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RESUMO GERAL

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de soja do mundo, no entanto, apesar
desse cenario favoravel a ocorréncia de deficiéncia hidrica ainda & um fator de risco e de
insucesso no cultivo. O uso de rizobactérias podem atenuar os efeitos prejudiciais da
deficiéncia hidrica no crescimento das plantas. O presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense de forma isolada ou combinada no crescimento e na inducdo da tolerancia das
plantas de soja submetidas a diferentes niveis de deficiéncia hidrica. As plantas foram
cultivadas em vasos plasticos de 12 L preenchidos com solo arenoso e mantidas em casa-de-
vegetacdo climatizada a 26 °C (2 °C). O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso
em esquema fatorial 3 x 4 com quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos de trés
niveis de regime hidrico [100% da capacidade de retencdo de dgua do solo (controle), 50% do
controle (estresse moderado) e 25% do controle (estresse severo)] e de quatro tratamentos de
inoculacdo das sementes: i) controle (sem inoculacdo); ii) inoculacdo com Bradyrhizobium
japonicum; iii) inoculacdo com Azospirillum brasilense; e, iv) coinoculacdo com B.
japonicum + A. brasilense. Durante a restricdo hidrica foram mensurados o contetdo relativo
de 4gua das folhas e a tolerancia protoplasmatica. Apds o periodo de restricdo hidrica foram
determinadas as variaveis de nodulacdo (numero de nodulos e biomassa seca de nddulos),
crescimento (altura de planta, didmetro do caule, nimero de folhas, nimero de vagens, area
foliar e volume radicular), e producdo de biomassa seca (folhas, vagens, caule, raizes, parte
aérea e biomassa seca total). Os resultados evidenciaram que a inoculagdo isolada de A.
brasiliense ndo aliviou os efeitos negativos da deficiéncia hidrica. A inoculacdo das sementes
de soja com B. japonicum e A. brasiliense de forma isolada ou combinada nédo interferiu no
CRA das plantas de soja sob condigdes de deficiéncia hidrica. A inoculacdo com B.
japonicum se mostrou eficiente para a altura de plantas, nUmero de vagens e biomassa seca
das vagens, enquanto que em condi¢fes de deficiéncia hidrica moderada a inoculagdo com B.

japonicum se mostrou eficiente para a nodulagdo em plantas de soja.

Palavras chave: Glycine max (L.) Merrill., Bradyrhizobium, Azospirillum, seca.
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ABSTRACT

Brazil is one of the largest producers and exporters of soybeans in the world, however, despite
this favorable scenario, the occurrence of water deficiency is still a risk factor and crop
failure. The use of rhizobacteria can attenuate the negative effects of drougth on plant growth.
The objective of the present study was to evaluate the effects of inoculation of the seeds with
Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense alone or in combination on the plant
growth and tolerance induction of soybean plants submitted to different water deficiency
levels. The plants were grown in 12-L plastic pots filled with sandy soil and kept in a
greenhouse at 26 °C. The experimental design was a randomized complete block design in a 3
x 4 factorial schemes with four replications. The treatments consisted of three water regime
levels (100% of the water retention capacity of the soil (control), 50% of the control
(moderate stress) and 25% of the control (severe stress)] and four treatments of inoculation of
the seeds: i) control (without inoculation); ii) inoculation with Bradyrhizobium japonicum; iii)
inoculation with Azospirillum brasilense; and, iv) co-inoculation with B. japonicum + A.
brasilense. During the water restriction the relative water content of the leaves and the
protoplasmic tolerance were measured. After the period of water restriction, the nodulation
(number of nodules and dry biomass of nodules), growth (plant height, stem diameter, number
of leaves, number of pods, leaf area and root volume) of dry biomass (leaves, pods, stems,
roots, shoots and total dry biomass) were measured. The results showed that the isolated
inoculation of A. brasiliense did not alleviate the negative effects of water deficiency.
Inoculation of soybean seeds with B. japonicum and A. brasiliense alone or in combination
did not interfere with the CRA of soybean plants under water deficit conditions. The
inoculation with B. japonicum proved to be efficient for plant height, number of pods and pod
dry biomass, whereas under moderate water stress inoculation with B. japonicum proved to be

efficient for nodulation in soybean plants.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1. Cultura da Soja

