1547 Db

T. asperellum + Bacillus spp. 7,58 15,25 b

Testemunha 7,17 16,20 ab

C.V (%) 3,53 4,89

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; ns:
ndo significativo; C.V.: coeficiente de variagdo
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O ensaio evidenciou que o tratamento com Bacillus spp. foi o tratamento que
proporcionou a maior quantidade de nds produtivos por planta, diferindo significativamente
dos tratamentos contendo apenas Azospirillum e das misturas T. asperellum + A. brasilense e

T. asperellum + Bacillus spp. mas sem diferir significativamente da testemunha (Tabela 4).

Para a variavel nimero de vagens, o Bacillus spp. proporcionou a maior quantidade de
vagens por planta, resultado este que apresentou diferenca significativa do tratamento contendo
apenas A. brasilense e da combinacédo T. asperellum + A. brasilense (Tabela 5). Autores como
Bulegon et al. (2016), tratando sementes de soja com B. japonicum e A. brasilense observaram
incremento do nimero de vagens quando utilizaram o tratamento contendo Azospirilum,
isoladamente e em mistura com B. japonicum, discordando com os resultados encontrados no
presente trabalho, onde ndo foram observadas diferencas nos tratamentos contendo esses

micoorganismos, em relacdo a testemunha.

Tabela 5 - Numero de vagens em plantas de soja, cujas sementes foram submetidas a diferentes
tratamentos biol6gicos.

Tratamento NUmero de vagens
A. brasilense 47,82 b*
Bacillus spp. 58,55 a

T. asperellum 56,7 ab
Bacillus spp. + A. brasilense 54,05 ab

T. asperellum + A. brasilense 47,32 b

T. asperellum + Bacillus spp. 49,12 ab
Testemunha 50,45 ab

C.V (%) 7,92

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; C.V.:
coeficiente de variagéo

Condic0es estressantes, como alta temperatura ou deficiéncia hidrica durante o inicio
do estadio reprodutivo, R1 (inicio do florescimento) até 10 a 12 dias ap6s o estadio R5 (inicio
do enchimento de grdos) podem trazer grandes prejuizos de produtividade para as plantas, pois
comprovacgOes cientificas relatam que nesse periodo o numero de vagens € influenciado
fortemente pela fonte de assimilados presente e pela capacidade assimilatéria desses compostos
pela planta (BOARD ; TAN, 1995).
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Os reultados observados sobre 0 nimero de graos por planta demonstram que o Bacillus
mostrou-se superior aos demais tratamentos, ndo diferindo estatisticamente dos tratamentos
com T. asperellum e da combinacdo Bacillus spp + A. brasilense (Tabela 6). Em soja, a
inoculacédo de Bacillus spp. pode ter proporcionado incrementos na nodulagdo, aumentando a
sintese de metabdlitos, como ocorreu quando Bradyrhizobium spp. foi co-inoculado com
Bacillus spp, em soja, proporcionando incrementos na nodulagéo e no rendimento (ARAUJO;
HUNGRIA, 1999).

Com relacdo ao nimero de grdos por vagem, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa (Tabela 6). Essa variavel estd diretamente relacionada com o fator genético da

planta, sendo intrinseco da cultura uma média de dois gréos por legume (HEIFFIG, 2002).

Tabela 6 - Numero de gréos por planta e nimero de gréos por vagem de plantas de soja, cujas

sementes foram submetidas a diferentes tratamentos bioldgicos.

Tratamento NUmero de grdos por NUmero de graos por
planta vagem

A. brasilense 101,37 ¢ 2,09 1

Bacillus spp. 127,45 a 2,17

T. asperellum 124,82 ab 2,20

Bacillus spp + A. brasilense 115,95 abc 2,11

T. asperellum + A. brasilense 102,42 c 2,11

T. asperellum + Bacillus spp 105,32 bc 2,13
Testemunha 101,72 ¢ 2,05

C.V(%) 8,41 4,13

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; n.s.:
ndo significativo C.V.: coeficiente de varia¢do

Para a variavel peso de mil grdos, o tratamento com Bacillus ndo diferiu estatisticamente
dos demais tratamentos, mas foi o Unico tratamento que diferiu da testemunha (Tabela 7).
Também em soja, a inoculacgéo de Bacillus cereus nas sementes proporcionou um aumento no
peso de mil gréos, em relacdo aos tratamentos com a auséncia da inoculacdo (JOHN BULLIED;
BUSS; KEVIN VESSEY, 2002).
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Tabela 7 - Peso de mil grdos (g) e produtividade (Kg ha) de plantas de soja, cujas sementes
foram submetidas a diferentes tratamentos bioldgicos

