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RESUMO

SILVA JUNIOR, Rubens Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2019. Coinoculacio de microrganismos benéficos em sementes de soja com
diferentes niveis de vigor. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadora:
Marliane de Cassia Soares da Silva.

A qualidade das sementes ¢ extremamente importante durante todo desenvolvimento
da cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill). Ela atua direta e indiretamente durante a
emergéncia das plantulas, no desenvolvimento vegetativo e na produtividade dos
graos. Assim, quando a qualidade das sementes utilizada no plantio ¢ reduzida, a
lavoura como um todo também ¢ afetada. Consequentemente o estande de plantas ¢
reduzido, o crescimento da planta ¢ alterado e a produgdo comprometida. Pensando
nisso, ¢ possivel que os microrganismos benéficos, através de diversificados
mecanismos de acdo, diminuam os efeitos negativos das sementes de baixo vigor e
ainda estimulem o crescimento das plantas. Sendo assim, esse estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos dos principais microrganismos benéficos em coinoculagdo
em sementes de soja com diferentes niveis de vigor no estabelecimento,
desenvolvimento e produtividade da das plantas. Sementes de soja, cultivar M 7110
IPRO, produzidas na safra 2016/2017, foram submetidas ao envelhecimento artificial
para a obtengdo de trés niveis de vigor: alto, médio e baixo. Foi realizada a
coinoculagdo das sementes com a bactéria Bradyrhizobium japonicum, associada com
os microrganismos benéficos: Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Trichoderma
asperellum e fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Foram conduzidos dois
experimentos, em casa de vegetacdo, em delineamento experimental de blocos
casualizados, com quatro repeticdes. O experimento 1 foi conduzido em esquema
fatorial 3 x 6, ou seja, trés niveis de vigor das sementes e quatro coinoculagdes, mais
dois controles, que consistiram nas sementes inoculadas apenas com o B. japonicum e
sementes ndo tratadas. Foram avaliados parametros de crescimento de plantulas aos
15 dias apds a semeadura: Porcentagem e velocidade de emergéncia de plantulas,
crescimento de plantulas, indice SPAD e morfologia do sistema radicular. O
experimento 2 foi conduzido em esquema fatorial 3 x 5, ou seja, trés niveis de vigor
das sementes e quatro inoculagdes mais um controle, que consistiu nas sementes
inoculadas apenas com o B. japonicum. Foram avaliados parametros de crescimento e
produtividade no estadio de floragdo plena e colheita, respectivamente: indice SPAD,

numero de folhas trifolioladas, area foliar, matéria seca de plantas, nitrogénio total em
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folhas, nimero de nddulos, matéria seca de nédulos, colonizagdo micorrizica, nimero
de vagens, nimero de sementes por planta, peso de 100 sementes, tamanho de
sementes e producdo de sementes. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk e a analise de variancia. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste Tukey, para os niveis de vigor de sementes, ¢ Dunnett, para as
coinoculagdes (p < 0,05). As coinoculagdes, principalmente com FMA, promoveram
o aumento do volume radicular, comprimento, indices de desenvolvimento e vigor de
plantulas de soja quinze dias apos a semeadura. O crescimento vegetativo das plantas
de soja foi maior quando comparado com o controle (semente inoculada apenas com
B. japonicum). Além disso, a desuniformidade das caracteristicas de produgdo,
causadas pela variagcdo do vigor de sementes, foi atenuada com as coinoculagdes de
microrganismos benéficos. Vale ressaltar que nenhuma coinoculagdo promoveu
reducdo no desenvolvimento das plantas de soja. Portanto, as coinoculacdes de
microrganismos benéficos em sementes de soja com diferentes niveis de vigor podem
contribuir para o estabelecimento de plantulas, para o rapido crescimento vegetativo e

para a uniformizagao das caracteristicas de produ¢do da cultura da soja.
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ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Rubens Alves da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2019. Co-inoculation of beneficial microorganisms in soybean seeds with different
levels of vigor. Adviser: Laércio Junio da Silva. Co-adviser: Marliane de Cassia
Soares da Silva.

Seed quality is extremely important throughout the development of the soybean crop
(Glycine max (L.) Merrill). It acts directly and indirectly during seedling emergence,
vegetative growth and grain yield. Thus, when the quality of the seed used for field
establishment is affected, the crop is also affected. Hence, the plant stand is reduced,
plant growth is altered, and the production is compromised. In this context, it is
possible that the beneficial microorganisms, through several mechanisms of action,
reduce the negative effects of low-vigor seeds and still stimulate the growth of plants.
Therefore, this study aimed to evaluate the effects of the main beneficial
microorganisms in co-inoculation in soybean seeds with different levels of vigor in the
establishment, development and productivity of the plants. Soybean seeds, cultivar M
7110 IPRO, produced in the 2016/2017 growing season, were submitted to artificial
aging to obtain three levels of vigor: high, medium and low. The seeds were co-
inoculated with  Bradyrhizobium  japonicum, associated with beneficial
microorganisms: Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Trichoderma asperellum
and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Two experiments were conducted in a
greenhouse, in a randomized complete block design, with four replications. In
experiment 1, a 3 x 6 factorial scheme was used, i.e., three levels of seed vigor and
four co-inoculations plus two controls, which consisted of seeds inoculated only with
B. japonicum and untreated seeds. Plant growth parameters were evaluated at 15 days
after sowing: Seedling emergence, seedling growth, SPAD index, and root
morphology. In the experiment 2, a 3 x 5 factorial scheme was used, i.e., three levels
of seed vigor and four co-inoculations plus one control, which consisted of seeds
inoculated only with B. japonicum. Growth and productivity parameters were
evaluated at the full flowering stage (vegetative stage) and harvest (productive stage),
respectively: SPAD index, number of trifoliolate leaves, leaf area, dry matter of plants,
total nitrogen in leaves, number of nodules, dry matter of nodules, mycorrhizal
colonization, number of pods, number of seeds per plant, weight of 100 seeds, seed
size and seed production. The data obtained were subjected to the Shapiro-Wilk

normality test and to Analysis of Variance. The means of the treatments were
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compared by the Tukey test, for seed vigor, and Dunnett test, for the co-inoculations
(p < 0.05). The co-inoculation, mainly with AMF, promoted greater root volume,
seedling length, rates of development and vigor of soybean seedlings fifteen days after
sowing. The vegetative growth of the soybean plants was greater compared with the
control (seed inoculated only with B. japonicum). In addition, the non-uniformity of
the production characteristics, caused by the seed vigor variation, was attenuated with
co-inoculations of beneficial microorganisms. It is noteworthy that no co-inoculation
promoted reduction in the development of soybean seedlings. Therefore, co-
inoculations of beneficial microorganisms in soybean seeds with different levels of
vigor can contribute to the seedling establishment, rapid vegetative growth and

uniformization of soybean production characteristics.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma espécie centendria que pertence a familia
Fabaceae de porte herbaceo, com ciclo de vida variado e habito de crescimento
diversificado (SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015). Além disso, possui
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo muito bem definidos, mas que sdo fortemente
influenciados por fatores genéticos e ambientais (FEHR; CAVINESS, 1977). Fatores
esses que podem alterar a indugéo floral, crescimento vegetativo, altura de planta, nimero
de ramificagdes, maturacdo e até o peso das sementes produzidas (BARROS;
SEDIYAMA, 2009). Assim, ha flexibilizagdo do crescimento da cultura da soja em uma
ampla faixa de ambientes.

Nao € por acaso que a safra brasileira bate recordes todos os anos. Na tltima safra,
2017/2018, foi verificado o recorde de 119 milhdes de toneladas de graos produzidos no
Brasil (CONAB, 2018). Esse numero mostra a expectativa que o sojicultor brasileiro esta
vivendo em relacdo ao futuro da soja no Brasil e no mundo, € os motivos sdo varios.
Destaca-se as projecdes do aumento populacional nos proximos 30 anos, a produgdo de
biodiesel, corte de impostos na cadeia produtiva e a disponibilidade de areas para a
producdo dessa leguminosa (AGNOL; HIRAKURI, 2008).

A soja ocupa papel de destaque entre as principais culturas agricolas no mundo
devido a sua importancia econémica. O grdo e seus principais aditivos, farelo e 6leo,
desempenham grande importancia nos derivados da alimentacdo humana e animal,
destacando-se assim como um dos bens mais exportados do Brasil. Além disso, os graos
de soja podem ser usados na producdo de biodiesel e varios outros seguimentos no
mercado mundial. Outras areas envolvidas em toda cadeia produtiva da soja também vém
crescendo com o cultivo, por exemplo as tecnologias de produg¢do: maquinarios,
softwares, adubacdo, defensivos, inoculantes, mao de obra e outros.

Apesar do notado crescimento em diversas areas da cadeia produtiva da soja ¢é
dificil imaginar que os produtores vém sofrendo com a baixa qualidade de sementes no
momento do plantio de suas lavouras. (SA; AZEVEDO, 2012; CAMPO & NEGOCIOS,
2015; OLIVI; PIMENTA, 2018). A semente ¢ um insumo de estrema importancia para o
estabelecimento e producdo de lavouras de diversas espécies cultivadas. Tao importante
que movimenta cerca de 10 bilhdes de reais ao ano no Brasil (GALIOTTO, 2017). Para
fazer parte dessa fatia no mercado de sementes varios produtores atendem requisitos
minimos estabelecidos por lei, e até outros mais restritos, afim de melhorar a qualidade e

se adequar ao mercado de sementes (BRASIL, 1997, 2004a, 2004b, 2005, 2013).
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Contudo, essas exigéncias aumentam muito os custos de producdo e acabam
refletindo também em sementes de elevado valor comercial para os produtores. Apesar
de todo controle de fiscalizagdo do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) na producdo de sementes certificadas, a comercializacdo de sementes piratas
ainda consome boa parte da demanda necessaria de semente para o plantio da soja no
Brasil (CAMPO & NEGOCIOS, 2015). Certos produtores, a fim de economizar com
custos de produgdo usam esse material sem certificacdo para lucrar mais, porém nao ¢ o
que acontece na maioria dos casos.

Essas sementes ndo certificadas tem como principais prejuizos a proliferagdo de
doencas, a redugdo na germinacdo, baixo vigor, perda da garantia genética e baixa
garantia de producdo (SA; AZEVEDO, 2012). Assim, dentre os varios fatores que
influenciam a producdo de uma lavoura, a semente tem o papel principal. Ela ¢ a
responsavel por carregar varios atributos de qualidade fisica, fisiologica, sanitaria e
genética, que sdo determinantes para o bom desempenho de uma lavoura. (MARCOS
FILHO, 2015). Esse conjunto de atributos ¢ imprescindivel para obtengao de sementes de
qualidade, no entanto a sua defini¢do e entendimento ¢ de dificil compreensio

A andlise do conjunto destas caracteristicas ¢ conhecida como vigor de sementes.
De acordo com FINCH-SAVAGE; BASSEL (2016) o conceito de vigor mais aceito ¢
definido por Perry como ‘a soma de todas as propriedades da semente que determinam o
nivel do potencial das atividades e performance das sementes durante a germinacdo e
emergéncia de plantulas’ e redefinido pela ISTA como ‘a soma das propriedades que
determinam a atividade e performance de lotes de sementes com aceitavel germinacdo
em ampla gama de ambientes’. Assim, o vigor ¢ analisado observando o comportamento
de varias caracteristicas da semente e desenvolvimento de plantulas, como a velocidade
de germinagdo, comprimento de raizes, hipocotilo, massa seca e outros critérios que
determinam a sua qualidade.

Dessa maneira, varias empresas de sementes e instituicdes de pesquisas adotam
as andlises de vigor como padrdes de controle interno de qualidade de lotes de sementes
que podem ser destinados a comercializacdo ou ndo. Por meio destes testes de vigor, as
empresas conseguem detectar diferencas significativas na qualidade fisiologica de lotes
com germinagdo semelhante, distinguir lotes de alto e baixo vigor e separar lotes em
diferentes niveis de qualidade (MARCOS FILHO, 1999). Contudo, a determinagdo da
qualidade depende ndo s6 do historico dos lotes de sementes, ou seja, a sua producao
realizada com os requisitos minimos de qualidade, mas também pela escolha adequada

dos testes de vigor ¢ a interpretagdo dos dados.
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Entdo, o uso de sementes de qualidade ¢ imprescindivel para quem deseja altas
produtividades. De modo geral, as sementes de boa qualidade garantem o estabelecimento
inicial, um desenvolvimento vigoroso e produtividades consistentes na lavoura. De
acordo com FINCH-SAVAGE; BASSEL (2016), quando o lote possui vigor reduzido os
efeitos negativos podem ocorrer de maneira direta e indireta na lavoura como um todo. O
impacto direto é notado no inicio do desenvolvimento da cultura, ou seja, baixa
emergéncia de plantulas em campo. Ja o efeito indireto ¢ notado na produ¢do, uma vez
que o estande ideal de plantas ndo ¢ atingido. Dessa maneira, ¢ importante encontrar
solugdes que influenciem positivamente o desenvolvimento fisiologico e morfologico de
plantas de soja durante todas as fases de desenvolvimento da cultura, porque assim sera
possivel cortar custo e aumentar a produtividade.

Mesmo que os habitos de crescimento da cultura da soja ja estejam muito bem
estabelecidos o seu desenvolvimento ainda pode variar de acordo com varios outros
fatores. De acordo com WHITE et al. (2015), o crescimento das plantas de modo geral
ainda ¢ bastante complexo e altamente dependente do fluxo de recurso dentro e fora da
planta. Basicamente podem ser influenciadas por fatores genéticos, pela dindmica entre a
fonte e dreno e por fatores ambientais. Principalmente por recursos externos a planta, uma
vez que estdo sob constantes mudangas.

Essas oscilagdes acabam provocando mudangas nas necessidades € no consumo
das plantas podendo alterar a dinamica entre a fonte e dreno. Em sintese, € possivel fazer
inferéncias sobre varios fatores externos e internos de crescimento. Ja que a maioria das
plantas, em nenhum momento durante o desenvolvimento, estardo sob totais e Otimas
condi¢cdes de crescimento (WHITE et al., 2015). Sendo assim, dentre os varios fatores
externos que influenciam o crescimento das plantas, o uso de microrganismos benéficos
pode fornecer solucdes ao problema que os produtores de soja vém enfrentando quanto
ao uso de sementes de baixa qualidade.

O Brasil ¢ um pais modelo quando se trata do uso de microrganismos benéficos
na agricultura (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). Principalmente daqueles que
possuem capacidade de fixar nitrogé€nio atmosférico, por exemplo as bactérias do género
Bradyrhizobium. Essas bactérias sdo muito bem conhecidas pela sua eficiéncia em fixar
nitrogénio atmosférico no solo e associar com plantas da familia Fabaceae. Nao é por
acaso que essas bactérias sdo amplamente utilizadas no plantio de espécies leguminosas,
como agentes biologicos fixadores de nitrogénio, principalmente na cultura da soja. O
Brasil ja desenvolve ha muito tempo um bioinsumo de grande impacto econdmico e

ambiental, formulado com bactérias que fixam o nitrogénio atmosférico (LOPES, 2018).
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Ha outros microrganismos benéficos com diferentes fungdes como Azospirillum
brasilense que altera os estimulos hormonais de crescimento (FUKAMI et al., 2017),
Trichoderma asperellum e Bacillus subtilis que controla ou compete com microrganismos
patogénicos (ARAUJO; HENNING; HUNGRIA, 2005; HARMAN, 2006) e os FMA que
aumentam o aporte de d4gua e nutrientes para as plantas (JACOBY et al., 2017). Além de
colaborar e atender a varias demandas sociais, econdmicas e ambientais em prol de uma
agricultura mais sustentavel (CHAPARRO et al., 2012). Pensando nisso, a combinagao
de mais de um microrganismo poderia ser ainda mais benéfico e vantajoso ao
desenvolvimento de plantas originadas de sementes menos vigorosas, mas que mesmo
assim atendessem aos requisitos minimos de comercializacdo (BRASIL, 2013).

A técnica da coinoculagao ¢ realizada a partir da combinag@o de microrganismos
benéficos associados as plantas. Ela estd fundamentada na adi¢do de duas ou mais
solugdes concentradas de células viaveis de determinados microrganismos nas sementes,
solo e outras estruturas vegetais. Assim, essas combinagdes podem maximizar os
beneficios da associagdo de cada microrganismo inoculado as plantas, a partir de
processos de sinergia dos seus mecanismos de ac¢do. Destacam-se as coinoculagdes:
Azospirillum brasilense com Bradyrhizobium japonicum, promovendo o aumento
radicular, nodulagdo e produtividade (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013);
Bacillus subtilis com B. japonicum incrementando o controle bioldgico de fungos
patogénicos da soja e a promogio do crescimento radicular (ARAUJO; HENNING;
HUNGRIA, 2005); Trichoderma asperellum com B. japonicum promovendo o
crescimento de plantas de soja e controle biologico de fungos patogénicos (HARMAN,
2006; AYOUBI; ZAFARI; MIRABOLFATHY, 2012); ¢ FMA com B. japonicum,
promovendo o crescimento de plantas leguminosas, o aporte de nutrientes e o vigor das
plantas em condigdes de estresse (NADEEM et al., 2014; MEENA et al., 2018).

Diante do exposto, acredita-se que a sinergia e a ampliagdo dos mecanismos de
acdo, a partir da combinacao dos microrganismos benéficos, possam amenizar os efeitos
negativos que sementes de baixo vigor proporcionam a lavora da soja. Assim, esse estudo
tem como objetivo avaliar os efeitos da coinoculacdo, utilizando microrganismos
benéficos em associacdo com B. japonicum, em sementes de soja com diferentes niveis
de vigor durante o estabelecimento, desenvolvimento e produtividade da cultura da soja.
Além de investigar e identificar quais coinoculagdes podem ser mais promissoras ao

longo do desenvolvimento desta cultura.
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Capitulo I

ESTABELECIMENTO DE PLANTULAS DE SOJA ORIGINADAS DE
SEMENTES COINOCULADAS COM MICRORGANISMOS BENEFICOS E
DIFERENTES NiVEIS DE VIGOR.

