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RESUMO: O Objetivo desse trabalho foi avaliar o edtepenho de Bradyrhizobium
japonicum e Azospirillum brasilense, de forma idal@ co-inoculada na germinacéo e
desenvolvimento inicial de diferentes cultivaressdg@ cultivadas na regido oeste do
Paranda. Para isso foi utilizado um delineament@irdmente casualizado, no esquema
fatorial 5x4, onde o primeiro fator representou @dtivares (V-max, Spring, Apollo,
Turbo e ND 4990) e o segundo fator as bactériaszatréficas (Testemunha,
Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium japonicwarg co-inoculacao de A. brasilense
+ B. japonicum. As avaliagbes constituiram-se dignpira e segunda contagem de
sementes germinadas, comprimento de raiz, comprintEnparte aérea e massa seca
de parte aérea e de raiz, essas determinadas aosliais apds a semeadura. O uso da
inoculacdo com A. brasilense apresenta germinac&mergéncia mais rapidas das
plantulas, principalmente para a cultivar ND 49%ara a V-max os resultados foram
inferiores aos demais cultivares avaliadas, priatipente para a primeira e segunda
contagem, e para a Spring e Apollo, essas apresantaesultados consistentes e
homogéneos para todas as variaveis avaliadas. Poeenfurbo, tanto quando
inoculagdo com A. brasilense, assim como a co-ilagém mostrou-se ineficiente.
Assim o0 uso de A. brasilense possibilita o incréameem raizes e influenciou
positivamente a velocidade de germinacéao.

PALAVRAS-CHAVES: Glycine max, bactérias promotdeasrescimento, germinacao.

INITIAL DEVELOPMENT OF SOYBEAN SEEDLING INOCULATED AND
CO-INOCULATED WITH Bradyrhizobium japoniculPAND Azospirillum brasilense

ABSTRACTThe objective of this work the performance of Bratypbium japonicum
and Azospirillum brasilense was to evaluate, inlason and co - inoculated on
germination and early development of different gayb cultivars grown in western
Parana. For this a completely randomized design wsed in a 5x4 factorial scheme,
where the first factor cultivars (V -max, Springgoo and Turbo ND 4990)xnd the
second factor the diazotrophs (Witness, Azospmillbrasilense, Bradyrhizobium
japonicum, and co - inoculation of A. brasilens&+aponicum). The reviews consisted
of first and second counts of germinated seedg, lwth, length of shoot and dry
mass of shoots and roots, those determined at eigi after sowing. The use of
inoculation with A. brasilense shows faster gerrtiora and seedling emergence,
mainly for farming ND 4990. For V -max results wéoever than the other cultivars
evaluated, especially for the first and second t®umand the Spring and Apollo, these
showed consistent and homogeneous data for alabs. However Turbo both when
inoculated with A. brasilense, as well as co- irflatan was inefficient. Thus the use of
A. brasilense enables the increase in roots andtipely influenced the germination
rate.

KEYWORDSGIycine maxgrowth promoting bacteria; germination.
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INTRODUCAO

A soja é uma oleaginosa amplamente cultivada nodmutendo grande
importancia econdmica em muitos pais®soja € uma planta anual, herbacea, ereta,
com fruto do tipo vagem, contendo de 2 a 5 semgastro e Kluge, 1999). Essa
planta se propaga via semente, a qual interfereesiabelecimento da cultura e
desempenho em rendimento de gréos nas regidesq@asiu

Nos ultimos anos, a producéo de soja passou poamgad com o surgimento
de novas tecnologias, como a intensa mecanizagdanmente com a agricultura de
precisdo, o melhoramento genético e técnicas dejmabutro ponto foi a adequacao
do zoneamento da cultura, que garantiu que outrisras possam ser cultivadas na
mesma area ano agricola, tanto em sucessdo comotagdo de culturas. Assim, é
possivel antecipar a semeadura, assim como redigdmeriodo entre semeadura e
colheita com o uso de cultivares precoces, alémsdode dessecacdo da cultura para
antecipar a colheita, assegurando assim, prodateidsustentavel e econémica da
cultura subsequente (Lacerda et al., 2001; Netbl 20

No Brasil, também tem-se o uso de bactérias fixadate nitrogénio no
tratamento de sementes de soja ddradyrhizobium japonicumreduzindo o uso de
nitrogénio mineral e aumentou a lucratividade dwoslptores brasileiros (Hungria et al.,
2005; Zilli et al., 20086).