Tratamento Peso de mil gréos Produtividade
(9) (Kg ha')
A. brasilense 136,36 ab 2902,94 b
Bacillus spp. 141,09 a 3651,04 a
T. asperellum 137,85 ab 2909,94 b
Bacillus spp.+ A. brasilense 138,06 ab 3108,18 ab
T. asperellum + A. brasilense 138,10 ab 3217,09 ab
T. asperellum + Bacillus spp. 137,35 ab 2992,00 ab
Testemunha 135,86 b 2848,32 b
C.V (%) 1,52 10,20

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey; C.V.:
coeficiente de variagdo

Na avaliacdo do rendimento, a produtividade superior foi constatada no tratamento com
Bacillus spp., apresentando diferencga significativa quando comparado aos tratamentos com A.
brasilense, T. asperellum e a testemunha. Todas as combinacBes proporcionaram resultados

similares ao tratamento de maior produtividade observado no trabalho (Tabela 7).

A eficiéncia de Bacillus spp. em promover ganhos de producdo pode estar associada a
capacidade de colonizacao dos tecidos internos das raizes, e assim, melhorar as condi¢des para
sua sobrevivéncia e para atividade da enzima nitrogenase na fixacao biol6gica de nitrogénio. O
Bacillus cereus em soja proporcionou uma maior produtividade, com o rendimento médio de
gréos diferindo significativamente dos tratamentos que n&o receberam a inoculagdo (JOHN
BULLIED; BUSS; KEVIN VESSEY, 2002). Da mesma forma, a co-inoculacdo utilizando
Bacillus spp. na formulacdo, em soja, ja evidenciou um aumento no rendimento e maior teor de
N nos grdos, (ARAUJO & HUNGRIA, 1999).

Na literatura, inUmeras pesquisas relatam o potencial do A. brasiliense em estimular o
crescimento vegetal de gramineas como milho, trigo e arroz. Entretanto, no presente estudo, a
bactéria inoculada em uma leguminosa apresentou desempenho igual a testemunha no que se
refere a produtividade (Tabela 7). Uma das razdes para o insucesso dos resultados obtidos
poderia ser a incapacidade da interacdo entre a bactéria e a planta em estabelecer niveis
significativos de populagdes bacterianas na superficie radicular ou endofiticamente (HAHN,

2013). Outro fato que pode estar relacionado com a colonizagéo das raizes por A.brasiliense,
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que ocorre em grande parte na zona de emergéncia das raizes laterais (BROEK et al., 1993),
sendo que os rizébios também preferem essa mesma zona de crescimento, podendo ocorrer
neste local uma incompatibilidade entre as bactérias, favorecendo competicdo por nincho,

espaco ou nutrientes nas raizes, prejudicando a colonizacao.

No que se refere ao T. asperellum, ndo foi observado efeito significativo desse
tratamento isoladamente sobre a produtividade. Autores como Harman et al., (2004), afirmam
que isolados de Trichoderma proporcionam resultados superiores nos niveis de produtividade
quando as condicOes séo estressantes para a planta, mais especificamente, apenas quando se
tem a presenca de patdgenos. Por se tratar de um ano sem a presenca de muitas doencas, devido
as condicdes ambientais ndo terem favorecido os patdgenos, os beneficios pode ter sido menos

evidentes nesse tratamento.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento bioldgico de sementes com a bactéria Bacillus spp. (isolado LABMID
UFFS RD34) proporciona beneficios sobre caracteristicas agrondmicas analisadas em plantas
de soja, bem como um maior rendimento de gréos. No entanto, quando combinada com outros
microrganismos, ndo foram observados esses resultados e nem ganhos adicionais, podendo ter

ocorrido alguma incompatibilidade de acdo quando em conjunto, no solo.

Trichoderma asperellum e Azospirillum brasiliense apesar de proporcionarem
beneficios em alguns caracteres agronémicos, ndo demonstraram ganhos adicionais no

rendimento, se igualando a testemunha.

Como o ano foi regular para a cultura da soja, com boas temperaturas e sem restri¢do
hidrica, necessita-se de mais estudos para comprovacao da eficiéncia de alguns microrganismos
quando na presenca desses estresses abidticos quanto bidticos, buscando compreender, cada
vez mais, as relacOes envolvidas entre esses potenciais microrganismos de crescimento e a

cultura da soja.
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