RESUMO - A qualidade das sementes ¢ de extrema importancia no
estabelecimento inicial da cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill)). Basicamente as
sementes sdo responsaveis por carregar um conjunto de atributos que atuam diretamente
no desenvolvimento da cultura. Todavia, varios produtores vém se queixando da baixa
qualidade das sementes de soja e das baixas produtividades que esse fator provoca.
Algumas alternativas como a combinagdo de microrganismos benéficos pode ser um
método econdmico e sustentavel para diminuir os efeitos negativos provocados por
sementes de baixa qualidade. Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
coinoculagdo, utilizando microrganismos benéficos em associacdo com B. japonicum, de
sementes de soja com diferentes niveis de vigor no estabelecimento da cultura. Sementes
de soja, cultivar M 7110 IPRO, produzidas na safra 2016/2017, foram submetidas ao
envelhecimento artificial para a obtencao de trés niveis de vigor: alto, médio e baixo. Foi
realizada a coinoculagdo das sementes com a bactéria Bradyrhizobium japonicum,
associada com os microrganismos benéficos: Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis,
Trichoderma asperellum e fungos micorrizicos arbusculares (FMA). O experimento foi
conduzido em casa de vegetacao, no delineamento experimental de blocos casualizados,
com quatro repeticdes. Foi utilizado esquema fatorial 3 x 6, ou seja, trés niveis de vigor
das sementes e quatro coinoculagdes, mais dois controles, que consistiram nas sementes
inoculadas apenas com o B. japonicum e sementes ndo tratadas. Foram avaliados
parametros de crescimento das plantas aos 15 dias apds a semeadura: Emergéncia de
plantulas, indices de crescimento, indice SPAD, analises radiculares (WinRhizo), matéria
seca, comprimento hipocotilo e radicula. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk e a analise de varidncia. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste Tukey, para os niveis de vigor de sementes, e de Dunnett, para as
coinoculagdes (p < 0,05). A coinoculagdo com FMA promoveu aumento do comprimento,
do indice de crescimento e do vigor das plantulas de soja, quinze dias apds a semeadura.
Além disso, todas as coinoculagdes promoveram o aumento do volume radicular,
especialmente em raizes com didmetro de 1,0 a 1,5 mm de espessura. Vale ressaltar

também que nenhuma inoculacdo promoveu reducdo o desenvolvimento das plantulas de



soja. Portando, as coinoculagdes de microrganismos benéficos em associagdo com B.

japonicum contribuiram para maior velocidade de emergéncia e maior crescimento de

plantulas de soja, independentemente do vigor das sementes.

Palavras chaves: qualidade de sementes, crescimento vegetativo, fungos micorrizicos

arbusculares, Bradyrhizobium japonicum.



Chapter 1

ESTABLISHMENT OF SOYBEAN SEEDLINGS FROM SEEDS CO-
INOCULATED WITH BENEFICIAL MICROORGANISMS AND DIFFERENT
LEVELS OF VIGOR.

ABSTRACT - Seed quality is important in the establishment of soybean (Glycine
max (L.) Merrill)) crop. The seeds are responsible for carrying a set of attributes that act
directly in the development of the culture. However, several producers have been
complained about the low quality of soybeans seeds and the consequently low
productivity. Therefore, some alternatives such as the combination of beneficial
microorganisms can be an economical and sustainable strategy in relieving negative
effects caused by low quality seeds. Thus, this study aimed to evaluate the effects of co-
inoculation of ecofriendly microorganisms and Bradyrhizobium japonicum on soybean
seeds with different levels of vigor during the establishment of the soybean crop. Soybean
seeds, cultivar M 7110 IPRO, produced in the 2016/2017 growing season, were submitted
to artificial aging to obtain three levels of vigor: high, medium and low. The seeds were
co-inoculated with  Bradyrhizobium  japomicum, associated with beneficial
microorganisms: Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Trichoderma asperellum and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). The experiment was conducted in a greenhouse in
a randomized complete block design with four replicates. A 3 x 6 factorial scheme was
used, i.e., three levels of seed vigor and four co-inoculations plus two controls, which
consisted of seeds inoculated only with B. japonicum and untreated seeds. Plant growth
parameters were evaluated at 15 days after sowing: Seedling emergence, seedling growth,
SPAD index, and root morphology. The data obtained were subjected to the Shapiro-Wilk
normality test and to Analysis of Variance. The means of the treatments were compared
by the Tukey test, for the seed vigor, and Dunnett test, for the co-inoculations (p < 0.05).
FMA co-inoculation promoted increase in length, growth rate and vigor of soybean
seedlings fifteen days after sowing. In addition, all co-inoculations promoted an increase
in root volume, especially in roots with a diameter of 1.0 to 1.5 mm. It is also worth
mentioning that no inoculation promoted reduction in the development of soybean
seedlings. Therefore, co-inoculations of ecofriendly microorganisms and Bradyrhizobium
Jjaponicum may contribute to the seedling emergence speed and soybean seedling growth,

regardless to the seed vigor.
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Bradyrhizobium japonicum.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill ) ¢ uma das culturas de maior importancia
econdomica do Brasil (SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015). A safra brasileira de
2017/2018 foi 2,6 % superior a safra passada, o que permitiu atingir o recorde de producdo
de 117 milhdes de toneladas (CONAB, 2018). Além disso, as expectativas para o futuro
da sojicultora no Brasil e no mundo sdo animadoras, ¢ 0s motivos sdo varios. Os principais
sdo as projecdes do aumento da populagdo mundial nos proximos 30 anos, o uso do 6leo
de soja na produgdo de biodiesel, exoneracao de impostos na cadeia produtiva da soja e a
grande disponibilidade ainda de areas que permitem a producdo dessa leguminosa
(AGNOL; HIRAKURI, 2008).

O sucesso na producdo de uma lavoura depende de diversos fatores, mas, sem
davida, o bom desenvolvimento da cultura parte principalmente de sementes de alta
qualidade. Contudo, ainda ¢ possivel encontrar no mercado sementes de soja com baixa
qualidade, impedindo a garantia do estabelecimento e produ¢do de lavouras de forma
adequada (SA; AZEVEDO, 2012; CAMPO & NEGOCIOS, 2015; OLIVI; PIMENTA,
2018).

A qualidade das sementes é determinada pela interagdo de um conjunto de
caracteristicas de natureza genética, fisica, fisiologica e sanitaria (MARCOS FILHO,
2015). No entanto, a determinac¢do da qualidade de sementes passa por outro conceito
que ndo ¢ uma caracteristica facilmente mensuravel, o seu vigor. Lotes de sementes com
elevado potencial de germinacdo, porém com baixo vigor, precisam de condi¢gdes dtimas
para apresentarem elevadas taxas de germinagdo. Assim, o baixo desempenho de lotes de
sementes associado a condi¢des ndo ideias ¢ determinado pela diferenca de vigor entre as
sementes (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). Dessa forma, as sementes tém a
capacidade de carregar atributos que determinam o vigor das plantas e o desempenho da
lavoura no campo.

Apesar das diferengas entre lotes serem facilmente determinadas a partir de testes
rotineiros, a definicdo de vigor ainda ndo esta totalmente estabelecida. De acordo com
FINCH-SAVAGE; BASSEL (2016), as defini¢des mais aceitas para vigor sdo ‘a soma de
todas as propriedades da semente que determinam o nivel do potencial das atividades e
performance das sementes durante a germinacdo e emergéncia de plantulas’ proposta por
Perry. A partir dessa definigdo, a ISTA (International Seed Testing Association) define
vigor como ‘a soma das propriedades que determinam a atividade e performance de lotes

de sementes com aceitdvel germinagdo sob ampla gama de ambientes’.
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O estabelecimento inicial da cultura é de estrema importancia para um
desenvolvimento vigoroso ¢ produtivo. De acordo com FINCH-SAVAGE; BASSEL
(2016), os efeitos negativos da variagcdo do vigor nas sementes ocorrem de maneira direta
e indireta em uma lavoura. O impacto direto € perceptivel no estabelecimento da cultura,
ou seja, na baixa emergéncia de plantulas em campo. Ja o efeito indireto causa reducdo
na produ¢do, uma vez que o estande de plantas ideal ndo ¢é atingido. Nesse sentido, ¢
importante encontrar solu¢des que influenciem positivamente o desenvolvimento
fisiolégico e morfologico de plantas de soja durante o estabelecimento da cultura,
principalmente a fim de amenizar os efeitos provocados pela utilizagdo de sementes de
baixa qualidade, ou entdo, por condigdes de estresse, como déficit hidrico, altas
temperaturas, que afetam a germinagdo e emergéncias das plantulas (VIEIRA etal., 2013;
SOARES et al., 2015; FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016).

Algumas alternativas sdo apontadas como promissoras para amenizar os efeitos
negativos em decorréncia da utilizacdo de sementes de baixo vigor, dentre elas a
utilizacdo de microrganismos benéficos. Atualmente o Brasil ¢ um pais modelo quando
se trata do uso destes microrganismos na agricultura (HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUIJO, 2013). As respostas as inoculagdes com microrganismos benéficos estdo
associadas a alteragdes na estrutura morfologica ¢ na promog¢do do crescimento das
plantas de trés maneiras: alteragdo dos estimulos hormonais na planta; controle ou
competicdo com microrganismos patogenos; ¢ aumento do aporte de agua e nutrientes
para as plantas (JACOBY et al., 2017).

Assim, esses microrganismos benéficos podem atuar como biofertilizantes,
bioestimulantes, auxiliar no controle de pragas e doengas, alterando de forma direta e/ou
indireta o desenvolvimento de varias culturas agricolas, como a soja (HARMAN, 2006;
SUBRAMANIAN et al, 2015; MEENA et al., 2018). De modo geral, estes
microrganismos podem estimular o crescimento das plantas, alterando as estruturas das
raizes, produzindo hormdénios de crescimento (auxina, giberilia, citocinina, etileno e
ABA), aumentando a disponibilidade de agua e nutrientes (P, N, K, Mg, Cu, e Zn),
aliviando sintomas de estresse provocados por metal pesado, salinidade, restri¢ao hidrica
e até agindo no controle de pragas e doengas (BENITEZ et al., 2004; NADEEM et al.,
2014; PEREZ-MONTANO et al, 2014; LOPEZ-BUCIO; PELAGIO-FLORES;
HERRERA-ESTRELLA, 2015; PARRAY etal., 2016; PARK et al., 2017).

Dentre os varios microrganismos benéficos disponiveis no mercado brasileiro,
podemos destacar trés grupos principais. As rizobactérias promotoras de crescimento de

plantas (PGPR), os fungos promotores de crescimento de plantas (PGPF) e as micorrizas
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promotoras de crescimento de plantas (FMA). As principais PGPR sdo formadas pelos
géneros Bradyrhizobium, Azospirillum e Bacillus; os PGPF sdo formados pelo género
Trichoderma; e os FMA por micorrizicas de fungos arbusculares (BODDEY;
HUNGRIA, 1997; HARMAN, 2006; MIRANSARI et al., 2009; GALINDO et al., 2018).
A fim de estabelecer padrdes para comercializag@o e uso destes microrganismos, o Brasil
avalia e aprova produtos por meio de uma série rigorosa de normas e protocolos
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2010, 2011).

De maneira geral, as bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium compdem
o grupo de microrganismos benéfico mais conhecido na agricultura brasileira,
principalmente por sua eficiéncia em fixar o nitrogénio atmosférico no solo e associar
com plantas da familia Fabaceae. Para a cultura da soja, as espécies de bactérias fixadoras
de nitrogénio mais usadas sdo o Bradyrhizobium japonicum e o Bradyrhizobium elkanii
(BODDEY; HUNGRIA, 1997). Essas bactérias sdo amplamente utilizadas no plantio
dessa espécie leguminosa porque geram grande economia para os produtores rurais no
uso de fertilizantes nitrogenados (LOPES, 2018). A associa¢do simbiodtica entre o
Bradyrhizobium e as plantas de soja forma uma estrutura chamada de nédulo, local onde
a fixacdo biologica de nitrogénio ¢ mais intensa.

A formacdo de nodulos e desenvolvimento das bactérias inicia-se através da
expressdo de genes que sdo ativados pela presenca de compostos quimicos exsudados
pelas plantas e bactérias. Assim, quando os nddulos estdo em intensa fixa¢do bioldgica
de nitrogénio ¢ possivel notar no interior dos nédulos uma coloragdo rosea avermelhada.
Esta coloragdo ¢é carateristica da atividade da leghemoglobina que tem a fungdo de
transportar oxigénio, importante para as atividades vitais de microrganismos aerobicos
como os dessa espécie (HUNGRIA et al., 2010). Além da fixagdo bioldgica de nitrogénio
as bactérias do grupo Bradyrhizobium possuem papel fundamental em outras atividades.
Boiero et al. (2007) verificaram que estirpes de Bradyrhizobium usadas na inoculacao de
plantas de soja nos Estados Unidos, Canada e paises da américa do sul possuem
capacidade também de produzir os principais fitohormonios de crescimento: auxina,
giberilina, citocinina, etileno e acido abscisico.

Assim, levando em consideragdo a importincia do Brasil na aplicagdo de
microrganismos benéficos no setor agrario, principalmente daqueles que possuem
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, a coinoculagdo pode ser também uma
alternativa para estimular o desenvolvimento e a produtividade de lavouras de soja

(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). Com esta ferramenta os produtores podem
14



reduzir custos e ainda aumentar a capacidade de produgdo das plantas, mesmo sob
condi¢des de estresse. Além do mais, essa técnica colabora ¢ atende varias demandas
sociais, econdmicas ¢ ambientais (CHAPARRO et al., 2012).

A técnica da coinoculacdo consiste na combinagdo de mais de um destes
microrganismos benéficos as plantas. Ela tem como base a adicdo de duas ou mais
solucdes concentradas de células de determinados microrganismos benéficos nas
sementes, solo ou outras estruturas vegetais. Dessa forma, as combinagdes podem
maximizar os beneficios da associagdo dos microrganismos as plantas a partir da
amplificacdo dos seus mecanismos de acdo. Entretanto, a eficiéncia destes mecanismos
de acdo pode depender ndo so das caracteristicas das bactérias ou dos fungos, mas também
das caracteristicas do solo e das plantas as quais irdo se associar (NADEEM et al., 2014).

Assim, a coinoculagdo de sementes de soja com microorganismos benéficos em
associacdo com o B. japonicum poderia ser uma alternativa viavel visando ao aumento da
porcentagem de emergéncia e crescimento de plantulas de soja, além de contribuir para
amenizar os efeitos da baixa qualidade das sementes. Diante disso, esse estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos da coinoculagdo, utilizando microrganismos benéficos em
associacdo com B. japonicum, de sementes de soja com diferentes niveis de vigor no

estabelecimento da cultura da soja.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, no periodo de fevereiro a maio de 2018.
Foram utilizadas sementes de soja da cultivar M 7110 IPRO, produzidas na safra
2016/2017 em Paracatu, Minas Gerais. Trés lotes de sementes com diferentes niveis vigor
foram inoculados com Bradyrhizobium japonicum em associagdo com microrganismos
benéficos Azospirillum brazilense, Bacillus subtilis, Trichoderma asperellum e Fungos
Micorrizicos Arbusculares. Para isso foi estabelecido os seguintes tratamentos e

determinagoes:
TRATAMENTOS

Os tratamentos foram constituidos por trés niveis de vigor de sementes — alto,
meédio e baixo; e pela inoculagdo das sementes com os seguintes microrganismos em

associacdo com o Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e 5080:
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1. Azospirillum brazilense + Bradyrhizobium japonicum;

Bacillus subtilis + Bradyrhizobium japonicum;

Trichoderma asperellum + Bradyrhizobium japonicum,;

Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) + Bradyrhizobium japonicum,

Bradyrhizobium japonicum (controle 1);

S i

Sementes ndo inoculadas (controle 2).

Afim de evitar incompatibilidades e interacdes com os microrganismos, nenhum
outro tratamento de sementes foi realizado. Os tratamentos foram arranjados em esquema
fatorial 3 x 6, ou seja, trés niveis de vigor de sementes e seis niveis de coinoculacao,

totalizando dezoito tratamentos.
LOTES DE SEMENTES COM DIFERENTES NiVEIS DE VIGOR

Para obtencdo dos lotes de sementes com diferentes niveis de vigor, um lote matriz
foi dividido em trés partes iguais de 1 kg e submetidos ao processo de envelhecimento
artificial (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2004). As sementes de cada lote foram
organizadas sobre tela metalica acoplada a caixas tipo gerbox, contendo 40 mL de agua
destilada. Em seguida, as caixas foram organizadas em uma camara tipo Demanda
Bioquimica de Oxigénio (BOD) e mantidas a 42 °C por diferentes periodos, para obtencao
de trés niveis de vigor (MARCOS FILHO, 1999).

O lote de sementes de alto vigor foi formado por sementes ndo submetidas ao
envelhecimento artificial. J& os lotes de sementes de médio e baixo vigor foram
submetidos a 10 e 20 horas de envelhecimento artificial, respectivamente. Estes tempos
foram determinados por meio de testes preliminares que permitiram a reducdo da
qualidade das sementes e ao mesmo tempo que ficassem acima dos padroes minimos

estabelecidos pelo MAPA para serem comercializadas (BRASIL, 2013).
OBTENCAO E CONTAGEM DE MICRORGANISMOS BENEFICOS

As analises para a caracterizagdo dos microrganismos foram conduzidas no
Laboratério de Associagdes Micorrizicas, do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG.