Atualmente, com os estudos das bactérias promotdeasrescimento e
fixadoras de nitrogénio, sabe-se quézamspirillum brasilens@ossui a capacidade de
estimular e excretar hormonios vegetais, sendo éss#o 3-indolacético (AlA)
(CROZIER et al., 1988), além de outros compostdslioos, citocininas (Cacciari et
al., 1989) e giberelinas (Bottini et al., 1989)ecauxiliam no desenvolvimento inicial
das plantas, podendo representar ganho de diasfoaga o final do ciclo da cultura da
soja.

Nesse contexto varios trabalhos relatam efeitotiposila inoculacdo da soja
com A. brasilenseseja na etapa de germinacdo ou no estabelecimast@ldntas
Cassan et al. (2009), tanto quB.gaponicumisoladamente quanto co-inoculado com o
A. brasileinseé capaz de promover a germinacdo, nodulacdo enddgenento de
plantulas de soja em niveis adequados. E aindarsémntrados resultados a campo,

relatando que, tanto de forma isolada ou co-inaleuka soja ndo apresentou respostas
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positivas na produtividade (Barbaro et al., 200@xlini (2006), realizaram 10 ensaio
de campo, reportando que em oito desses, a geldwirag emergéncia de plantulas de
soja foram melhorados com a co-inoculagéo.

Porém, esses trabalhos séo iniciais, e considemla resposta positiva pode
ocorrer devido a cultivar utilizada (Reis et aDP@), assim como a preocupacao com a
co-inoculacdo d&. japonicuncom OA. brasilense,pois Plazinski e Rolfe, (1985) e Li
e Alexander (1988) relataram que o0 uso de doisamganismos simultaneos pode
acarretar competicdo entre ambos, sem alcancai@nefa com o uso isoladamente.

Nesse sentido, o trabalho teve como objetivo avatiadesempenho de
Bradyrhizobium japonicune Azospirillum brasilensede forma isolada e co-inoculada,
sobre a germinacdo e desenvolvimento inicial dentplds de soja em diferentes

cultivares cultivadas na regiao oeste do Parana.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condi¢bes laborai®rino Laboratério de
Fisiologia Vegetal, pertencente a Universidadedtstbdo Oeste do Paran& — Unioeste.

O delineamento experimental utilizado foi inteirant@e casualizados no
esquema fatorial 5x4, com cinco repeticdes. O prorfator representou as cultivares
(V-max, Spring, Apollo, Turbo e ND 4990) e o seguoifidtor as bactérias diazotroficas
(Testemunhalzospirillumbrasilense Bradyrhizobium japonicum, & co-inoculacaé.
brasilenset B. japonicun), totalizando 20 tratamentos, e 100 parcelas erpetais

Para as avaliacbes de primeira e segunda contagencultivares foram
avaliadas isoladamente, comparando-se apenastasérgos, desta forma o esquema
contou com quatro tratamento e cinco repeticoesalizando-se 20 parcelas
experimentais.

Durante a realizacdo do trabalho, foram utilizao@sdejas plasticas de 30 X
20 cm (0,06 cm?), as quais foram divididas em quparcelas experimentais de 15 X
10 cm (0,015 cm?); para isso foi utilizado placassWA, para garantir que as raizes das
plantas ficassem restritas a parcela experimeAslbandejas foram esterilizadas,
utilizando-se alcool 70%, o qual foi aplicado etrilisiido fazendo-se o uso de papel

toalha, limpo e estéril.
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O substrato utilizado foi areia, a qual foi autvelda, em autoclave vertical a
105°C e 1,5 atm. por aproximadamente 30 minutcti@da apds o resfriamento da
autoclave, aproximadamente 3 horas apés seu deslija.

Cada parcela experimental recebeu 1,5 Kg de are@aforam distribuidas de
forma homogénea. Apés as bandejas permaneceranepusp por periodo de dois
dias, para garantir o total resfriamento do sutzsteaa eliminacdo dos materiais de
esterilizacéo (evitando problemas de germinacaselaentes e/ou a sobrevivéncia das
bactérias).

A inoculacdo das sementes ocorreu cerca de 30 osirauttes da semeadura,
sendo utilizado-se 0,2 ml de inoculante para 2Q@es¢es, conforme técnicas de
assepsia em camara de fluxo e acondicionada entegaglasticos vedados para nao
ocorrer contaminacdo com microrganismos presenteatnzosfera. O inoculante
utilizado para oB. japonicumfoi o Simbiose Nod (5 x 10° ufc gram&), e paraA.
brasilense{Abv5+Abve6) foi utilizado o produto Graminafité8 x 10° ufc gramé).

A semeadura foi realizada a dois cm de profundidseledo acondicionadas 25
sementes por parcela. Apés a semeadura foi realizadacdo (62 mL de agua por
parcela), a qual se procedeu diariamente, manteadmndicdo de campo a umidade
das parcelas experimentais.