A soja [Glycine max (L.) Merrill.] ¢ uma planta leguminosa, herbécea, de ciclo anual,
originaria da regido Leste da Asia, pertencente a familia Fabaceae. E uma das mais
importantes culturas oleaginosas do mundo, por ser uma excelente fonte de proteina e 6leo
vegetal (SEDIYAMA et al., 2015). O Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo,
superado apenas pelos Estados Unidos da América (EUA). Na safra 2016/2017, a cultura
ocupou uma area de 33,9 milhdes de hectares, o que totalizou uma producédo de 113,9 milhGes
de toneladas (CONAB, 2017). A produtividade média da soja brasileira foi de 3.360 kg ha ™.
Os estados de Mato Grosso, Parand e Rio Grande do Sul, sdo os principais produtores
nacionais de soja, estes trés estados sdo responsaveis por cerca de 60% de toda producédo
nacional de soja (CONAB, 2017). O estado do Mato Grosso do Sul é o quinto maior produtor
nacional de soja, com uma producédo de 8,5 milhdes de toneladas, correspondendo a 7,5% da
producdo nacional (CONAB, 2017).

Nos Gltimos anos, a soja se destacou como a cultura agricola com maior extensdo de
area cultivada e a principal responsavel pela expansdo da fronteira agricola brasileira,
principalmente, para as regides Centro-Oeste e Norte (SEDIYAMA et al., 2015). O
expressivo crescimento da sojicultura deve-se em grande parte, a cultivares adaptados as
diferentes condi¢cBes climaticas, o mercado de commodity, e o investimento em solucdes
tecnoldgicas que nutrem o agricultor (HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2014).

Apesar do cenario favoravel para a cultura da soja no Brasil, a ocorréncia de
adversidades climaticas ainda é um fator de risco e de insucesso no cultivo da soja. Dentre
estas adversidades climaticas, a deficiéncia hidrica tem sido apontada como um dos principais
fatores que limitam o crescimento e desenvolvimento das plantas e a produtividade da cultura
da soja. Em algumas regifes ocorrem 0s veranicos interrompendo as chuvas por um periodo,
assim, a falta de umidade e a elevacdo da temperatura podem afetar a floragdo e o enchimento
de grédos, ocasionado pela restrigdo hidrica (GARCIA et al., 2007). Na regido Centro-Oeste
do Brasil, a ocorréncia de restri¢cdo hidrica é frequente, podendo coincidir com 0s primeiros
estadios vegetativos da cultura da soja, levando a perdas de produtividade. Portanto, estudos
gue visam buscar estratégias de manejo que minimizam os efeitos deletérios da seca

despontam como de grande interesse para pesquisa agricola.



1.2. Deficiéncia Hidrica e o Desenvolvimento das Plantas

A disponibilidade de &gua durante o crescimento das plantas tem sido uma das
principais limitacbes de produtividade das safras nas udltimas décadas, e as mudancas
climéticas globais certamente podem contribuir para que a falta de dgua se torne um fator
ambiental de restricdo ainda maior para a producdo agricola em diversas regides (CHAVES et
al., 2003; ALMESELMANI et al., 2011; ZLATEV e LIDON, 2012).

A essencialidade da agua para as plantas vem da sua contribuicdo na manutencéo e na
preservacdo das funcdes vitais; e representa de 80 e 95% da biomassa fresca de uma planta,
atuando em praticamente todos os processos fisioldgicos e bioguimicos. Desempenha a
funcdo de solvente, por meio do qual, gases, minerais e outros solutos entram nas células e
movem-se na planta. Tem ainda, papel importante na regulacdo térmica da planta, atuando
tanto no resfriamento como na manutencio e na distribuicdo do calor (GUIMARAES e
STONE, 2008; TAIZ et al., 2017).

Portanto, a caracterizacdo dos mecanismos e/ou processos envolvidos na inibicao do
crescimento e desenvolvimento das plantas pela deficiéncia hidrica constitui um problema de
importancia e real interesse. Os efeitos da deficiéncia hidrica sdo varidveis em fungéo da sua
intensidade (duracdo da restricdo hidrica: veranico ou seca prolongada), da velocidade de
exposicao do estresse, e do estadio de desenvolvimento da planta em que a restri¢cdo hidrica
ocorre (PIMENTEL, 2004).

A frequéncia e a intensidade da deficiéncia hidrica constituem os fatores mais
importantes a limitacdo da producdo agricola mundial. De acordo com Ortolani e Camargo
(1987), sem considerar os efeitos extremos, esta limitacdo é responsavel por cerca de 60 a
70% da variabilidade da producdo agricola, razdo por que no planejamento da agricultura
irrigada, é de fundamental importancia o conhecimento das condi¢es meteoroldgicas durante
0 periodo de desenvolvimento das plantas, principalmente, quanto aos periodos de baixa
precipitacdo e elevada evapotranspiragdo. Na agricultura de sequeiro, entretanto, a prioridade
¢ associar a época de semeadura ao periodo mais adequado de disponibilidade de &gua as
plantas, principalmente em regi6es de baixas latitudes.