Foram utilizadas fontes comerciais das rizobactérias promotoras de crescimento
Azospirillum brazilense AbV-5, Bacillus subtilis UFPEDA 764 e o Bradyrhizobium
Jjaponicum SEMIA 5079 e 5080, bem como o fungo Trichoderma asperellum URM 5911.
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Os isolados de FMA Claroideoglomus etunicatum RIN101A (= Glomus etunicatum),
Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e Gigaspora albida PRN201A foram
obtidos da Colecdo Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG,
www.furb.br/cicg) da Universidade Regional de Blumenau (FURB), Blumenau, SC.
Estes isolados foram multiplicados em solo:areia (1:1, v:v) e cultivados com braquidria
(Urochloa brizantha Hochst Stapf).

Os produtos comerciais contento as bactérias promotoras de crescimento de
plantas e o fungo 7. asperellum tiveram suas concentracdes verificadas de acordo com o
método de dilui¢do seriada, seguido de semeadura em meio de cultura. As dilui¢des 107!
dos produtos comerciais contendo as bactérias foram preparadas com a aplicacdo de
aliquotas de 1,0 mL das amostras em tubos tipo Falcon contendo 9,0 mL de solug¢ao salina
(8,5g L' de NaCl) autoclavada. Para o fungo 7. asperellum, a dilui¢do de 10! foi obtida
a partir de 0,1 g dos granulos comercias diluidos em 0,9 mL da mesma solucgdo salina.

Posteriormente foram feitas diluigdes até as concentragdes 10° ¢ 107 dos
inoculantes. Em seguida, aliquotas de 100 pL das diluicdes dos inoculantes foram
espalhadas em placas de petri contendo 20,0 mL de meio de cultura YMA, LGI ¢ BDA.
Ap6s a inoculacdo, nos meios de cultura, as placas foram incubadas em camara tipo BOD
a 25 °C até o crescimento das colonias microbianas. Os resultados foram expressos em
unidade de formagao de coldnias por mL de inoculante (UFC/mL).

Os isolados de FMA tiveram a concentracdo de esporo avaliada de acordo com o
método do peneiramento imido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963). Assim, amostras
do solo de multiplicacdo de FMA foram peneiradas e centrifugadas com solugdo de
sacarose a 50%. Depois, os esporos foram recolhidos, depositados em placa de Petri

canaletadas e contados em microscopio estereoscopico com aumento de 40 vezes.
CARACTERIZACAO DE LOTES DE SEMENTES

A caracterizagdo dos lotes de sementes foi realizada no Laboratorio de Pesquisa
em Sementes, do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, MG. Estes foram analisados quanto ao teor de dgua, germinag@o e vigor por meio
dos seguintes testes e determinagoes:

Teor de agua - os lotes de sementes tiveram os seus teores de agua determinados
pelo método da estufa a 105 + 3 °C, por 24 h (BRASIL, 2009a). Os resultados foram
expressos em porcentagem.

Germinacdo - para o teste de germinagdo foram utilizadas quatro repeti¢des de 50

sementes. As sementes foram dispostas em trés folhas de papel germitest previamente
17



umedecidas com agua destilada no volume de 2,5 vezes o peso do papel seco. Logo apos,
foram confeccionados rolos, os quais foram organizados e mantidos em germinador tipo
Mangelsdorf, a 25 °C. No quinto e oitavo dia apds a semeadura foi realizada a contagem
de plantulas normais. Os resultados foram expressos em porcentagem (BRASIL, 2009a).

Primeira contagem de germinagdo - o teste foi realizado junto com o teste de
germinacdo. No quinto dia ap6s a semeadura do teste de germinacdo foi contabilizado o
numero de plantulas normais. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Envelhecimento acelerado - foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes.
Amostras de 42 g de sementes de cada lote foram organizadas sobre telas metalicas
acopladas a caixas tipo gerbox, contendo 40 mL de 4gua destilada. Em seguida, as caixas
foram mantidas em camara tipo BOD, a 42 °C, durante 48 h (MARCOS FILHO, 1999).
Ap6s este periodo, as sementes foram submetidas ao teste de germinacdo, conforme
descrito anteriormente. A avalicdo do nimero de plantulas normais foi feita no quinto dia
apos a montagem do teste de germinacdo. Os resultados foram expressos em
porcentagem.

Condutividade elétrica - foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes
cada. As sementes foram pesadas e em seguida colocadas em copos plasticos contendo
75 mL de agua destilada. Os copos contendo as sementes foram mantidos a 25 ° C por 24
h. Apos este periodo, foi determinada a condutividade elétrica da solugdo por meio do
condutivimetro Digmed DM-31. Os resultados foram expressos em pS cm™! g'! (VIEIRA,;
KRZYZANOWSKI, 1999).

Emergéncia de plantulas - foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes
cada. As sementes foram semeadas em bandejas de isopor com capacidade de trés litros.
Para isso, as bandejas foram preenchidas com uma mistura de solo e areia na proporcao
de 2:1, respectivamente. Apds a semeadura, o substrato foi umedecido inicialmente até a
capacidade de campo e irrigado sempre que necessario. A avaliagdo do numero de
plantulas emergidas foi realizada diariamente, sendo consideradas emergidas aquelas com
os cotilédones completamente acima da superficie do substrato. Os resultados foram
expressos em porcentagem. Com os dados da avaliacdo diaria também foi calculado o
indice de velocidade de emergéncia (NAKAGAWA, 1999).

Comprimento de plantulas - para a determinagdo do comprimento de plantulas
foram utilizadas dez plantulas, coletadas na parte central de cada bandeja do teste de
emergéncia. As plantulas foram retiradas com o auxilio de dgua corrente e peneira para
evitar perda de raizes. Em seguida, as plantulas foram estendidas e fotografadas com

camera digital. Para medir os comprimentos de hipocétilo e radicula das plantulas foi
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utilizado o software ImageJ® (FERREIRA; RASBAND, 2009). Os resultados foram
expressos em centimetros.

Matéria seca de plantulas - apos a aquisi¢ao das imagens, as plantulas tiveram suas
estruturas separadas em hipocotilo e radicula. Estas foram entdo armazenadas em sacos
de papel tipo Kraft para secagem, sendo utilizada uma estufa de circulacao de ar forcado,
pelo periodo de 72 h, a 65 °C. Apds a secagem, o material foi pesado em balanga de
precisdo (0,0001g) para determinagdo da matéria seca. Os resultados foram expressos em
mg/plantula.

Teste de sanidade - foi conduzido de acordo com as normas descritas em BRASIL
(2009b) e adaptagdes. Uma amostra de 400 sementes do lote matriz foi submetida ao teste
tipo Blotter, no esquema 20 sementes x 20 caixas de plastico transparente tipo gerbox.
Para evitar contaminagdes, o papel filtro foi esterilizado em estufa por 20 minutos a 160
°C e a agua destilada para umedecer o papel foi autoclavada a 121 °C por 20 min. A
montagem das caixas com as sementes foi realizada em uma camara de fluxo laminar. As
sementes foram distribuidas individualmente sobre o papel filtro umedecido com solucdo
de 5 ppm de sal 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacetato de sddio) e agua destilada no volume de
2,5 vezes o peso do papel filtro seco.

Em seguida, as caixas foram envolvidas em sacos plastico transparente e
incubadas em germinador por um periodo de sete dias. As caixas foram mantidas sob
lampadas de luz fluorescente branca, com fotoperiodo de 8 h sob Iuz e 16 h no escuro, na
temperatura de 20 + 2 °C. As sementes foram examinadas individualmente por meio de
um estereomicroscopio de resolugdo 30-80X e microscopio 6tico. Os resultados foram

apresentados em percentual de ocorréncia dos fungos.
EXPERIMENTO DE COINOCULACAO

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com temperatura de 30,8 +
1,21 °C durante o dia, e 21,9 &+ 0,95 °C durante a noite pertencente ao Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, Minas Gerais, no periodo de
fevereiro a maio de 2018.

Ap6s a caracterizacdo dos lotes de sementes de soja da cultivar M 7110 IPRO,
estas foram inoculadas com a bactéria Bradyrhizobium japonicum, em associa¢gdo com
outros microrganismos benéficos, conforme descrito anteriormente. As sementes foram

submetidas ao teste de emergéncia de plantulas.
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PREPARO E ANALISE DE SOLO

A semeadura foi realizada em bandejas de isopor com capacidade de trés litros
preenchidas com uma mistura de solo e areia (Figura 1). Para isso foi utilizado solo ndo
cultivado, peneirado e ndo esterilizado na propor¢do 2:1 com areia também peneirada e
ndo esterilizada. Logo apds, uma amostra do substrato foi enviada para analise quimica,
sendo obtidos os seguintes valores: pH em agua: 5,2; macronutrientes P: 5,0 mg/dm?, K:
74,0 mg/dm?, Ca®**: 2,4 cmolc/dm?® e Mg?*: 0,6 cmolc/dm?; SB: 3,2 ¢cmol/dm?, CTC (t):
3,2 ecmol/dm?, CTC (T): 6,0 cmol/dm?, V: 53 % e P-rem: 37,1 mg/L. Ja as anélises
referentes ao aluminio, como acidez trocavel (AI’*) e saturagdo por AP** (m), ndo foi

notado presenca. A acidez potencial (H + Al) foi de 2,8 cmolc/dm?.

55t | 3 fo ool BN

Figura 1. Preparo do substrato e das bandejas para o teste de emergéncia de plantulas. A
- Solo ndo cultivado, peneirado e ndo autoclavado, B - areia peneirada e nao autoclavada,

C - substrato na mistura 2:1 e D - bandejas com capacidade de trés litros.

INOCULACAO DAS SEMENTES

As concentragdes de células vidveis de cada microrganismo benéfico
Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brazilense, Bacillus subtilis e Trichoderma
asperellum foram avaliadas nos inoculantes comerciais (Tabela 1). Apds a verificacdo

das concentracdes de cada inoculante foi realizado a coinoculacao nas sementes.
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Tabela 1. Concentracdo de células vidveis de microrganismos benéficos utilizadas no

tratamento de coinoculacdo com B. japonicum em sementes de soja cultivar M 7110

IPRO.
Microrganismo benéficos Meio de cultura UFC/‘mL (ut1llzada
na inoculacio)

YMA 8,6 x 10°

Bradyrhizobium japonicum
LGI 8,4x10°
Azospirillum brazilense BDA 3,5x 107
Bacillus subtilis BDA 1,2 x 107
Trichoderma asperellum BDA 1,1 x 100

UFC - Unidades Formadoras de Colonias, YMA. - Yeast Malt Agar, LGI - meio de

cultura livre de nitrogénio, BDA - Batata Dextrose Agar.

As sementes foram tratadas com os inoculantes de acordo com as doses € volumes

de calda apresentados na Tabela 2. Os produtos contendo as bactérias B. japonicum, A.

brazilense ¢ B. subtilis foram utilizados na dose de 2,0 mL kg™!' de semente. J4 a dose do

produto contendo o indculo 7. asperellum foi de 1 g kg™! de semente.

Tabela 2. Doses ¢ volumes de calda dos inoculantes utilizados em associa¢do com o B.

Jjaponicum.
mL e g/ kg de sementes
Microrganismos Quantidade B. japonicum ~ Agua  Calda Base
" (mL) (mL) (mL)
A. brasilense ! 2,0 mL 2,0 4,0 8,0
B. subtilis ! 2,0 mL 2,0 4,0 8,0
T. asperellum ! 1,0g 2,0 5,0 8,0
FMA /! 13 esporos/S 2,0 6,0 8,0
Controle - 2,0 6,0 8,0

FMA - Fungos micorrizicos arbusculares; controle 1 - somente B. japonicum; controle 2

—ndo tratadas. /! - Inoculagdo em conjunto com B. japonicum; S — semente de soja.
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Apoés o preparo das caldas bases, as sementes foram tratadas com a adi¢do de
aliquotas dos inoculantes as sementes, dentro de sacos de polietileno (Figura 2). As
sementes € os inoculantes foram agitados em movimento circular por 1 minuto para
garantir cobertura homogénea dos inoculos nas sementes. Afim de evitar a secagem
rapida do inoculante e facilitar a fixagdo dos microrganismos, foi adicionado mais 1,0 mL
de agua, o que facilitou a distribui¢ao do inoculante por toda a superficie das sementes.
A sementes foram semeadas 1 h apds a realizacdo do tratamento (HUNGRIA;
NOGUEIRA; ARAUJO, 2015).

O substrato contendo os inoculos foi distribuido nas bandejas no momento da
semeadura. Assim, a sequéncia de semeadura foi iniciada com a formagéo de sulcos, com
profundidade 3 a 4 cm, seguido da aplicacio do substrato contendo o inoculo
homogeneamente distribuido em covas. As sementes previamente inoculadas com B.
Japonicum foram entdo posicionadas e as covas fechadas (Figura 2). O volume total de

inéculo foi de aproximadamente de 360 mL/bandeja ou 13 esporos de FMA/semente.

Figura 2. Processo de coinoculag@o das sementes com B. japonicum em associacdo com
microrganismos benéficos. A - Aplicag@o dos indculos comerciais, B - aplicacdo de FMA
no substrato em bandejas de emergéncia, CB - calda base de coinoculacdo e Pi - pipeta

de inoculacgéo.
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ANALISES DE PLANTULAS

A emergéncia das plantulas foi avaliada diariamente até 15 dias apo6s a data da
semeadura (Figura 3). Foram obtidos os seguintes pardmetros: emergéncia de plantulas,
indices de crescimento de plantulas, indice SPAD, anélises da morfologia da raiz, matéria
seca e comprimento de hipocotilo e radicula.

Emergéncia de plantulas - foi conduzida em quatro repeticdes com 50 sementes
cada. As bandejas foram preenchidas com substrato de solo e areia na proporgdo 2:1,
respectivamente, previamente umedecido até a capacidade de campo. Apoés a aplicacdo
dos tratamentos de coinoculagdo, as sementes foram semeadas em bandejas de isopor com
capacidade de trés litros. As irrigagdes foram feitas sempre que necessario.

A avaliagdo do niimero de plantulas emergidas foi realizada diariamente, e para
isso foram consideradas emergidas as plantulas com os cotilédones completamente acima
da superficie do substrato. Os resultados foram expressos em porcentagem. Os dados das
avaliagOes diarias foram processados com o pacote SeedCalc do R (SILVA; MEDEIROS;
OLIVEIRA, 2018), sendo obtidos os seguintes indices de crescimento de plantulas:
Tempo médio de emergéncia (TME), tempo para emergéncia de 50% de plantulas (Ts0%),
uniformidade de emergéncia, vigor corrigido e crescimento de plantulas.

Indice SPAD (Soil Plant Analysis Development) - ap6s a estabilizagdo do niimero
de plantulas emergidas foi avaliado o conteudo relativo de clorofila das folhas com o
equipamento SPAD 502 Plus Chlorophyll Meters (BRAHIM et al., 2017). Para isso, foi
obtida a média de trés leituras das folhas unifolioladas de plantulas situadas na parte
central das bandejas de emergéncia.

Morfologia da raiz - foram amostradas para as analises dez plantulas de soja
retiradas da parte central das bandejas de emergéncia. As plantulas foram retiradas com
a ajuda de adgua corrente e peneira para evitar perda de raizes. Em seguida, as raizes foram
separadas do hipocotilo e conservadas em alcool 40 % para andlise no software
WinRhizo®. Para isso, as raizes das plantulas foram estendidas em uma cuba com
dimensdes de 30 x 40 cm, ja preenchida com 800 mL de dgua, para aquisi¢do de imagens
por scanner. A partir das imagens foram obtidos o volume e o comprimento de raiz. Os
dados foram expressos em porcentagem de volume e comprimento em classes de
diametro radicular.

Comprimento de plantulas - foram utilizadas dez plantulas coletadas da parte
central de cada bandeja do teste de emergéncia. As plantulas foram retiradas com o auxilio

de agua corrente e peneira para evitar perda de raizes. Logo ap6s as plantulas foram
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estendidas em um plano para obteng@o das imagens com camera digital. O comprimento
das raizes e hipocétilos foram obtidos por meio da analise manual das imagens utilizando-
se o software ImageJ® (FERREIRA; RASBAND, 2009). Os resultados foram expressos
em centimetros plantula™.

Matéria seca de plantulas - as plantas foram seccionadas em hipocotilo e raiz e,
em seguida, foram colocadas em sacos de papel tipo Kraft para secagem. O material foi
mantido em estufa de circulacdo de ar forcado, por um periodo de 72 h, a 65 °C. Apos a
secagem, o material vegetal foi pesado em balanca de precisdo (0,0001g) para

determinagdo da massa. Os resultados foram expressos em mg plantula™!.

Figura 3. Experimento em casa de vegetacdo. A - Arranjo de bandejas em blocos, B -

Bloco de bandejas apds a semeadura, C ¢ D - Bandejas com plantulas de soja emergidas.

ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 3 x 6, ou seja, trés niveis de
vigor de sementes (alto, médio e baixo) e seis coinocula¢des, em delineamento de blocos
casualizados, com quatro repeti¢cdes. Cada unidade experimental foi constituida por uma
bandeja com cinquenta sementes. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk, e a Analise de Variancia. As médias dos dados obtidos para
os niveis de vigor de sementes foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os
tratamentos de coinoculagdes foram comparados pelo teste de Dunnett (p < 0,05). As

analises foram efetuadas no software estatistico R, versao 3.5.1 (R CORE TEAM, 2018).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
QUALIDADE DAS SEMENTES

Os trés lotes de sementes apresentaram diferentes niveis de vigor (Tabela 3). Nao
houve diferenca na porcentagem de germinagdo, comparando-se os trés lotes, porém o
lote 1 se destacou como o de maior nivel de vigor, apresentando maior porcentagem de
emergéncia e menor valor de condutividade elétrica (CE), comparado aos demais lotes.
O lote 2 pode ser classificado como de vigor intermediario, diferindo do lote 1 apenas nos
valores de CE, apresentando maior valor, e no comprimento de raiz, apresentando menor
valor. Ja o lote 3, classificado como o de menor vigor, apresentou menores valores nos
testes de emergéncia, envelhecimento acelerado (EA), indice de velocidade de
emergéncia (IVE), e maior valor de CE.