As avaliacBes realizadas constituiram-se de pram@intagem da germinacao,
realizada aos quatro dias apds a semeadura (DAS3egunda contagem foi realizada
aos oito dias DAS, segundo determinacdo da redisarde sementes (Brasil, 2009).
Também aos oito dias ap0s a semeadura, foramaeéatizas avaliagdes biométricas das
plantulas, onde foram escolhidas aleatoriamentepldtulas por parcela, sendo
determinado o comprimento de raiz (CR) (cm), comprito de parte aérea (CPA)
(cm), com o auxilio de régua graduada em cm. Enuidag as plantulas foram
acondicionadas em sacos de papel e conduzidas@esgem em estufa de circulagao
forcada de ar a 65°C por 72 horas, sendo determinaghassa seca de parte aérea
(MSPA) e de raiz (MSR).

Os dados coletados foram tabulados e submetidoslsede variancia pelo
programa estatistico SISVAR, e constatada sigmifieg estes foram submetidos ao
teste de média, pelo teste de Tukey a 5% de pratads (0,05).

RESULTADOS E DISCUSSOES
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Ao analisar os dados, foi identificado efeito sfigaitivo das inoculagdes com
Azospirillum brasilense Bradyrhizobium japonicunjem como a co-inoculagéo ée
brasilensee B. japonicumnas diferentes cultivares testadas, tanto pakaréveis de
parte aérea, quanto para as de sistema radiculdiradas oito dias apds a semeadura
(Tabelale 2).

Quando observado o desdobramento dentro de cailaagubs resultados nao
apresentaram grandes variacdes para a parte aérefy apenas observada diferenca
significativa sobre comprimento de parte aéreardets cultivar ND 4990.

Para o comprimento de parte aérea, valores sueerforam observados no
tratamento testemunha para a cultivar Apollo, Teb8&pring, quando se utilizou a
inoculagédo conB. japonicum com destaque paraSpring e Apollo, enquanto a V-max
apresentou valores inferiores (Tabela 1). Quandbzaut a inoculacdo comA.
brasilense a ND 4990 e a Apollo apresentou resultados soesri Para a co-
inoculacdoB. japonicume A. brasilensea V-max foi inferior, sendo a menor média
dentro de todos os tratamentos. De forma gerah parariavel de parte aérea, foram
observadas diferencas apenas para a cultivar ND, 48@le 0A. brasilensgopromoveu
meédias superiores, juntamente com a co-inoculagiquanto que para as demais
cultivares nao foi observado efeitos dos tratangento

Para a massa seca de parte aérea nao foram edesntdiferencas
significativas para as cultivares avaliadas, e doaaobservada dentro das cultivares
apenas ocorreu diferenca para a ND 4990, ondeimocatacdo promoveu a menor
média (Tabela 1).

Os valores superiores de comprimento de parte @& massa seca de parte
aérea promovido pelas bactérias do gémerasporillum podem estar relacionadas ao
estimulo hormonal (Crozier et al., 1988; Caccidriak, 1989; Bottini et al., 1989;
Lambrecht et al., 2000), e consequentemente mas@ryolvimento inicial das plantas
(Cassén et al., 2009). Tal situacdo pode ndo rempia@sganho expressivo, porém maior
comprimento de parte aérea e massa seca de peste @gnifica que a plantula se
desenvolveu adequadamente e acumulou reservagjgsalas reservas cotiledonares e
do inicio da fotossintese.

Ao se avaliar os dados referentes ao sistema fadidoram observados
variagoes, tanto entre as cultivares testadas,tquerire tratamentos com inoculagao
(Tabela 2). No desdobramento dos tratamentos, eulegio comA. brasilensese

mostrou superior nas cultivares ND 4990, Spring-eax, e comportamento inferior
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para a cultivar Turbo, sendo 29%, 10% e 6,4% iofedis anteriores, respectivamente.
Essa variacdo pode estar relacionada com a afmidad bactérias do género com
determinadas cultivares, conforme relatos de Reial.e(2000). Outro ponto a ser
considerado € a promocao da elongacao radiculaculagares ND 4990, Spring e V-
max, provavelmente relacionado ao balanco de Aampvido peloA. brasilense
(Ferlini et al. 2006). Esses mesmos autores erarantr incremento do sistema
radicular ao co-inocular sementes de soja na Amgentom B. japonicume A.
brasilense observando incrementos de até 200% nos sistad@silares.