Portanto, como era esperado, o Lote 1, que ndo foi submetido ao envelhecimento
artificial apresentou melhor desempenho. Ja os Lotes 2 e 3, submetidos a 10 e 20 horas
de envelhecimento artificial, respectivamente, tiveram o seu vigor reduzido.

Com o envelhecimento artificial as sementes sdo submetidas a alta temperatura e
a elevada umidade relativa. Essas condi¢cdes em conjunto provocam a deterioragdo das
sementes, ligadas principalmente ao acimulo nas células de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como H,02, Oz, OH". O acimulo das EROs desencadeia uma série de processos
degenerativos causando lesdes celulares e provocando redugdo da qualidade fisiologica
das sementes. Os principais danos sdo: a peroxidagdo de lipideos, perda da viabilidade
das membranas, perda da viabilidade das mitocondrias, danos ao DNA, redugdo de ATP,
perda da compartimentalizacdo celular, e desbalanco metabolico (SANTOS; MENEZES;
VILLELA, 2004; JEEVAN KUMAR et al., 2015). Em decorréncia deste processo ¢ do
acumulo de danos, ocorre a reducdo da qualidade das sementes, associado ao aumento
nos valores de C.E., conforme observado para os Lotes 2 e 3.

E importante destacar, porém, que os trés lotes utilizados para o estudo
apresentaram elevada qualidade fisiologica. A porcentagem de germinagdo e emergéncia
de plantulas foram maiores que 95 %, para os trés lotes. Assim, apesar da diferenga de
vigor observada, os trés lotes atendem aos padrdes para comercializagdo de sementes de
soja exigidos pela legislacdo (BRASIL, 2013).

Ainda, no teste de sanidade para o lote matriz, foram observados apenas o fungo
patogénico Macrophomina phaseolina, além da presenga de contaminantes ou saprofitos,

como bactérias e Cladosporium spp, em todos os casos com infec¢do menor que 1 %.
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Tabela 3. Umidade, germinagdo e testes de vigor em lotes de sementes de soja submetidas

ao envelhecimento artificial por zero, 10 e 20 horas.

Lotes
Avaliacdo CV (%)
1 2 3

Umidade (%) 11,4a 11,5a 10,8 a 1,67
Germinagao (%) 96 a 93 a 92 a 4,26
Primeira contagem (%) 95a 91a 90 a 4,03
Emergéncia (%) 95a 90 ab 75b 9,49
Envelhecimento (%) 78 a 73 a 45D 9,47
IVE (unidade) 119a 11,4a 93b 7,50
CE (uSem'g™) 88,5¢ 110,6 b 129,2a 8,36
Matéria seca H (mg) 1633,3 a 1662,9 a 1741,4 a 4,58
Matéria seca RA (mg) 4383 a 412,5a 449,1 a 8,12
Comprimento H (cm) 18,13 a 18,81 a 17,67 a 3,96
Comprimento RA (cm) 22,60 ab 20,58 b 23,68 a 5,35

CV - Cocficiente de variacdo, IVE - indice de velocidade de emergéncia, CE -
condutividade elétrica, H - hipocétilo e RA - radicula. Médias seguida por letras iguais

na linha, ndo diferiram entre si a 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.
ANALISE DO CRESCIMENTO DE PLANTULAS

Para a maioria dos parametros avaliados, a intera¢do entre os fatores, vigor de
sementes ¢ microrganismos benéficos, foram néo significativas, com exce¢ao do TME e
Tsov (Tabela 4). Apesar da baixa interagdo entre os niveis de vigor e as coinoculagdes,
foi possivel identificar que para a maioria dos testes, os fatores individuais apresentaram
diferengas significativas (Tabela 4).

Para o vigor de sementes foi possivel identificar diferencas na porcentagem de
emergéncia, no indice de velocidade de emergéncia e comprimento do hipocétilo. Além
dessas alteracdes o indice de vigor corrigido e a uniformidade de emergéncia das plantulas

também foram comprometidas com a metodologia do envelhecimento acelerado.
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Resultados similares também foram encontrados por SANTOS; MENEZES; VILLELA
(2004), ao aplicar o envelhecimento artificial em sementes de feijdo. O envelhecimento
artificial foi aplicado por zero, 24, 48, 72 e 96 horas e afetou o comprimento do hipocétilo,
radicula e a primeira contagem de germinagdo, teste similar ao indice de velocidade de
emergéncia de plantulas.

De maneira similar, as coinocula¢des também alteraram o desenvolvimento das
plantulas em seu estadio inicial de desenvolvimento, com destaque para o comprimento
e o indice de crescimento das plantulas. Estes resultados estio relacionados a atuacdo dos
microrganismos utilizados neste experimento, que possuem mecanismos de acdo capazes
de promover o crescimento das plantulas. Por exemplo, a producdo de fitohormonios
(FUKAMI et al., 2017), solubilizacdo de fosforo inorganico (PARRAY et al., 2016),
aumento do fluxo nutrientes como N, K, Mg, Cu e Zn e disponibilidade 4gua (NADEEM
etal., 2014).

Plantulas originadas de sementes de médio e baixo vigor apresentaram menor
crescimento, comparadas as plantulas oriundas de sementes de alto vigor (Tabela 5). Em
geral, os maiores valores de emergéncia de plantulas, indice de velocidade de emergéncia,
comprimento do hipocoétilo, vigor corrigido e uniformidade das plantulas foram obtidas
para o lote de alto vigor, seguido pelo de vigor intermediario e o de baixo vigor. Por outro
lado, os parametros como a matéria seca, comprimento radicular, indice SPAD e

crescimentos ndo foram afetados pelos niveis de vigor das sementes.
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos com a avaliagdo de plantulas
oriundas de sementes tratadas com B. japonicum ¢ coinoculadas com A. brazilense, B.

subtilis, T. asperellum e FMA.

Fonte de variagio

Avaliagao Bloco V C V*C CV (%)
Emergéncia * * ns ns 7,97
IVE * * ns ns 8,32
Comprimento H ns * * ns 5,51
Comprimento Ra ns ns * ns 9,43
Matéria seca H * ns ns ns 9,17
Matéria seca Ra * ns ns ns 11,25
[ndice SPAD ns ns ns ns 4,98
Crescimento ns ns * ns 8,92
Vigor corrigido ns * * ns 7,47
Uniformidade ns * ns ns 1,5
Ts0% * - - * 1,1
TME * - - * 2,17

V - Vigor, C - coinoculagdo, CV - coeficiente de variacdo, IVE - indice de velocidade de
emergéncia, CE - condutividade elétrica, E - emergéncia, H - hipocoétilo, RA - radicula,
Ts0% - tempo para emergéncia de 50 % de plantulas e TME - tempo médio de emergéncia.

* - significativo e ns - ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Assim, os Lotes 2 e 3, classificados como de vigor intermediario e de baixo vigor,
apresentaram menor emergéncia, uniformidade de emergéncia e crescimento de plantulas
(Tabela 5). Diferencas nos tempos para germinacdo das sementes ou emergéncia de
plantulas caracteriza diferencas no vigor das sementes (FINCH-SAVAGE; BASSEL,
2016). Em geral, lotes de sementes com alto vigor, apresentam germinagdo rapida e
uniforme, como observado para o Lote 1 no presente trabalho. Assim, o baixo vigor das
sementes pode comprometer a emergéncia e o crescimento das plantulas, o que pode
impactar diretamente o estabelecimento da cultura da soja (CANTARELI et al., 2015), e
consequentemente pode afetar a produtividade (SCHUCH; KOLCHINSK; FINATTO,
2009).

Com relagdo as coinoculagdes com microrganismos benéficos, sementes
inoculadas com FMA desenvolveram plantulas maiores e com ligeira vantagem no indice
de crescimento em relagdo aos controles adotados (Tabela 6), sendo que este tratamento
diferiu dos controles, sementes tratadas apenas com B. japonicum ou sementes nao

tratadas, em relagdo a comprimento de hipocotilo, comprimento de raiz, além do indice
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de crescimento e vigor corrigido. Estes dois ultimos pardmetros levam em consideracdo
o crescimento e a uniformidade de crescimento das plantulas (SAKO et al., 2001).

Assim, foi observado maior crescimento das plantulas oriundas de sementes
coinoculadas com FMA (Tabela 6). As principais estruturas destes microrganismos em
associacdo com as raizes s2o os arbusculos, hifas, vesiculas e esporos que sdo capazes de
promover o crescimento das plantas através de varios mecanismos de agdo
(BIANCIOTTO; BONFANTE, 2002; MIRANSARI et al.,, 2009). Essas estruturas
ajudam as raizes das plantas a elevar o aporte de nutrientes como o fosforo e o fluxo de
agua, além de ajudar na estruturacdo do solo (MEENA et al., 2018). Também ¢ importante
destacar que a varia¢ao genética intraespecifica entre os FMA ¢ fundamental, ja que esta
variagdo potencializa os aspectos positivos deste tipo de associacdo (HEIJDEN;
WIEMKEN; SANDERS, 2003). Dessa maneira, o maior aporte de agua e nutrientes
podem ter exercido papel determinante para o crescimento das plantulas de soja ja nos
primeiros quinze dias de desenvolvimento.

Independentemente do nivel de vigor das sementes, a coinoculacio com FMA
contribuiu para o aumento no crescimento inicial de plantulas de soja (Tabela 6). Esse
resultado também comprova a capacidade que esses FMA tém em amenizar sintomas de
estresse na planta. De acordo com NADEEM et al. (2014), a associacdo entre FMA e
planta pode elevar ainda mais o poder antioxidativo. Esse sistema ¢ de extrema
importancia para as plantulas provindas de sementes de baixo vigor, porque reduz as
espécies reativas de oxigénio acumuladas durante o estresse do armazenamento ¢ do
plantio em campo (JEEVAN KUMAR et al., 2015).

Vale ressaltar que nenhuma coinoculagdo resultou em reducdo ou desvantagem
no crescimento das plantulas de soja (Tabela 6). Existem relatos de que a inoculagdo de
mais de um microrganismo nas sementes pode gerar grande sinergia, aumentando assim
o desenvolvimento e produtividade de varias culturas (HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUIJO, 2015; JESUS et al., 2018). Contudo, fatores como altas doses de inoculantes,
incompatibilidade com pesticidas, fertilizantes, tratamentos de semente, espécies de
plantas, microrganismos e¢ o tipo de solo podem levar a resultados negativos ao
crescimento das plantas (ZILLI et al., 2010; FUKAMI et al., 2017). Assim, estes fatores

devem ser considerados no momento da inoculagdo dos microrganismos benéficos.
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Tabela 5. Emergéncia e indices de crescimento de plantulas de soja cv M 7110 IPRO

oriundas de sementes com diferentes niveis de vigor.

. Vigor
Avaliagao Alto Médio Baixo
(%)
Emergéncia 94 a 88 Db 78 ¢
CV (%) 7,97
(Unidade)
IVE 11,85a 10,82 b 9,36 ¢
CV (%) 8,32
(cm)
Comprimento H 18,89 a 18,89 a 18,15b
CV (%) 5,51
(cm)
Comprimento RA 2247 a 23,27 a 22,60 a
CV (%) 9,43
(mg)
Matéria seca H 1.671,6 a 1.726,2 a 1.751,5 a
CV (%) 9,17
(mg)
Matéria seca RA 4235 a 4334 a 434,8 a
CV (%) 11,25
(Unidade)
SPAD 36,0 a 359a 35,6 a
CV (%) 4,98
(Unidade)
Crescimento 2.211,0a 2.2832a 2.211.6a
CV (%) 8,92
(Unidade)
Vigor corrigido 1.704,2 a 1.631,0a 1.387,1b
CV (%) 7,47
(Unidade)
Uniformidade 969,5 a 963,8 ab 958,7b
CV (%) 1,5

CV - Coeficiente de variagao, IVE - indice de velocidade de emergéncia, H — hipocétilo
e RA - radicula. Médias seguida por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste

Tukey (p < 0,05).
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Tabela 6. Emergéncia e indices de crescimento de plantulas de soja cv M 7110 IPRO
oriundas de sementes inoculadas com B. japonicum e coinoculadas com A. brazilense, B.

subtilis, T. asperellum e FMA.

Coinoculagao

Avaliacido

A+B Ba+B T+B FMA + B Cl1 C2
Emer. 85 85 84 90 86 87
IVE 10,5 10,5 10,4 11,0 10,8 10,8
CH 18,5 18,2 18,1 19,8 €2 19,1 18,2
CRA 22,1 21,3 23,1 25,2 CteC2 22,7 223
MSH 1.707,9 1.679,0 1.692,7 1.767,7 1.772,1 1.679,2
MSRA 428,5 417,9 422,0 443,4 438,3 4333
SPAD 35,8 35,6 36,3 35,1 35,8 36,3
Cres. 2.174,9 2.103,1 2.256,3 2.462,3C1eC2 2230,6 2184,6
VC 1.510,1 1.482,6 1.550,2 1.776,6 €12 1574,0 1550,9
Unif. 964,2 969,0 961,1 957,3 965,2 967,1

A - Azospirillum brasilense, Ba - Bacillus subtilis, T - Trichoderma asperellum, FMA -
Fungos Micorrizicos Arbusculares, B - Bradyrhizobium japonicum, C1 - controle 1,
somente B ¢ C2 - controle 2, sem inoculagdo. CV - coeficiente de variagdo, Emer. -
emergéncia de plantulas, IVE - indice de velocidade de emergéncia, CH - comprimento
hipocoétilo, CRA - comprimento radicula, MSH - matéria seca hipocétilo, MSRA -
matéria seca radicula, Cres. - crescimento, VC - vigor corrigido e Unif. - uniformidade.
Cl _significativo em relagdo ao controle 1 ¢ ©? - significativo em relagdo ao controle 2 a

5% de probabilidade pelo teste Dunnett.
Para os pardmetros Tso, ¢ TME de plantulas foram observadas interacdes

significativas entre as coinoculacdes com microrganismos benéficos e os diferentes niveis

de vigor das sementes, no qual foram desdobrados na seguinte tabela (Tabela 7).
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Tabela 7. Tempo para 50 % de emergéncia de plantulas (Tso%) ¢ tempo médio de
emergéncia de plantulas (TME) de soja oriundas de sementes com diferentes niveis de

vigor e coinoculadas com A. brazilense, B. subtilis, T. asperellum e FMA.

Coinoculacao Vigor
Alto Médio Baixo
Ts0% (dias)
A+B 347b 3,53 ab 3,59a ¢!
Ba+B 3,522 3,51a 3,55a
T+B 3,52 b ¢2 3,49b 3,61a¢!
FMA + B 3,49b 3,56a 3,60 a ¢!
Controle 1 3,440 3.56a 3.50 ab
Controle 2 3,46 b 3,53a 3,58a
TME (dias)
A+B 395b 4,11a 420a ¢!
Ba+B 4,06 b 4,04 b 423a ¢
T+B 4,08 a ¢ 4,08 a 4,11a
FMA +B 3,99b 420a 4,18 a
Controle 1 3,940 4,19 a 4,02b
Controle 2 3,94 b 4,08 ab 4,17 a

A - Azospirillum brasilense, Ba - Bacillus subtilis, T - Trichoderma asperellum, FMA -
Fungos Micorrizicos Arbusculares e B - Bradyrhizobium japonicum, controle 1 - somente
B e controle 2 - sem inoculacdo. Médias seguida por letras iguais na linha, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey; ¢! - significativo em relagéo ao controle

1 e ©2 - significativo em relagdo ao controle 2 a 5 % de probabilidade pelo teste Dunnett.

O Tso% € o TME de emergéncia foram menores para plantulas provenientes de
sementes mais vigorosas (Tabela 7), ou seja, a emergéncia das plantulas se deu de forma
mais rapida para as sementes de alto vigor, ja que estes parametros estdo ligados ao tempo
necessario para ocorrer a emergéncia das plantulas. Esse comportamento ¢ caracteristico
de lotes de sementes com alto vigor (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016).

Entretanto, para as coinoculagdes com Bacillus subtilis e Trichoderma
asperellum, Tsoy, ¢ TME, respectivamente, nao diferiram comparando-se os trés niveis de

vigor. Estes resultados podem estar ligados a produgdo de hormonios pelos
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microrganimos, que contribuiram para o aumento na velocidade de emergéncia dos lotes
de sementes de baixo vigor.

Segundo ARAUJO; HENNING; HUNGRIA (2005), estirpes de B. subtilis AP-3
e PRBS-1 inoculadas com B. japonicum demonstraram potencial no controle bioldgico
de fungos patogénicos da soja e na promo¢do do crescimento radicular, a partir da
producdo de fitohormdnios. Além disso, podemos destacar o processo de sinergia da
coinoculagdo para o B. japonicum, que também tem capacidade de produzir
fitohormdnios (auxina, giberilina, citocinina, etileno e acido abscisico), além da fixacao
do nitrogénio atmosférico (BOIERO et al., 2007). Ainda, o microrganismo 7. asperellum,
que também tem acdo promotora de crescimento radicular e grande importincia no
controle biologico de doencas e fungos patogénicos (HARMAN, 2006), pode ter
contribuido para este resultado.

Por outro lado, foi observado retardamento da emergéncia ou do crescimento de
plantulas provenientes de sementes mais vigorosas, quando estas foram coinoculadas com
0 B. subtilis, maior Tsow, € T. asperellum, maior TME. Segundo, Pérez-Montafio et al.
(2014), as plantulas dividem os metabodlitos com os microrganismos no processo de
simbiose. Assim, isto pode ter levado ao atraso na emergéncia das plantulas oriundas de
sementes que receberam estes tratamentos. Além disso, existe a possibilidade de plantulas
provenientes de sementes menos vigorosas terem se beneficiado com o rapido
crescimento dos microrganismos no inicio do processo de germinagdo/emergéncia, ja que
estas sementes podem ter liberado mais exsudados que as sementes mais vigorosas no
momento do processo de embebicdo, como agucares, acidos orgénicos, mucilagem e
proteinas, conforme valores obtidos no teste de C.E. (Tabela 3). Este mecanismo pode ter
facilitado o processo simbiotico com as plantulas de soja, sendo que de acordo com
Jacoby et al. (2017), o alto volume de exsudatos, importante sinal de atragdo e recurso
para o crescimento de microrganismos na rizosfera, poderia impactar o comportamento
dos microrganismos em associacdo. Vale lembrar que esses exsudatos podem atrair tanto
microrganismos benéficos como patogénicos.

Observa-se, em geral, maior Tso, ¢ TME para as sementes que receberam
tratamentos de coinoculagdo, tanto para o lote de sementes com alto vigor, quanto para o
lote de sementes com baixo vigor (Tabela 7). Apesar do aumento significativo no tempo
de emergéncia, as coinoculagdes ndo afetaram o estabelecimento das plantulas apds os
quinze dias de desenvolvimento, conforme observado para os dados de crescimento de

plantulas (Tabela 4 e 6).
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O comprimento radicular, analisado em diferentes classes de didmetros, nao foi
influenciado pelos tratamentos de coinoculagdes e nem pelos niveis de vigor das sementes
utilizadas neste trabalho (Tabela 8), com exce¢do somente das raizes com diametro entre
2,0 a 2,5 mm, para as quais foi obtida interag@o significativa. Contudo, o alto valor do
coeficiente de variagdo sugere que os dados t€m baixa precisdo. Por outro lado, o volume
radicular foi afetado tanto pelos niveis de vigor quanto pelas coinoculagdes,

principalmente para as raizes mais finas (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo da analise de varidncia para os dados de comprimento e volume de
raizes de plantulas de soja oriundas de sementes com diferentes niveis de vigor e

coinoculadas com A. brazilense, B. subtilis, T. asperellum e FMA.

Comprimento (C) Volume (Vol)
Classe de
didmetro V C V¥ CV(%) V C V*C  CV (%)
0<D<0,5 ns ns ns 2,70 ns ns ns 9,57
0,5<D<1,0 ns  ns ns 6,25 ns * ns 5,88
1,0<D<1,5 ns  ns ns 10,41 - - * 6,54
1,5<D<2.,0 ns  ns ns 26,35 * * ns 11,2
2,0<D<2,5 - - * 138,05 * ns ns 22,42
2,5<D<3,0 ns  ns ns - ns * ns 15,02
3,0<D<3.,5 ns  ns ns - ns ns ns 33,55
3,5<D<4,0 ns ns ns - ns ns ns 51,33
4,0<D<4,5 ns  ns ns - ns ns ns 112,72
D>4,5 ns ns ns - ns ns ns 170,61

V - Vigor, C - coinoculagdo, CV - coeficiente de variacdo. * - significativo e ns - ndo

significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F.

Maiores volumes de raiz foram observados em plantulas oriundas de sementes de
alto e baixo vigor, no diametro de 1,5 a 2,0 mm, e de alto vigor, no didmetro de 2,0 a 2,5
mm (Figura 4). O maior vigor das sementes, em geral, contribui para a formacgdo de
plantulas mais vigoras e com parte aérea e sistema radicular bem desenvolvidos
(CAVERZAN et al., 2018). Porém, o maior volume de raizes de plantulas oriundas de
sementes com baixo vigor, no didmetro de 1,5 a 2,0 mm, pode estar relacionado ao maior
crescimento da raiz em detrimento da parte aérea das plantulas, ja que estas plantulas

apresentaram menor comprimento de hipocétilo (Tabela 5). Hipotetiza-se que esta seja
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uma estratégia das sementes de vigor reduzido a fim de aumentar a absor¢do de dgua e

nutrientes, ja que as reservas da semente poderiam estar limitadas.

Figura 4. Volume de raizes de plantulas de soja cv M 7110 oriundas de diferentes

diametros de raizes e niveis de vigor de sementes.

16
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Alto Médio Baixo Alto Médio Baixo

Vigor de sementes

Letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Foi observada reducdo do volume radicular, das raizes com diametro de 1,5 a 2,0
mm, das plantulas oriundas de sementes coinoculadas com os microrganismos 7.
asperellum ou FMA (Figura 5). Ja para as raizes com 2,5 a 3,0 mm de didmetro, foi
observado aumento significativo em plantulas cuja as sementes foram coinoculadas com
FMA. Esses dados estdo de acordo com os observados para o comprimento (Tabela 6),
sendo que os FMA em associagdo com B. japonicum contribuiu para a promog¢do do
crescimento radicular.

As coinoculagdes com microrganismos adotados nesse trabalho possuem
mecanismos de acdo capazes de alterar a estrutura morfoldgica e promover o crescimento
das raizes alterando os estimulos hormonais da planta, controlando ou competindo com
microrganismos patogénicos e aumentando o aporte de 4gua e nutrientes para as plantas
(JACOBY et al., 2017; MEENA et al., 2018; LU; ZOU; WU, 2018). Portanto, estes
mecanismos de acdo podem ter contribuido para o maior crescimento das raizes de
plantulas de soja coinoculadas com FMA, porém estes mecanismos ainda precisam ser

melhor entendidos na cultura da soja.
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Para as raizes com 1,0 a 1,5 mm de didmetro foi observada interacao significativa
entre os niveis de vigor e os microrganismos benéficos (Tabela 8). De modo geral, os
controles demonstraram uma leve tendéncia de reducdo do volume radicular em funcao
da perda de vigor das sementes (Tabela 9). De maneira oposta, todas as coinoculagdes
contribuiram para que o volume radicular das sementes de baixo vigor se assemelhasse
ao das plantulas oriundas de sementes de alto vigor.

Esse fato sugere que o desenvolvimento de raizes com diametro de 1,0 a 1,5 mm
podem ser estimuladas a se desenvolver por microrganismos benéficos avaliados nesse
estudo. Isto pode ser vantajoso, ja que s@o as raizes mais finas as grandes responsaveis
por explorar maiores volumes de solo, formar pontos de nodulacdo e absorver agua e
nutriente para o desenvolvimento das plantas (MACHACULEHA CHIBEBA et al.,
2015). Além do mais, raizes nesse calibre podem conferir 6tima vantagem aos FMA,

porque sdo nas raizes mais finas que sdo encontradas a maior parte das estruturas fingicas
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dessa espécie, que sdo responsaveis pela promocdo de crescimento de plantulas

(BIANCIOTTO; BONFANTE, 2002).

Tabela 9. Volume de raizes com didmetro de 1,0 a 1,5 mm de plantulas de sojacv M 7110
IPRO oriundas de sementes com diferentes niveis de vigor e coinoculadas com A.

brazilense, B. subtilis, T. asperellum ¢ FMA.

Coinoculag¢do Vigor

Alto Meédio Baixo

Volume radicular 1,0<D<1,5

A+B 20,25 a 20,25a ¢! 19 a ¢
Ba+B 19,50 a 20,75a ¢ 20,25 a
T+B 19a 19,75a ¢t 20,50 a
FMA + B 21a 20a ¢! 19,25 a
Controle 1 20,75 a 17,75b 19,75 ab
Controle 2 20,25 ab 18,75b 21,25 a

A - Azospirillum brasilense, Ba - Bacillus subtilis, T - Trichoderma asperellum, FMA -
Fungos Micorrizicos Arbusculares e B - Bradyrhizobium japonicum D - diametro.
controle 1 - somente Bradyrhizobium japonicum e controle 2 - sem inoculagdo. Médias
seguida por letras iguais na linha, ndo diferiram entre si a 5 % de probabilidade pelo teste
Tukey. ¢! - significativo em relagdo ao controle 1 e ? - significativo em relagdo ao

controle 2 a 5 % de probabilidade pelo teste Dunnett.

O desenvolvimento radicular das plantulas provenientes de sementes
coinoculadas, em geral, foi maior comparado ao tratamento apenas com o B. japonicum
(Controle 1) (Tabela 9). Ja as plantulas provenientes de sementes de baixo vigor ndo
demonstraram diferengas de desenvolvimento radicular na maioria das inocula¢des, com
exce¢do da inoculagdo com A. brasilense.

A inoculagdo com A. brasilense pode estimular ou inibir o desenvolvimento
radicular. Isso vai depender das concentragdes desse microrganismo no momento da
inoculacdo. A razdo pode ser indicada pela alta produgdo do fitohormoénio auxina, que
além de promover pode também inibir o enraizamento, o que depende da concentracdo
do hormdnio na rizosfera, com consequente aumento do peso radicular (MASCIARELLI;

LLANES; LUNA, 2014).
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Em sintese na maioria dos pardmetros avaliados ndo foi observado relacao entre
os fatores vigor de sementes e microrganismos benéficos, exceto para TME e Tsou.
Contudo, cada fator, individualmente, demonstrou forte influéncia sob o crescimento das
plantulas de soja. Para o vigor foi confirmado o pressuposto de que lotes de sementes com
alto vigor, apresentam germinacao rapida e uniforme. J4 sementes de baixo vigor podem
comprometer a emergéncia e o crescimento das plantulas. Quanto as coinoculagdes,
destaca-se os FMA, uma vez que essa coinoculacdo apresentou plantulas maiores € com
ligeira vantagem no indice de crescimento em relacdo aos controles adotados.

Em relagdo aos parametros Tsov ¢ TME de plantulas, foram observadas interacdes
significativas entre as coinoculacdes e os diferentes niveis de vigor. Estes parametros
evidenciaram que plantulas provenientes de sementes mais vigorosas levam menos tempo
para emergir. Entretanto, para as coinoculacdes com Bacillus subtilis e Trichoderma
asperellum observa-se, em geral, maior Tso» € TME para as sementes que receberam
tratamentos de coinoculagdo, tanto para o lote de sementes com alto vigor, quanto para o
lote de sementes com baixo vigor. Apesar do aumento significativo no tempo de
emergéncia, as coinoculagdes ndo afetaram o estabelecimento das plantulas apds os
quinze dias de desenvolvimento.

Para as analises radiculares, ndo foi observado alteragdes no comprimento das
raizes, enquanto houve alteragdes no volume radicular. Os maiores volumes de raizes
com 1,5 a 2,0 mm de didmetro foram observadas em plantulas oriundas de sementes de
alto e baixo vigor. J4 maior volumes de raizes com 2,0 a 2,5 mm de diametro foram
observadas em pléantulas oriundas de sementes de alto vigor. Considerando somente a
coinoculacdo, o volume de raizes com 2,5 a 3,0 mm de didmetro teve aumento
significativo nas plantulas oriundas de sementes coinoculadas com FMA. Esse resultado
demonstra mais uma vez a capacidade dos FMA em promover o crescimento de plantulas
de soja.

Em destaque, o volume de raizes com 1,0 a 1,5 mm de diametro apresentaram
interacdo significativa entre os fatores, vigor e coinoculagdo. Nesse didmetro, observou-
se uma leve tendéncia em reduzir o volume radicular em fun¢do do menor vigor das
sementes. Por outro lado, todas as coinoculagdes contribuiram para que o volume
radicular, de raizes com esse diametro, em plantulas oriundas de sementes de baixo vigor
se assemelhasse ao das plantulas oriundas de sementes de alto vigor.

Apesar do vigor reduzido das sementes ser um fator determinante para o baixo

desenvolvimento de plantulas de soja (SCHEEREN et al., 2010), a coinoculagdo dessas
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sementes pode contribuir para amenizar os efeitos negativos da baixa qualidade das

sementes no estadio inicial de desenvolvimento das plantulas.
CONCLUSOES

1. A inoculacdo de sementes de soja com Bradyrhizobium em associagdo com 0s
microrganismos benéficos Azospirillum brazilense, Bacillus subtilis, Trichoderma
asperellum e Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) contribuem para maior
velocidade de emergéncia e maior crescimento de plantulas de soja, independentemente

do vigor das sementes.

2. Os FMA apresentam elevado potencial para serem indicados para o tratamento de

sementes de soja, visando maior crescimento da plantula.
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Capitulo 11

DESEMPENHO VEGETATIVO E PRODUTIVO DE PLANTAS DE SOJA
ORIGINADAS DE SEMENTES COINOCULADAS COM MICRORGANISMOS
BENEFICOS E DIFERENTES NiVEIS DE VIGOR.

RESUMO - A produgédo da cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill)) pode ser
influenciada pela qualidade das sementes. Além disso, o desenvolvimento das plantas
ainda pode ser desuniforme. Neste sentido, destaca-se a utilizacdo de microrganismos
benéficos. Eles podem promover o crescimento das plantas alterando os estimulos
hormonais, controlando ou competindo com microrganismos patégenos, aliviando
sintomas de estresse, aumentando o aporte de agua e nutrientes para as plantas através de
varios mecanismos de acdo. No entanto, ainda ndo ha estudos que avaliam os efeitos da
coinoculagdo com microrganismos benéficos em sementes de baixa qualidade fisiologica
sobre o crescimento e a produtividade das plantas de soja. Diante disso, esse estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos dos principais microrganismos benéficos em
coinoculagcdo em sementes de soja com diferentes niveis de vigor no crescimento das
plantas e na produtividade. Sementes de soja, cultivar M 7110 IPRO, produzidas na safra
2016/2017, foram submetidas ao envelhecimento artificial para a obtengao de trés niveis
de vigor: alto, médio e baixo. Foi realizada a coinoculacdo das sementes com a bactéria
Bradyrhizobium japonicum, associada com os microrganismos benéficos: Azospirillum
brasilense, Bacillus subtilis, Trichoderma asperellum e fungos micorrizicos arbusculares
(FMA). O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, no delineamento
experimental em blocos casualizados, com quatro repeti¢des. Foi utilizado o esquema
fatorial 3 x 5, ou seja, trés niveis de vigor das sementes e quatro inoculagdes mais um
controle, que consistiu nas sementes inoculadas apenas com o B. japonicum. Foram
avaliados parametros de crescimento e produtividade no estddio de floracdo plena
(estadio vegetativo) e colheita (estadio produtivo): indice SPAD, nimero de folhas
trifolioladas, area foliar, matéria seca de plantas, nitrogénio total em folhas, numero de
nddulos, matéria seca de nddulos, colonizacdo micorrizica, nimero de vagens, numero de
sementes por planta, peso de 100 sementes e tamanho de sementes. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e & andlise de variancia. As
meédias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey, para os niveis de vigor das
sementes, e Dunnett, para as coinoculacdes (p < 0,05). A coinoculagdo de FMA com B.

japonicum aumentou a taxa de crescimento vegetativo das plantas de soja quando
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comparado com o controle. Além disso, a variagdo do vigor de sementes levou a
desuniformidade das caracteristicas de produc¢do, como o nimero, o peso ¢ o tamanho de
semente por planta. No entanto, essa desuniformidade foi amenizada por meio das
coinoculagdes dos microrganismos benéficos FMA, 4. brasilense e B. subtilis com B.
Jjaponicum. Diante disso, as coinocula¢des podem estimular o crescimento vegetativo e
uniformizar as caracteristicas de producdo de plantas de soja originadas de sementes em

diferentes niveis de vigor.

Palavras chaves: Uniformidade de planta, qualidade de sementes, crescimento vegetativo,

inoculacdo, Bradyrhizobium japonicum.
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Chapter 11

VEGETATIVE AND PRODUCTIVE PERFORMANCE OF SOYBEAN PLANTS
ORIGINATED FROM SEEDS CO-INOCULATED WITH BENEFICIAL
MICROORGANISMS AND DIFFERENT LEVELS OF VIGOR.

ABSTRACT - The production of the soybean crop (Glycine max (L.) Merrill))
can be influenced by the quality of the seeds. Moreover, the plant development may also
be non-uniform. In this way, stands out the use of beneficial microorganisms. They can
promote plant growth by altering hormonal stimulus, controlling or competing with
pathogenic microorganisms, relieving stress symptoms, increasing the supply of water
and nutrients to plants through several mechanisms of action. However, there are no
studies that evaluate the effects of co-inoculation with beneficial microorganisms on
seeds of low physiological quality on the growth and productivity of soybean plants.
Hence, the objective of this study was to evaluate the effects of the main beneficial
microorganisms on co-inoculation in soybean seeds with different levels of vigor in plant
growth and productivity. Soybean seeds, cultivar M 7110 IPRO, produced in the
2016/2017 growing season, were submitted to artificial aging to obtain three levels of
vigor: high, medium and low. The seeds were co-inoculated with Bradyrhizobium
Jjaponicum, associated with beneficial microorganisms: Azospirillum brasilense, Bacillus
subtilis, Trichoderma asperellum and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). The
experiment was conducted in a greenhouse in a randomized complete block design with
four replicates. A 3 x 5 factorial scheme was used, i.e., three levels of seed vigor and four
co-inoculations plus one control, which consisted of seeds inoculated only with B.
Jjaponicum. Growth and productivity parameters were evaluated at the full flowering stage
(vegetative stage) and harvest (productive stage), respectively: SPAD index, number of
trifoliolate leaves, leaf area, dry matter of plants, total nitrogen in leaves, number of
nodules, dry matter of nodules, mycorrhizal colonization, number of pods, number of
seeds per plant, weight of 100 seeds and seed size. The data obtained were subjected to
the Shapiro-Wilk normality test and to Analysis of Variance. The means of the treatments
were compared by the Tukey test, for the seed vigor, and Dunnett test, for the co-
inoculations (p < 0.05). AMF co-inoculation with B. japonicum increased the rate of
vegetative growth of soybean plants when compared to control. In addition, seed vigor
variation led to lack of uniformity of production characteristics such as seed number,

weight and seed size per plant. However, this no-uniformity was mitigated through co-
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inoculations of the beneficial microorganisms AMF, 4. brasilense and B. subtilis with B.
Jjaponicum. Therefore, co-inoculation can stimulate vegetative growth and standardize

production characteristics of soybean plants originated from seeds with different levels

of vigor.