Porém, ao se avaliar a inoculacdo c&n japonicum,a cultivar Turbo
apresentou sistema radicular superior, ndo dife@erdo da V-max e Spring. Tal
situacdo pode ser favoravel para a Turbo, uma vezagmaior superficie radicular
facilita a colonizacao por parte das bactérias@@pnando incremento na nodulacao e
maior aporte do nitrogénio com o desenvolviment@ldata (Araujo et al., 2005). O
fato das demais cultivares ndo responderem conorgamento radicular, pode estar
relacionado a carateristicas genotipicas, ou aitfetaostram maior afinidade dessas
com as bactérias diazotroficas, ndo necessitandor rddeea de contato raiz-bactéria,
sendo suficiente para proporcionar os resultadesrebdos, independente de inocular
ou co-inocular.

Para a massa seca de raiz, a cultivar Turbo apoesealores superiores para o
tratamento A. brasilensee a co-inoculacdo deé\. brasilensee B. japonicum
provavelmente relacionada ao efeito de desenvohtonedicular proporcionado pelo
A. brasilense(Gitti et al.,, 2012), que além do elongamento naldic promove o
desenvolvimento de raizes laterais secundariava(Sit al., 2004; Stets, 2013),
permitindo maior associacdo com microrganismos fiimsee maior absorcdo de agua e
nutrientes. (Dimpka et al., 2009).

Ao avaliar a primeira e segunda contagem, os mfdt seguiram 0s
apresentados para as variaveis biométricas comcdas entre cultivares (Figura 1).

No desdobramento dos tratamentos com inoculacatrodeias cultivares,
foram observadas diferencas significativas apenes @ primeira contagem, realizadas
aos quatro dias apos a semeadurad(p5). Na segunda contagem, aos oito dias apos a
semeadura, ndo foram observadas diferencas saifis entre os tratamentos com

inoculagao para nenhuma das cultivares avaliadas (p0,05).
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Tabela 1 - Variaveis biométricas de parte aérea de plantutasaja de diferentes cultivares submetidas a iagéol comAzospirillum

brasilensee Bradyrhizobium japonicum

Tratamentos Comprimento de Parte Aérea (cm) Massa Seca de Rarea (g planty
Apollo Turbo V-max ND 4990 Spring Apollo Turbo Viax ND 4990 Spring
Testemunha 20,57 aA 18,96 aAR4,20aC 17,73bB 19,24aAB 0,105aA 0,109aA 0,103aA 0,074aA 0,098 aA
A. brasilense 20,40aA 17,74aB 14,17aC 20,21aA 20,61aA 0,096aA 0,115aA 0,109aA 0,077aA 0,078 aA
B. japonicum 20,09 aAB 18,31 aBC 14,26 aD 18,01 bC 20,93aA 0,096aA 0,111aA 0,091aA 0,073aA 0,082 aA
A.bra+B.jap 19,83aA 19,08aA 12,54aB 19,11 ab¥8,25 aA 0,112aA 0,121aA 0,105aA 0,043bB 0,098 aA
C. V. (%) 5,85 3,23
D.M.S 1,06 0,23

**Medias seguidas da mesma letra mindscula na eotumailsculas na linha, ndo diferem entre siteste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2 -Variaveis biométricas de sistema radicular detplaa de soja de diferentes cultivares submetidagsculacdo cormzospirillum

brasilensee Bradyrhizobium japonicum

Tratamentos Comprimento de Raiz (cm) Massa Seca de Raidafug?)

Apollo Turbo V-max ND 4990 Spring Apollo Turbo iviax ND 4990 Spring
Testemunha 12,11 aA 13,58bB 9,74bC 13,21aB B©H20 0,015aA 0,016 aA 0,012aA 0,026 aA 0,026 aA
A. brasilense 7,44bC 10,53cB 11,25abB14,83aA 11,69 aB 0,009bB 0,038aA 0,010aB 0,020aB 0,011 aB

B. japonicum 9,38bB  17,00aA 10,79 abB9,45bB 9,91 abB 0,010bB 0,019aB 0,012 aB

0,043 aA 0,032 aA

A.bra+B.jap 7,70bB  9,88cB  1354aA 7,61bB  %0B 0,012 abB 0,035aA 0,018aB 0,017aB 0,021 aB
C. V. (%) 13,39 2,23
D.M.S 1,5 0,14

**Medias seguidas da mesma letra mindscula na eodumaildsculas na linha, ndo diferem entre siteste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os valores diferenciados de germinacéo observatie as cultivares era esperada,
uma vez que cada cultivar possui caracteristicgtstiis entre si, e podem apresentar maior
ou menor tempo de germinacdo (Silva et al.,, 20T@). caracteristica € amplamente
influenciada por fatores abioticos (Garcia, 201@prém, ambas as cultivares foram
submetidas as mesmas condicdes. E importante destae as sementes utilizadas
apresentavam caracteristica de acordo com o norasildira de comercializa¢do, devido
essas serem sementes pertencentes a categorieaSil, g®09).