Keywords: Plant uniformity, seed quality, vegetative growth, inoculation,

Bradyrhizobium japonicum.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa papel de destaque na aplicagdo de microrganismos benéficos no
setor agrario, principalmente com microrganismos fixadores de nitrogénio atmosférico.
Para se ter uma ideia, cerca de 90 % dos solos brasileiros plantados com soja nas ultimas
décadas foram inoculados com microrganismos benéficos do género Rhizobium ou
Bradyrhizobium (FERREIRA; HUNGRIA, 2002).

As bactérias do género Bradyrhizobium sdao conhecidas no Brasil por sua
eficiéncia na fixacdo do nitrogénio atmosférico no solo e pela facil simbiose com plantas
da familia Fabaceae. Os géneros mais usados para a lavora de soja no Brasil ¢ dividido
em duas espécies, Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii (BODDEY;
HUNGRIA, 1997). Nao ¢é por acaso que essas bactérias sdo amplamente utilizadas no
plantio dessa espécie leguminosa como agentes biologicos fixadores de nitrogénio. De
acordo com Lopes, (2018) a economia com adubagdo nitrogenada para os produtores
rurais e para o governo brasileiro ¢ de cerca de 42,3 bilhoes de reais.

A associagdo simbidtica entre o Bradyrhizobium e as plantas de soja forma uma
estrutura chamada de nddulo, local onde ¢ fixado o nitrogénio atmosférico. A formacgao
de nédulos e o desenvolvimento das bactérias na planta inicia-se através da expressao de
genes ativados pela presenca de compostos quimicos exsudados pelas plantas e bactérias.
Quando os nddulos estdo em intensa fixag@o bioldgica de nitrogénio € possivel notar no
interior dos nddulos uma coloracdo rosea avermelhada. Esta coloracdo ¢ carateristica da
atividade da leghemoglobina que tem a funcdo de transportar oxigénio, importante para
as atividades vitais de microrganismos aerobicos como os dessa espécie (HUNGRIA et
al., 2010).

Além do Bradyrhizobium existe outros microrganismos benéficos que podem ser
utilizados na agricultura com outros fins. Eles podem ser destacados em trés grupos
principais: as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), os fungos
promotores de crescimento de plantas (PGPF) e os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA). As PGPR sdo formadas pelos géneros Bradyrhizobium, Azospirillum e Bacillus,
os PGPF pelo género Trichoderma e os FMA por associagdes micorrizicas de fungos
arbusculares (BODDEY; HUNGRIA, 1997; HARMAN, 2006; MIRANSARI et al., 2009;
GALINDO et al., 2018).

As PGPR podem se comportar como biofertilizantes, bioestimulantes e atuar
também no controle de pragas e doencas alterando de forma direta e/ou indireta o

desenvolvimento de varias culturas agricolas como a soja (MASCIARELLI; LLANES;
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LUNA, 2014; SUBRAMANIAN et al., 2015; MEENA et al., 2018), milho (BREEDT;
LABUSCHAGNE; COUTINHO, 2017), arroz (GRANADA et al, 2014) e trigo
(KUMAR et al., 2017). As PGPR possuem mecanismos de a¢do que podem promover a
tolerancia das plantas a varios estresses bioticos e abioticos durante seu desenvolvimento
(KUMARI et al., 2015; CEREZINI et al., 2016; VURUKONDA et al., 2016; ARFAOUI
etal., 2018).

Em relag@o aos PGPF, destaca-se a utilizacdo de Trichoderma spp. De acordo com
HARMAN (2006), varios mecanismos podem ser explorados por diferentes espécies de
Trichoderma spp. como: o controle de patégenos nas raizes e folhas, indugéo a resisténcia
biodtica e abidtica, controle de doencas por meio de mecanismos diretos e indiretos,
alteracdo da microbiota na rizosfera, aumento da aquisi¢do de nutrientes, aumento da
solubilizacdo de nutrientes, incremento do sistema radicular, aumento do volume de pelos
radiculares e aprofundamento das raizes no solo.

Quanto aos FMA, estas s30 uma associacdo simbidtica entre fungos e plantas,
especificamente ligadas ao sistema radicular, capaz de promover o crescimento de plantas
(OLIVEIRA et al., 2016). Os fungos mais comuns envolvidos nesta associacdo sao
divididos em dois grandes grupos, micorrizas arbusculares (MA) e ectomicorrizas
(ECM). Os fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) sdo os mais abundantes e
comumente encontrados nos solos agricolas (NADEEM et al., 2014). Os fungos
micorrizicos do grupo arbuscular atuam especialmente facilitando a absorg¢do de
nutrientes de baixa difusdo como o fosforo (MEENA et al., 2018). Do mesmo modo, a
associacdo com a planta pode aumentar o fluxo de outros nutrientes como N, K, Mg, Cu
e Zn, amenizando efeitos de estresses. Além disso, esta associacdo pode aumentar pode
antioxidante e modificar a estrutura radicular das plantas de maneira benéfica (NADEEM
etal., 2014).

Entdo, os microrganismos benéficos podem promover o crescimento das plantas
de trés formas, alterando os estimulos hormonais da planta, controlando ou competindo
com microrganismos patégenos e aumentando o aporte de dgua e nutrientes para as
plantas (JACOBY et al., 2017). Assim, estimulam o crescimento alterando a arquitetura
radicular, elevando os niveis de auxina, giberelina, citocinina, aumentando o aporte de
agua e nutrientes (P, N, K, Mg, Cu, e Zn), aliviando estresses causados por acumulo de
metal pesado, salinidade, restrigdo hidrica e até agindo no controle de pragas e doengas
importantes para cultura da soja (BENITEZ et al., 2004; HUNGRIA et al., 2010;
NADEEM et al., 2014; PEREZ-MONTANO et al., 2014; LOPEZ-BUCIO; PELAGIO-
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FLORES; HERRERA-ESTRELLA, 2015; PARRAY etal., 2016; PARK et al., 2017; LU;
Z0U; WU, 2018).

A inocula¢do de microrganismo em plantas tem como base a adicdo de uma
solucdo concentrada de células de um determinado microrganismo benéfico nas
sementes, solo ou outras estruturas vegetais, como folhas e raizes. Assim, a coinoculac¢do
¢ a inocula¢do de uma combinagdo de mais de um microrganismo benéfico as plantas.
Estas combinagdes tém como principio maximizar os efeitos dos microrganismos
benéficos quando comparado a uma simples inoculagdo. Essas combinagdes permitem de
certo modo que os microrganismos amplifiquem os seus mecanismos promotores de
crescimento de plantas, uma vez que a coinoculacdo utiliza diferentes espécies de
microrganismos. Por exemplo, Azospirillum brasilense com B. japonicum gera economia
com adubos nitrogenados e crescimento radicular (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2013); Bacillus subtilis com B. japonicum ¢é eficiente no controle de patogenos de
sementes de soja e promogdo do crescimento de plantas (ARAUJO; HENNING;
HUNGRIA, 2005); Trichoderma asperellum com B. japonicum destaca-se no controle
bioldgico de doencas e promocdo de crescimento de plantas de varias espécies
(HARMAN, 2006, AYOUBI; ZAFARI; MIRABOLFATHY, 2012); ¢ FMA com B.
Jjaponicum capaz de aumentar a disponibilidade de fosforo e outros nutrientes, incluindo
maior acesso a fontes de agua (NADEEM et al., 2014; MEENA et al., 2018).

E sabido que o vigor das sementes tem influéncia direta no estabelecimento da
cultura e na produtividade das lavouras de soja, sendo que o uso de sementes de baixo
vigor prejudica a emergéncia das plantulas e, consequentemente, reduz a produgdo (SA;
AZEVEDO, 2012; OLIVI; PIMENTA, 2018). De acordo com FINCH-SAVAGE;
BASSEL (2016), os efeitos negativos de sementes menos vigorosas podem ocorrer de
maneira direta e indireta. O impacto direto ¢ notado logo apds a semeadura da cultura, ou
seja, na baixa emergéncia de plantulas em campo. Ja o efeito indireto é percebido na
reducdo da produgdo, uma vez que o nimero de plantas planejado ndo ¢ atingido. No
entanto, ainda ndo ha estudos em que sdo avaliados o efeito da coinoculagdo com
microrganismos benéficos em sementes de baixa qualidade fisiologica sobre o
crescimento das plantas e a produtividade das plantas de soja. Assim, estes
microrganismos poderiam ser utilizados para mitigar os efeitos do baixo vigor das
sementes e estimular o crescimento das plantas.

Diante disso, esse estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de microrganismos
benéficos em coinoculagdo em sementes de soja com diferentes niveis de vigor no

crescimento das plantas e na produtividade.
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MATERIAL E METODOS

A condugdo do experimento foi realizada em casa de vegetagdo, no periodo de
fevereiro a maio de 2018, na Universidade Federal de Vicosa. Foram utilizados trés lotes
de sementes de soja com diferentes niveis de vigor da cultivar M 7110 IPRO produzidas
na safra 2016/2017 em Paracatu, Minas Gerais. Essas sementes foram inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum em associagdo com quatro microrganismos benéficos
Azospirillum  brazilense, Bacillus subtilis, Trichoderma asperellum e Fungos
Micorrizicos Arbusculares. Para isso foram estabelecidos os seguintes tratamentos e

determinagdes:
TRATAMENTOS

Os tratamentos foram constituidos por trés niveis de vigor das sementes - alto,
meédio e baixo; e pela inoculagdo das sementes com os seguintes microrganismos em

associacdo com o Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e 5080:

1. Azospirillum brazilense + Bradyrhizobium japonicum;
Bacillus subtilis + Bradyrhizobium japonicum;
Trichoderma asperellum + Bradyrhizobium japonicum;

Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) + Bradyrhizobium japonicum,;

A

Bradyrhizobium japonicum (controle).

O controle consistiu de sementes inoculadas apenas com Bradyrhizobium
japonicum. Afim de evitar incompatibilidades e interagdes com 0s microrganismos,
nenhum outro tratamento de sementes foi realizado.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 3 x 5, ou seja, trés niveis de

vigor das sementes e cinco niveis de coinoculacdo, totalizando quinze tratamentos.
LOTES DE SEMENTES COM DIFERENTES NiVEIS DE VIGOR

Para obteng¢ao dos lotes de sementes com diferentes niveis de vigor, um lote matriz
foi dividido em trés partes iguais de 1 kg ¢ submetidos ao processo de envelhecimento
artificial (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2004). As sementes de cada lote foram
organizadas sobre tela metalica acoplada a caixas tipo gerbox, contendo 40 mL de agua

destilada. Em seguida, as caixas foram organizadas em uma camara tipo Demanda
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Bioquimica de Oxigénio (BOD) e mantidas a 42 °C por diferentes periodos, para obtencao
de trés niveis de vigor (MARCOS FILHO, 1999).

O lote de sementes de alto vigor foi formado por sementes ndo submetidas ao
envelhecimento artificial. J& os lotes de sementes de médio e baixo vigor foram
submetidos a 10 e 20 horas de envelhecimento artificial, respectivamente. Estes tempos
foram determinados por meio de testes preliminares que permitiram a reducdo da
qualidade das sementes ¢ a0 mesmo tempo que ficassem acima dos padroes minimos

estabelecidos pelo MAPA para serem comercializadas (BRASIL, 2013).
OBTENCAO E CONTAGEM DE MICRORGANISMOS BENEFICOS

As analises para a caracterizagdo dos microrganismos foram conduzidas no
Laboratério de Associagdes Micorrizicas, do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG.

Foram utilizadas fontes comerciais das rizobactérias promotoras de crescimento
Azospirillum brazilense AbV-5, Bacillus subtilis UFPEDA 764 e o Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 5079 e 5080, bem como o fungo Trichoderma asperellum URM 5911.
Os isolados de FMA Claroideoglomus etunicatum RIN101A (= Glomus etunicatum),
Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e Gigaspora albida PRN201A foram
obtidos da Colecdo Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG,
www.furb.br/cicg) da Universidade Regional de Blumenau (FURB), Blumenau, SC.
Estes isolados foram multiplicados em solo:areia (1:1, v:v) e cultivados com braquidria
(Urochloa brizantha Hochst Stapf).

Os produtos comerciais contento as bactérias promotoras de crescimento de
plantas e o fungo 7. asperellum tiveram suas concentragdes verificadas de acordo com o
método de dilui¢do seriada, seguido de semeadura em meio de cultura. As dilui¢des 107!
dos produtos comerciais contendo as bactérias foram preparadas com a aplicagdo de
aliquotas de 1,0 mL das amostras em tubos tipo Falcon contendo 9,0 mL de solu¢ao salina
(8,5g L' de NaCl) autoclavada. Para o fungo 7. asperellum, a dilui¢do de 10! foi obtida
a partir de 0,1 g dos granulos comercias diluidos em 0,9 mL da mesma solugdo salina.

Posteriormente foram feitas dilui¢des até as concentragdes 10° e 107 dos
inoculantes. Em seguida, aliquotas de 100 uL das dilui¢des dos inoculantes foram
espalhadas em placas de petri contendo 20,0 mL de meio de cultura YMA, LGI ¢ BDA.
Ap6s a inoculacdo, nos meios de cultura, as placas foram incubadas em camara tipo BOD
a 25 °C até o crescimento das colonias microbianas. Os resultados foram expressos em

unidade de formacao de colénias por mL de inoculante (UFC/mL).
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Os isolados de FMA tiveram a concentracao de esporo avaliada de acordo com o
método do peneiramento imido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963). Assim, amostras
do solo de multiplicacdo de FMA foram peneiradas e centrifugadas com solugdo de
sacarose a 50%. Depois, os esporos foram recolhidos, depositados em placa de Petri

canaletadas e contados em microscopio estereoscopico com aumento de 40 vezes.
CARACTERIZACAO DE LOTES DE SEMENTES

A caracterizacdo dos lotes de sementes foi realizada no Laboratorio de Pesquisa
de Sementes, do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
MG. Estes foram analisados quanto ao teor de agua, germinacdo e vigor por meio dos
seguintes testes e determinagoes:

Teor de 4agua - os lotes de sementes tiveram os seus teores de agua determinados
pelo método da estufa a 105 = 3 °C, por 24 h (BRASIL, 2009a). Os resultados foram
expressos em porcentagem.

Germinacdo - para o teste de germinacdo foram utilizadas quatro repeti¢des de 50
sementes. As sementes foram dispostas entre trés folhas de papel germitest previamente
umedecidos com agua destilada no volume de 2,5 vezes o peso do papel seco. Logo apos,
foram confeccionados rolos, os quais foram organizados e mantidos em germinador tipo
Mangelsdorf, a 25 °C. No quinto e oitavo dia apos a semeadura foi realizada a contagem
de plantulas normais. Os resultados foram expressos em porcentagem (BRASIL, 2009a).

Primeira contagem de germinagdo - o teste foi realizado junto com o teste de
germinacdo. No quinto dia ap6s a semeadura do teste de germinacdo foi contabilizado o
nimero de plantulas normais. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Envelhecimento acelerado - foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes.
Amostras de 42 g de sementes de cada lote foram organizadas sobre telas metalicas
acopladas a caixas tipo gerbox, contendo 40 mL de 4gua destilada. Em seguida, as caixas
foram mantidas em camara tipo BOD, a 42 °C, durante 48 h (MARCOS FILHO, 1999).
Apos este periodo, as sementes foram submetidas ao teste de germinacdo, conforme
descrito anteriormente. A avali¢do do nimero de plantulas normais foi feita no quinto dia
ap6s a montagem do teste de germinacdo. Os resultados foram expressos em
porcentagem.

Condutividade elétrica - foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes
cada. As sementes foram pesadas e em seguida colocadas em copos plasticos contendo
75 mL de agua destilada. Os copos contendo as sementes foram mantidos a 25 ° C por 24

h. Apos este periodo, foi determinada a condutividade elétrica da solugdo por meio do
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condutivimetro Digmed DM-31. Os resultados foram expressos em puS cm! g'! (VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999).

Emergéncia de plantulas - foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes
cada. As sementes foram semeadas em bandejas de isopor com capacidade de trés litros.
Para isso, as bandejas foram preenchidas com uma mistura de solo e areia na propor¢ao
de 2:1, respectivamente. Apds a semeadura, o substrato foi umedecido inicialmente até a
capacidade de campo e irrigado sempre que necessario. A avaliagdo do numero de
plantulas emergidas foi realizada diariamente, sendo consideradas emergidas aquelas com
os cotilédones completamente acima da superficie do substrato. Os resultados foram
expressos em porcentagem. Com os dados da avaliacdo diaria também foi calculado o
indice de velocidade de emergéncia (NAKAGAWA, 1999).

Comprimento de plantulas - para a determinagdo do comprimento de plantulas
foram utilizadas dez plantulas, coletadas na parte central de cada bandeja do teste de
emergéncia. As plantulas foram retiradas com o auxilio de 4gua corrente e peneira para
evitar perda de raizes. Em seguida, as plantulas foram estendidas e fotografadas com
camera digital. Para medir os comprimentos de hipocétilo e radicula das plantulas foi
utilizado o software ImageJ® (FERREIRA; RASBAND, 2009). Os resultados foram
expressos em centimetros.

Matéria seca de plantulas - apds a aquisi¢cao das imagens, as plantulas tiveram suas
estruturas separadas em hipocotilo e radicula. Estas foram entdo armazenadas em sacos
de papel tipo Kraft para secagem, sendo utilizada uma estufa de circulacao de ar forcado,
pelo periodo de 72 h, a 65 °C. Apds a secagem, o material foi pesado em balanga de
precisdo (0,0001g) para determinagdo da matéria seca. Os resultados foram expressos em
mg/plantula.

Teste de sanidade - foi conduzido de acordo com as normas descritas em BRASIL
(2009b) e adaptagdes. Uma amostra de 400 sementes do lote matriz foi submetida ao teste
tipo Blotter, no esquema 20 sementes x 20 caixas de plastico transparente tipo gerbox.
Para evitar contaminagdes, o papel filtro foi esterilizado em estufa por 20 minutos a 160
°C e a agua destilada para umedecer o papel foi autoclavada a 121 °C por 20 min. A
montagem das caixas com as sementes foi realizada em uma camara de fluxo laminar. As
sementes foram distribuidas individualmente sobre o papel filtro umedecido com solugdo
de 5 ppm de sal 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacetato de sddio) e agua destilada no volume de
2,5 vezes o peso do papel filtro seco.

Em seguida, as caixas foram envolvidas em sacos plastico transparente e

incubadas em germinador por um periodo de sete dias. As caixas foram mantidas sob
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lampadas de luz fluorescente branca, com fotoperiodo de 8 h sob luz e 16 h no escuro, na
temperatura de 20 + 2 °C. As sementes foram examinadas individualmente por meio de
um estereomicroscopio de resolugdo 30-80X e microscopio 6tico. Os resultados foram

apresentados em percentual de ocorréncia dos fungos.
EXPERIMENTO DE COINOCULACAO

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com temperatura de 32,3 +
0,70 °C durante o dia e 21,7 + 0,64 °C durante a noite, pertencente ao Departamento de
Fitotecnia, da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, no periodo de
fevereiro a maio de 2018.

Apoés a caracterizacdo dos lotes de sementes, estas foram inoculadas com a
bactéria Bradyrhizobium japonicum em associacdo com os microrganismos benéficos,
como descrito anteriormente. Em seguida, as sementes foram semeadas seguindo os

seguintes procedimentos:
PREPARO, ANALISE E ADUBACAO DO SOLO

A semeadura foi realizada em vasos de polietileno com capacidade de trés litros
preenchidos com uma mistura de solo e areia. Para isso foi utilizado solo ndo cultivado,
peneirado e ndo esterilizado na propor¢do 2:1 com areia também peneirada e ndo
esterilizada (Figura 1). Logo ap6s uma amostra do substrato foi enviada para analise
quimica, sendo obtidos os seguintes valores: pH em agua: 5,2; macronutrientes P: 5,0
mg/dm?, K: 74,0 mg/dm?, Ca": 2,4 cmolydm?3 e Mg?*: 0,6 cmol/dm?; SB: 3,2 cmol./dm’,
CTC (t): 3,2 cmol/dm?, CTC (T): 6,0 cmol/dm?, V: 53 % e P-rem: 37,1 mg/L. J4 as
analises referentes ao aluminio, como acidez trocavel (AI’*) e saturagdo por AI** (m), ndo
foi notado presenca. A acidez potencial (H + Al) foi de 2,8 cmol./dm?.

A adubag¢do com macro e micronutrientes foi efetuada a partir da analise do solo,
de acordo com RIBEIRO; GRIMARAES; ALVAREZ (1999). Foi aplicado fésforo na
dose de 1500 mg/dm? de superfosfato simples (P20s) € 210 mg/dm? de cloreto de potassio
(KCl) antes da semeadura. Nao foi utilizada nenhuma fonte de nitrogénio. A partir do
estddio V3 de desenvolvimento das plantas foi aplicada uma solu¢do nutritiva de
micronutriente nas seguintes proporgdes: 0,818 mg/dm? de B; 3,664 mg/dm? de Mn; 4,000
mg/dm? de Zn; 1,329 mg/dm? de Cu e 1,556 mg/dm?® de Fe. Por fim, foi realizada
aplicagdo foliar do fertilizante NiCoMol Dry® na dose de 175 g/100 L de agua.
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Figura 1. Preparo dos vasos para a semeadura da soja. A - Solo ndo cultivado, peneirado
e ndo autoclavado; B - areia peneirada e ndo autoclavada; C - substrato na mistura 2:1; D
- fertilizagdo com fosforo e potassio, E - fertilizagdo de fosforo centralizada nos vasos; e

F - vasos experimentais arranjados em bloco.

INOCULACAO DAS SEMENTES

As concentracdes de células viaveis dos microrganismos benéficos foram
determinadas nos inoculantes comerciais contendo Bradyrhizobium japonicum,
Azospirillum brazilense, Bacillus subtilis e Trichoderma asperellum (Tabela 1). Apos a
identificacdo das concentragdes dos microrganismos em cada inoculante, as sementes

foram tratadas de acordo com as doses e volumes apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1. Concentracdes de células viaveis de microrganismos benéficos utilizadas no
tratamento de coinoculacdo com B. japonicum em sementes de soja cultivar M 7110

IPRO.

Microrganismo benéficos Meio de cultura UFC/mI:
(Inoculagdo)
YMA 8,6 x 10°
Bradyrhizobium japonicum
LGI 8,4x10°
Azospirillum brazilense BDA 3,5x 107
Bacillus subtilis BDA 1,2 x 107
Trichoderma asperellum BDA 1,1 x 100

UFC - Unidades Formadoras de Colonias, YMA. - Yeast Malt Agar, LGI - meio de

cultura livre de nitrogénio, BDA - Batata Dextrose Agar.

Tabela 2. Doses e volumes de calda dos inoculantes utilizados em associa¢do com o B.

Jjaponicum.
mL e g/ kg de sementes
Microrganismos Quantidade B. japonicum ~ Agua  Calda Base
(mL) (mL) (mL)
A. brasilense ! 2,0 mL 2,0 4,0 8,0
B. subtilis ! 2,0 mL 2,0 4,0 8,0
T. asperellum "' 1.0g 2,0 5,0 8,0
FMA /! >0 2,0 6,0 8,0
esporos/semente
Controle - 2,0 6,0 8,0

FMA - Fungos micorrizicos arbusculares; Controle - somente Bradyrhizobium

/I _inoculagdo em conjunto com Bradyrhizobium japonicum.

Jjaponicum.

As doses utilizadas dos produtos contendo as bactérias Bradyrhizobium
Jjaponicum, Azospirillum brazilense ¢ Bacillus subtilis foram de 2,0 mg/kg de semente de
soja. Ja a dose do produto contendo o indculo Trichoderma asperellum foi de 1 g/kgde

semente.
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Apds o preparo das caldas bases, as sementes foram tratadas com a adi¢do de
aliquotas dos inoculantes as sementes, dentro de sacos de polietileno (Figura 2). As
sementes € os inoculantes foram agitados em movimento circular por 1 minuto para
garantir cobertura homogénea dos inoculos nas sementes. Afim de evitar a secagem
rapida do inoculante e facilitar a fixagdo dos microrganismos, foi adicionado mais 1,0 mL
de agua, o que facilitou a distribui¢ao do inoculante por toda a superficie das sementes.
A sementes foram semeadas 1 h apds a realizacdo do tratamento (HUNGRIA;
NOGUEIRA; ARAUJO, 2015).

O substrato contendo os inoculos com FMA foi distribuido em sucos de
semeadura nos vasos. Foram efetuados seis furos de 5 a 7 cm de profundidade no
substrato, seguido da aplicacdo de 25 mL do substrato com o inéculo de FMA em cada
furo. Logo apos, as sementes foram posicionadas na profundidade de 3 a 4 cm e cobertas
com solo de cultivo (Figura 2). O volume total de inoculo foi de aproximadamente 150

mL/vaso ou 50 esporos/semente.

Figura 2. Processo de coinoculagdo das sementes com B. japonicum em associacdo com
microrganismos benéficos. A - Aplicagdo dos inoculantes, B - aplicagdo de FMA no

substrato, CB - calda base de coinoculacdo e Pi - pipeta de inoculagao.

SEMEADURA E CONDUCAO DAS PLANTAS

Seis sementes de soja previamente inoculadas foram semeadas em vasos de
polietileno como descrito anteriormente. Apds a emergéncia foi realizado o desbaste das
plantas e apenas duas plantulas, as mais vigorosas, foram mantidas nos vasos para
continuar o seu desenvolvimento.

Para que o experimento atendesse as duas fases de desenvolvimento, vegetativa e

produtiva, o experimento foi conduzido em duplicata. A primeira foi utilizada para
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avaliagdo na fase vegetativa ¢ a segunda para a avaliacdo da produtividade, conforme

descrito a seguir (Figura 3):

Figura 3. A - plantas na fase vegetativa (R2), com 50 dias de desenvolvimento; ¢ B -

plantas em fase de colheita (R8), com 110 dias de desenvolvimento.

AVALIACAO VEGETATIVA

Quando as plantas atingiram o estadio reprodutivo R2 (FEHR; CAVINESS,
1977), estas foram avaliadas quanto ao indice SPAD e numero de folhas trifolioladas. Em
seguida, as plantas foram coletadas e submetidas as seguintes avaliagdes: area foliar,
matéria seca total, teor de nitrogénio nas folhas, niimero de nddulos, matéria seca de
nodulos e colonizagdo micorrizica.

indice SPAD - o conteudo relativo de clorofila nas folhas foi avaliado pelo método
Soil Plant Analysis Development (SPAD), com o equipamento SPAD 502 Plus
Chlorophyll Meters (BRAHIM et al., 2017). Para isso, foi obtida a leitura da folha central
do ultimo trifélio completamente expandido de uma das plantas de cada vaso.

Numero de folhas e area foliar - Estas avalia¢cdes foram realizadas no inicio da
manhd, a fim de evitar a perda do turgor do limbo foliar. O nimero de folhas
trifolioladas/planta foi anotado e, em seguida, as folhas trifolioladas foram coletadas.
Ap6s o corte na base do peciolo foliar, as folhas foram armazenadas em sacos de papel
tipo Kraft para transporte e subsequente analise. A area do limbo foliar foi medida no
equipamento Li-cor Area Meter modelo 3100. Os resultados foram expressos em
cm?/planta.

Matéria seca da planta - a parte aérea das plantas foram separadas das raizes. Estes
materiais vegetais foram individualmente armazenados em sacos de papel tipo Kraft para
secagem. No processo de secagem foi utilizado uma estufa de circulagdo de ar forcado

por um periodo de 72 h a 65 °C. Apo6s esse periodo, as estruturas foram pesadas em
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balanga de precisdo de 0,0001g para determinacao da matéria seca. Os resultados foram
expressos em mg.

Teor de nitrogénio nas folhas - a analise do nitrogénio total no tecido das folhas
foi realizado de acordo com a metodologia estabelecida por Tedesco et al. (1995). As
folhas secas foram trituradas, peneiradas em tela metalica e armazenadas em potes
plasticos para posterior analise. Amostras de 0,2 g foram digeridas em uma mistura
digestora de NaxSO4 (200g), CuSO4 (20g), Se (2g) ¢ 5 mL de H>SO4, sob temperatura
aproximada de 350 °C.

Apos a digestdo foi realizada a destilagdo das amostras em 25 mL de H3BOs,
NaOH mais indicador misto de verde de bromocresol e vermelho de metila. Terminada a
destilacdo, as amostras foram tituladas com HCI até atingir uma coloracdo rosea clara.
Por fim, o volume de HCI utilizado na destilacao de cada amostra foi inserido no seguinte
calculo para a determinag@o da porcentagem de nitrogénio:

% N = (leitura — branco) x 14/1000 x n x f x 100/0,2
Em que:

e % N = porcentagem de N total;

e Leitura = volume de HCI utilizado na destilacdo de cada amostra (mL);

e Branco = volume de HCI utilizado na destilacdo do controle, amostra
sem folhas trituradas, (mL);

e n=0,1 mol/L de HCI;

e f = Fator de correcdo, concentracdio de H+ verdadeira/concentracao
tedrica.

Numero de nodulos - as raizes foram retiradas dos vasos utilizando dgua corrente
e peneira para evitar perdas de raizes e nédulos durante a extragdo. Em seguida, as raizes
com os nodulos foram conservadas em potes com alcool 40 % para posterior analise. Os
nodulos foram separados das raizes e contabilizados, sem a distingdo do tamanho dos
nodulos, sendo os resultados expressos em nimero por planta.

Matéria seca de nodulos - os nédulos foram secos em estufa de circulacao de ar
forcado, por um periodo de 72 h, a 65 °C. Apo6s esse periodo, os nodulos secos foram
pesados em balanca de precisdo de 0,0001g para determinagdo da matéria seca. Os
resultados foram expressos em mg/planta.

Coloniza¢ao micorrizica - Amostras de raizes finas foram coletadas dos vasos dos
tratamentos com aplicacdo de fungos micorrizicos arbusculares. As raizes foram

armazenadas e conservadas em solucdo de alcool, formol e acido acético (90:5:5, v:v:v).
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Em seguida, estas foram lavadas, diafanizadas com KOH 10 % (p:v), por aquecimento
em banho-maria a 90 °C, por 1,5 h. Apo6s imersas em KOH 10 % (p:v) por 1,5 h em banho
maria, as raizes receberam sucessivas lavagens em agua, acidificadas com HCI 1 % (v:v)
por 7 min. e coradas com azul de tripano 0,05 % em lactoglicerol (v:v) por 12h a
temperatura ambiente (adaptado de PHILLIPS; HAYMAN, 1970).

Apods a coloracdo, as raizes foram armazenadas em lactoglicerol (p:v)
(BRUNDRETT et al., 1996). A colonizagdo micorrizica foi estimada em percentagem
pelo método de contagem em placa quadriculada, onde foi observado com a ajuda de
microscopio estereoscopio a presenga de estruturas fungicas como arbusculos, hifas,

vesiculas e esporos (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).
AVALIACAO PRODUTIVA

Quando as plantas alcangaram o estadio R8 (CAMARA, 2015), mais de 95 % das
vagens maduras, as vagens foram colhidas e debulhadas manualmente. Apds a colheita,
foram determinados: nimero de vagens, nimero de sementes por planta, peso de 100
sementes e tamanho de sementes.

Numero de vagem - foi contabilizado apenas as vagens que apresentaram
sementes (OLIVEIRA et al., 2017). O resultado foi expresso em numero de vagens por
planta.

Numero de sementes por planta - as vagens foram debulhadas, as sementes
contabilizadas e divididas pelo total de plantas.

Peso de 100 sementes - as sementes foram contadas ¢ pesadas, sendo o peso
convertido para 100 sementes. Os resultados foram expressos em gramas.

Tamanho de sementes - foi estimado por meio de analise de imagens. As sementes
produzidas foram fotografadas, utilizando-se uma cadmera digital. Em seguida, as imagens
foram analisadas no software ImageJ®, utilizando-se a ferramenta Analise de Particulas.

Os resultados foram expressos em mm/semente.

Producido por planta - O peso da produgdo de cada planta consistiu no peso de

sementes produzidas por planta. O resultado foi expresso em gramas de sementes/planta.
ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, em
esquema fatorial 3 x 5, ou seja, trés niveis de vigor de sementes (alto, médio e baixo) e

cinco coinoculagdes de microrganismos benéficos com Bradyrhizobium japonicum. Os
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dados obtidos foram verificados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e
submetidos a analise de variancia. As médias obtidas para os niveis de vigor foram
comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05) e as médias obtidas para os tratamentos de
coinoculagdo foram comparadas pelo teste de Dunnett (p < 0,05). As andlises foram

efetuadas no software estatistico R (R CORE TEAM, 2018).
RESULTADOS E DISCUSSAO
QUALIDADE DAS SEMENTES

Os trés lotes de sementes apresentaram diferentes niveis de vigor (Tabela 3). Nao
houve diferenca na porcentagem de germinagdo, comparando-se os trés lotes, porém o
lote 1 se destacou como o de maior nivel de vigor, apresentando maior porcentagem de
emergéncia e menor valor de condutividade elétrica (CE), comparado aos demais lotes.
O lote 2 pode ser classificado como de vigor intermediario, diferindo do lote 1 apenas nos
valores de CE, apresentando maior valor, e no comprimento de raiz, apresentando menor
valor. Ja o lote 3, classificado como o de menor vigor, apresentou menores valores nos
testes de emergéncia, envelhecimento acelerado (EA), indice de velocidade de
emergéncia (IVE), e maior valor de CE.

Portanto, o Lote 1, que ndo foi submetido ao envelhecimento artificial, apresentou
melhor desempenho. Ja os Lotes 2 e 3, submetidos a 10 e 20 horas de envelhecimento
artificial, respectivamente, tiveram o seu vigor reduzido.

Com o envelhecimento artificial as sementes sdo submetidas a alta temperatura e
a elevada umidade relativa. Essas condi¢cdes em conjunto provocam a deterioragdo das
sementes, ligada principalmente ao acumulo nas células de espécies reativas de oxigénio
(EROs), como H,02, Oz, OH". O aciimulo das EROs desencadeia uma série de processos
degenerativos causando lesdes celulares e provocando redugdo da qualidade fisiologica
das sementes. Os principais danos sdo: a peroxidagdo de lipideos, perda da viabilidade
das membranas, perda da viabilidade das mitocondrias, danos ao DNA, reducdo de ATP,
perda da compartimentalizacdo celular, e desbalanco metabolico (SANTOS; MENEZES;
VILLELA, 2004; JEEVAN KUMAR et al., 2015). Em decorréncia deste processo ¢ do
acumulo de danos, ocorre a reducdo da qualidade das sementes, associado ao aumento
nos valores de C.E., conforme observado para os Lotes 2 e 3.