Ao avaliar os tratamentos dentro das cultivaresnazulacdo deA. brasilense
promoveu melhores resultados nas cultivares Apbli®4990 e Spring (Figura 1A, 1D, 1E),
para a cultivar V-max (Figura 1C) ndo se teve difen significativa, e na Turbo (Figura 1B)
esse tratamento apresentou média baixa, juntaroeme co-inoculacdo coB japonicum.

A inoculacao conB. japonicumnao interferiu na germinagcao das sementes duaante
primeira contagem e a segunda, mostrando que as$&ria pode ser definida como neutra
para essa etapa da cultura, tendo apenas efe#tdiado desenvolvimento da planta (ZILLI
et al., 2006).

Assim as médias mais baixas foram obtidas quanddilssou a co-inoculacaad.
brasilensee B. japonicumnas cultivares Apollo e Turbo durante a primewatagem, pode
estar relacionado ao processo de competicdo esses dactérias, que segundo Plazinsk e
Rolfe (1985), pode causar supressao e/ou mortagjasisultando em menores numeros de
unidades formadoras de colbnias, sem interferigeraninacdo das sementes nas cultivares
Apollo e Turbo.

A auséncia de efeito dos tratamentos com inoculagio cultivares na segunda
contagem, pode estar relacionado a qualidade dasnses, pertencente a categoria S1,
possuindo alta qualidade, evidenciando a imporéadei utilizar semente de boa qualidade
(Dartora et al., 2013). Ou ainda, ao processolfigioo que ocorre durante a germinacao,
visto que as sementes possuem reservas hormomasgientes suficientes para germinar
(Taiz e Zieger, 2009). Assim a liberagao naturahdenonios pode ter promovido geminacao
e emergéncia das plantulas de forma normal, n&psarservado diferencas significativas.

Ja para a primeira contagem essa carga naturabmedhios pode néo ter sido
liberada em quantidades suficientes para promogerminacdo e emergéncia das plantulas,
sendo essa complementada ou ainda aumentada pstanga dé\. brasilensenas cultivares
Apollo, ND 4990 e Spring possivelmente devido amdaristicas genéticas, resultando em
maior afinidade com essa. Desta forma, o usdAdérasilensepode ser uma tecnologia

promissora na cultura da soja, pois com na aguiktual, o ganho em um ou dois dias no
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periodo de geminag¢do, mesmo parecendo pouco, ppreEsentar ganhos no rendimento final

da cultura da soja e também na semeadura da pré@xito@a, que pode ser contemplada com

melhores condicfes climaticas. Porém, para o emoplegsa tecnologia deve-se selecionar

cultivares responsivas para que possam ser in@dasrnos programas de melhoramento
visando uso futuro. Cabe ainda ressaltar a neeeksidmpliar as pesquisas quanto ao

comportamento d@. brasilensee do B. japonicumquando em associacdo e para cada

cultivar, para fornecer tecnologia mais adequada @g@rodutor.
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Figura 1 - Germinacgdo na primeira e segunda contagem duingegdo de diferentes cultivares de
soja [Apollo (A); Turbo (B); V-max (C); ND4990 (D)Spring (E)] submetidas a inoculagdo com
Azospirillum brasilense Bradyrhizobium japonicum
* Letras mailsculas semelhantes ndo apresentaremje estatistica entre si pelo teste de Tukey,g&% primeira contagem.

** | etras minusculas semelhantes nédo apresentasredifa estatistica entre si pelo teste de Tukéy,a8&ra segunda contagem.

CONCLUSOES

O uso deBradyrhizobium japonicunma semeadura néo interfere na germinacéo e

emergéncia de plantulas de soja.

A inoculacao de sementes de soja daospirillum brasilensapresentou resultados

variaveis na germinagdo e emergéncia das plantelasjonados a cultivar
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A cultivar ND 4990 apresenta melhores resultadaanda recebe a inoculagéo de
Azospirillum brasilenseseguida de Apollo e Spring.

A cultivar Turbo néo apresentou bons resultadosres@ber a inoculacdo com
Azospirillum brasilensendo sendo recomendada para novos trabalhos ooyawdacao.

A co-inoculagéo Azospirillum brasilensee Bradyrhizobium japonicumnao se

mostrou eficiente frente a inoculacéo isolada deanpara as cultivares estudadas.
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