E importante destacar, porém, que os trés lotes utilizados para o estudo
apresentaram elevada qualidade fisiologica. A porcentagem de germinag@o e emergéncia

de plantulas foram maiores que 95 %, para os trés lotes. Assim, apesar da diferenca de
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vigor observada, os trés lotes atendem aos padrdes para comercializagdo de sementes de
soja exigidos pela legislacdo (BRASIL, 2013).

Ainda, no teste de sanidade para o lote matriz, foram observados apenas o fungo
patogénico Macrophomina phaseolina, além da presenga de contaminantes ou saprofitos,

como bactérias e Cladosporium spp, em todos os casos com infec¢do menor que 1 %.

Tabela 3. Umidade, germinagdo e testes de vigor em lotes de sementes de soja submetidas

ao envelhecimento artificial por zero, 10 e 20 horas.

Lotes
Avaliacdo CV (%)
1 2 3

Umidade (%) 11,4a 11,5a 10,8 a 1,67
Germinagdo (%) 96 a 93 a 92 a 4,26
Primeira contagem (%) 95a 91a 90 a 4,03
Emergéncia (%) 95a 90 ab 75b 9,49
Envelhecimento (%) 78 a 73 a 45b 9,47
IVE (unidade) 119a 11,4a 93b 7,50
CE (uSem'g™) 88,5¢ 110,6 b 129,2a 8,36
Matéria seca H (mg) 1633,3 a 1662,9 a 1741,4 a 4,58
Matéria seca RA (mg) 4383 a 412,5a 449,1 a 8,12
Comprimento H (cm) 18,13 a 18,81 a 17,67 a 3,96
Comprimento RA (cm) 22,60 ab 20,58 b 23,68 a 5,35

CV - coeficiente de variagdo, IVE - indice de velocidade de emergéncia, CE -
condutividade elétrica, H - hipocétilo e RA - radicula. Médias seguida por letras iguais

na linha, ndo diferiram entre si a 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.
CRESCIMENTO DE PLANTAS E PRODUTIVIDADE

Nao foi observada interacdo significativa entre os niveis de vigor das sementes e
as coinoculag¢des em todas as caracteristicas de crescimento na fase vegetativa das plantas
(Tabela 4). Ainda, ndao houve efeito do vigor das sementes em nenhum dos parametros

avaliados.
64



O vigor das sementes tem efeito principalmente na emergéncia e na uniformidade
de emergéncia de plantulas, ou seja, no estabelecimento da cultura. Assim, sementes de
baixo vigor podem acarretar em baixa emergéncia e plantas desuniformes (CANTARELI
et al., 2015), o que interfere no desenvolvimento das plantas (SCHEEREN et al., 2010) e
pode afetar a produtividade (SCHUCH; KOLCHINSK; FINATTO, 2009). Porém, estes
efeitos sdo varidveis com a qualidade das sementes, sendo que no presente trabalho,
apesar de serem considerados trés niveis de vigor, a qualidade das sementes utilizadas foi
elevada (Tabela 3). Ainda, o menor crescimento inicial pode ser compensado durante o
ciclo de desenvolvimento das plantas ¢ pode deixar de ser observado (CAVERZAN et
al., 2018). Em conjunto, estes fatores podem explicar ndo ter havido efeito do vigor das
sementes no crescimento das plantas.

Ao contrario do observado para os niveis de vigor das sementes, a coinoculagdo
com os microrganismos benéficos influenciou o desenvolvimento vegetativo das plantas
(Tabela 4). Assim, as médias obtidas nas avalia¢des para as diferentes combinag¢des foram
comparadas com o controle (Figura 4), ja que cada microrganismos possui um modo de
acio e diferentes efeitos no crescimento das plantas (NADEEM et al., 2014; PEREZ-
MONTANO et al, 2014; LOPEZ-BUCIO; PELAGIO-FLORES; HERRERA-
ESTRELLA, 2015; PARRAY et al,, 2016; LU; ZOU; WU, 2018), optou-se por nio
compara-los entre si.

Foi observada diferenca significativa apenas entre o tratamento controle (B.
Jjaponicum) e a coinoculagdo com FMA para o nimero de folhas trifolioladas e a massa
seca de nodulos (Figura 4). Para os demais parametros nao foram observadas diferencas
significativas entre o tratamento controle e as co-inoculagdes, com exce¢do da matéria
seca de nodulos quando analisada a 10% de significancia. Como o nimero de folhas ¢
uma caracteristica ontogénica e, portanto, nao € passivel de ser alterada, infere-se que as
plantas oriundas de sementes que receberam o tratamento de coinoculagdo com o FMA
tiveram o seu crescimento mais rapido, comparado ao tratamento em que as sementes
foram inoculadas apenas com B. japonicum. Assim, nestas plantas houve crescimento
mais rapido e, portanto, formacao de folhas novas mais rapidamente. Maior e mais rapido
crescimento de plantas sob inoculagdo com FMA j4 foi observado (LU; ZOU; WU, 2018).

Para o aumento da matéria seca de nodulos € possivel que a habilidade dos FMA
em aumentar o aporte de dgua e nutrientes para as plantas, principalmente fosforo
(NADEEM et al., 2014), também tenha beneficiado o crescimento das bactérias fixadoras
de nitrogénio, ou seja, do B. japonicum. Contudo, ndo foi detectado aumento no teor de

nitrogénio nas folhas (Figura 4).
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Tabela 4. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas fisiologicas e morfologicas

de plantas de soja cv M 7110 IPRO em R2, oriundas de sementes com diferentes niveis

de vigor, inoculadas com B. japonicum e coinoculadas com A. brazilense, B. subtilis, T.

asperellum e FMA.

Caracteristicas avaliadas Bloco v C V*C CV (%)
Grau de liberdade 3 2 4 8

Total de nodulos ns ns ns ns 25,68
Massa seca de Nodulos ns ns * ns 9,86
Massa seca de raiz * ns ns ns 19,75
Massa seca parte aérea * ns ns ns 7,26
Total folhas trifolioladas ns ns * ns 8,91
Area foliar total ns ns * ns 9,1
SPAD * ns ns ns 5,89
Concentragdo de nitrogénio * ns ns ns 6,89

V - Vigor de sementes, C - coinoculagdo, CV - coeficiente de variacdo. * - significativo

e ns - ndo significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F.
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Figura 4. Caracteristicas fisiologicas e morfologicas de plantas de soja cv M 7110 IPRO
no estadio R2, oriundas de sementes com diferentes niveis de vigor, inoculadas com B.
Jjaponicum e coinoculadas com diferentes microrganismos benéficos. * - significativo a 5
% e ** - significativo a 10 % de probabilidade pelo teste Dunnett em relacdo ao controle.
As barras representam o desvio padrdo, A - Azospirillum brasilense, Ba - Bacillus subtilis,
T - Trichoderma asperellum, FMA - Fungos Micorrizicos Arbusculares, B -

Bradyrhizobium japonicum e controle - somente Bradyrhizobium japonicum.
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A associacdo simbiotica dos FMA favorece o desenvolvimento do sistema
radicular e a promocgdo do crescimento da planta. Os fungos que compdem o grupo das
micorrizas arbusculares ¢ o mais abundante € 0 mais comumente encontrado nos solos
agricolas (NADEEM et al., 2014). Isso porque essa espécie de fungo tem a capacidade de
estabelecer associagdes com um vasto grupo de plantas agricolas, incluindo espécies
florestais.

Os FMA penetram no cortex das raizes formando haustorios que ndo penetram
nas células vegetais permitindo a troca de metabodlitos entre os fungos e as plantas as quais
estdo associadas (Figura 5 A, D e E). Além disso, as hifas produzidas por estes fungos
ajudam as raizes das plantas a explorarem grandes volumes de solo por meio de uma rede
de absor¢ao (Figura 5 B). Isso permite com que as plantas tenham mais acesso a nutrientes
minerais e agua (MIRANSARI et al., 2009). Outras estruturas como vesiculas e esporos
sdo formadas pelos FMA como fonte de reserva para o seu proprio crescimento,
sobrevivéncia e propagagdo da espécie (Figura 5 D e F).

Para isso, as inoculagdes com FMA sdo geralmente realizadas com a misturas de
cepas capazes de colonizar as raizes das plantas. Objetiva-se com a mistura de cepas de
FMA a variagdo intraespecifica entre os fungos micorrizicos arbusculares, uma vez que
esta variagdo potencializa os aspectos positivos ja destacados deste tipo de associa¢do
(HEIJDEN; WIEMKEN; SANDERS, 2003). Sendo assim, esse trabalho utilizou a
mistura dos FMA: Claroideoglomus etunicatum RIN101A (= Glomus etunicatum),
Rhizophagus clarus RIN102A (= Glomus clarum) e Gigaspora albida provenientes da

Colecdo Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG, www.furb.br/cicg).
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Figura 5. Estruturas de fungos micorrizicos arbusculares em raizes de soja. A, C ¢ E -

arbusculos, B - hifas, D - esporo e F-Vesicula.

Além das caracteristicas das plantas avaliadas no estadio vegetativo, também
foram avaliados pardmetros de produgdo. De maneira oposta ao observado para as
caracteristicas de crescimento das plantas (Tabela 4), a interacdo entre os fatores, vigor
de sementes e coinoculagdo de microrganismos benéficos, foram significativas para a
maioria dos parametros no estadio produtivo, com exce¢do do nimero de vagens por
planta, sendo que para este parametro ndo foi observado efeito do vigor das sementes e

das coinoculagdes (Tabela 5).
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Tabela 5. Resumo da analise de variancia dos dados de produtividade de plantas de soja
cv M 7110 IPRO, oriundas de sementes com diferentes niveis de vigor, inoculadas com

B. japonicum e coinoculadas com A. brazilense, B. subtilis, T. asperellum e FMA.

Caracteristicas avaliadas Bloco A% C V*C CV (%)
Grau de liberdade 3 2 4 8

Sementes / planta ns ns  ns * 16,06
Vagens / planta ns ns  ns ns 12,96
Peso de 100 sementes ns ns  ns * 13,33
Tamanho de sementes * * ns * 5,15
Producdo / planta * ns ns ns 8,89

V - Vigor, C - coinoculagdo, CV - coeficiente de variagdo. * - significativo e ns - ndo

significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

As médias dos pardmetros de producdo obtidas para os tratamentos de
coinoculagdo ndo diferiram em relag@o ao controle, cujas sementes receberam inoculagdo
apenas com B. japonicum. Estes dados ndo estdo de acordo com o que ¢ comumente
observado na literatura, ou seja, efeito benéfico destes microrganismos no aumento da
produtividade das plantas. Como exemplo, Silva et al. (2019) observou maior
produtividade da soja, utilizando sementes coinoculadas com B. japonicum e
Azospirillum braziliense sob condicdes de déficit hidrico. De maneira semelhante temos
as coinoculacdo de Bacillus subtilis com B. japonicum incrementando o controle
bioldgico de fungos patogénicos da soja e a promogdo do crescimento radicular
(ARAUJO; HENNING; HUNGRIA, 2005); Trichoderma asperellum com B. japonicum
promovendo o crescimento de plantas de soja e controle bioldgico de fungos patogénicos
(HARMAN, 2006, AYOUBI; ZAFARI; MIRABOLFATHY, 2012); ¢ FMA com B.
Jjaponicum promovendo o crescimento de plantas leguminosas, o aporte de nutrientes e o
vigor das plantas em condi¢des de estresse (NADEEM et al., 2014, MEENA et al., 2018).
Porém, conforme salientado anteriormente, ¢ possivel que o ambiente controlado dentro
da casa de vegetacdo tenha comprometido a observacdo dos efeitos benéficos dos
microrganismos. Assim, experimentos de campo sdo recomendados para melhor

entendimento dos efeitos benéficos dos microrganismos (NADEEM et al., 2014).
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O numero de sementes produzidas por plantas originadas de sementes de baixo
vigor foi maior comparado ao nimero de sementes produzidas por plantas originadas de
sementes de alto e médio vigor (Tabela 6). Ja para os demais pardmetros, tamanho e peso
de 100 sementes, o comportamento foi o oposto, ou seja, plantas originadas de sementes
de alto e médio vigor produziram menos sementes e sementes maiores € mais pesadas do

que plantas originadas de sementes de baixo vigor.

Tabela 6. Caracteristicas de producdo de plantas de soja cultivar M 7110 IPRO oriundas
de sementes com diferentes niveis de vigor e coinoculadas com A. brazilense, B. subtilis,

T. asperellum e FMA.

Vigor das sementes

Coinoculacdo

Alto Médio Baixo
Numero de sementes / planta
A+B 58 a 54 a 58 a
Ba+B 62a 65a 53a
T+B 49b 51b 69 a
FMA + B 61 a 59 a 57 a
Controle 50b 48 b 67 a
Peso de 100 sementes (g)
A+B 16,9659 a 18,2259 a 17,0567 a
Ba+B 16,6382 a 16,3657 a 19,1602 a
T+B 19,6341 a 19,6943 a 13,7164 b
FMA + B 17,0638 a 17,3286 a 17,7563 a
Controle 18,3444 ab 19,4518 a 15,2824 b
Tamanho de sementes (perimetro - mm)

A+B 26,56 a 27,13 a 26,48 a
Ba+B 25,76 a 25,46 a 26,61 a
T+B 26,91 a 26,36 a 23,25b
FMA + B 26,30 a 25,64 a 25,58 a
Controle 27,04 a 26,86 ab 2458 b

A - Azospirillum brasilense, Ba - Bacillus subtilis, T - Trichoderma asperellum, FMA -
Fungos Micorrizicos Arbusculares e B - Bradyrhizobium japonicum. Médias seguida por
letras iguais na linha, ndo diferiram entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. As
médias obtidas para os tratamentos de coinoculagdo ndo diferiram a 5% de probabilidade

pelo teste Dunnett.

As sementes de baixo vigor apresentaram maior nimero de sementes produzidas
por planta, menor peso e tamanho dos graos. Assim, houve um efeito direto do vigor das
sementes sobre parametros de produtividade da soja. Em geral, sementes de baixo vigor
apresentam desuniformidade de emergéncia de plantas, o que pode acarretar em menor

densidade ¢ desenvolvimento desuniforme das plantas e maturagdo desuniforme, o que
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compromete a produtividade (CAVERZAN et al., 2018). Porém, efeito direto do vigor
das sementes na produtividade ¢ mais dificilmente observado.

Levando em consideracdo as coinoculagdes de microrganismos benéficos, apenas
as plantas originadas de sementes que receberam a coinoculagdo com 7richoderma
asperellum apresentaram padrdo semelhante ao controle, em relagdo ao numero de
sementes ¢ ao peso de sementes (Tabela 6). Para as demais coinoculagdes, ndo foram
observados efeitos do vigor das sementes na produtividade. Assim, a coinoculagdo destes
microrganismos benéficos contribuiram para o desenvolvimento de plantas originadas de
sementes com diferentes niveis de vigor, o que ¢ um resultado interessante, visto que o
vigor das sementes pode impactar a produtividade das plantas em condicdo de campo
(CAVERZAN et al., 2018).

Considerando que nas condicdes de campo pode ocorrer alguns estresses, bidticos
e abidticos, como ataque de pragas e doengas, seca, salinidade, os efeitos benéficos dos
microrganismos podem ser determinantes na manuten¢ao da produgdo das plantas de soja.
Alguns resultados promissores com estes microrganismos sdo encontrados para esta
cultura (NADEEM et al., 2014; KUMARI et al.,, 2015; CEREZINI et al., 2016;
VURUKONDA et al., 2016; ARFAOUI et al., 2018; SILVA et al., 2019). Contudo, nem
sempre a coinoculacdo proporciona aumento de produtividade ou promogdo de
crescimento, sendo que muitas vezes pode haver incompatibilidade de microrganismos
(NADEEM et al., 2014). Destaca-se que no presente trabalho ndo foi observado efeito
antagonista dos microrganismos avaliados.

Em resumo, podemos identificar que nao houve efeito do vigor das sementes em
nenhum dos pardmetros avaliados durante a fase de crescimento das plantas. J4 para as
coinoculagdes com microrganismos benéficos foi observado efeito no desenvolvimento
vegetativo. Nesse fator foi identificada diferenca significativa apenas entre o tratamento
controle apenas com B. japonicum e a coinoculacdo com FMA para o nimero de folhas
trifolioladas. No entanto, como essa caracteristica € ontogénica, determinada ao longo do
tempo de desenvolvimento da planta, infere-se que a coinoculagdo de FMA com B.
Jjaponicum acelerou o crescimento vegetativo das plantas de soja.

De maneira oposta ao observado no estadio vegetativo das plantas a interag@o
entre os fatores, vigor de sementes e coinoculacdo de microrganismos benéficos, foi
significativa para a maioria dos parametros analisados no estadio produtivo das plantas
de soja. Dentre os parametros analisados foi observado que plantas oriundas de sementes
de baixo vigor inoculadas somente com B. japonicum e com Trichoderma asperellum

apresentaram maior numero de sementes produzidas por planta, menor peso e tamanho
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de sementes. Indicando assim um efeito direto do vigor das sementes sobre os pardmetros
de produtividade da soja. Por outro lado, para as demais coinoculagdes, FMA, A.
brasilense e B. subtilis com B. japonicum, ndo foram observados efeitos do vigor das
sementes na produtividade das plantas. Assim, a coinoculacdo destes microrganismos

benéficos aliviaram os efeitos negativos do baixo vigor das sementes.
CONCLUSOES

1. A coinoculagdo de sementes de soja com Bradyrhizobium japonicum juntamente
com fungos micorrizicos arbusculares aumenta o crescimento vegetativo de plantas de

soja.

2. A coinoculag@o dos microrganismos benéficos Azospirillum brasilense, Bacillus
subtilis e Fungos Micorrizicos Arbusculares com Bradyrhizobium japonicum sdo capazes
de uniformizar caracteristicas de produ¢do de plantas oriundas de sementes de baixo

vigor.
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