A deficiéncia hidrica provoca reducdo na taxa de assimilacdo liquida de CO,
(fotossintese), area foliar, taxa de transpiracdo e taxa de crescimento das plantas (GAO et al.,
2006; KRON et al., 2008). Estes efeitos, em geral, podem ser parcialmente explicados por
uma baixa concentracdo intercelular de CO, devido ao fechamento estomatico (CHAVES et

al., 2002). A deficiéncia hidrica também pode modificar a atividades das enzimas envolvidas
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no metabolismo do carbono e do nitrogénio e alterar os niveis de antioxidantes (GONG et al.,
2005; FLEXAS et al., 2006; GUNES et al., 2008; ZOZ et al., 2013). Algumas destas respostas
fazem parte de estratégias que visam a reducdo dos efeitos deletérios da seca, constituindo,
portanto, em mecanismos de tolerancia das plantas a seca.

De acordo com Taiz et al. (2017), existem trés linhas de defesa contra a seca. A
reducdo da &rea foliar pode ser considerada a primeira. A inibicdo da expanséo foliar resulta
na reducdo da velocidade de expansao foliar com o inicio da deficiéncia hidrica, entdo, se a
area foliar for menor, a planta transpira menos, conservando, efetivamente, um suprimento de
agua limitado no solo por um periodo mais longo. Com o avanco da deficiéncia hidrica, as
camadas superiores do solo sdo, em geral, as primeiras a secar. Logo, o crescimento de raizes
mais profundas em direcdo ao solo imido pode ser considerado uma segunda linha de defesa
contra a seca. Sob condicdes, em que 0 comeco do estresse é mais rapido ou a planta alcangou
sua area foliar plena antes de iniciar o estresse por restricdo hidrica, o estdmato fechado reduz
a transpiracdo. Assim o fechamento estomético pode ser considerado uma terceira linha de
defesa contra a seca.

Existem duas estratégias basicas pelas quais as plantas resistem a seca: o “evitamento”
e a tolerancia a desidratagdo (LEVIT, 1972). Caracteristicas de “evitamento” a desidratacdo
atuam na manutencdo do conteudo relativo de dgua (CRA) em tecidos durante o periodo de
deficiéncia hidrica. As plantas evitam a seca através do fechamento dos estématos,
aprofundamento das raizes para extracdo de agua, reducdo do tamanho das células,
espessamento das paredes celulares, aumento da cerosidade da cuticula, dentre outros. Por sua
vez, as plantas que contém a estratégia de “tolerancia” apresentam tecidos que podem tolerar
a desidratacdo, até certo ponto (baixo contetdo relativo de agua critico) e, frequentemente,
apresentam ajustamento osmético e a tolerancia protoplasmatica a desidratacdo. A estratégia
de tolerancia permite as plantas manter a atividade metabdlica com a evolugdo da restricdo
hidrica e declinio do CRA (LAWN e LIKOSWE, 2008). Por exemplo, a cultura da soja
apresenta tanto caracteristicas de “evitamento” como de “tolerdncia” a desidratagdo
(SINCLAIR e LUDLOW, 1986).

A perda de turgescéncia € o efeito biofisico significativo que se manifesta mais cedo
com a ocorréncia da restri¢do hidrica, portanto, atividades dependentes da turgescéncia sdo as
mais sensiveis a seca (TAIZ et al., 2017). A expansdo celular € um processo dirigido pela
turgescéncia e é extremamente sensivel a deficiéncia hidrica. De acordo com Pimentel (2004),
com a restricdo mais severa da agua, o potencial de turgescéncia da folha se anula

paralisando, além da expansdo foliar, a biossintese de proteinas e a atividade de enzimas
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como a nitrato redutase, sacarose fosfato sintetase e invertase acida. A queda na sintese de
proteinas, juntamente com a reducdo da relacdo proteina/aminoécido, ocorre principalmente
devido a degradacdo de enzimas de lise e, posteriormente, a protedlise (CASTRILLO et al.,
1990). Com a diminuicdo da taxa fotossintética, a sintese e acumulo de amido fica
prejudicada; além disso, acimulo de acucares soliveis nas células também pode ser
observado como efeito do aumento da atividade da amilase em plantas expostar a deficiéncia
hidrica (PIMENTEL, 2004).

Fumis e Pedras (2002) constataram que o acumulo de prolina, juntamente com as
poliaminas tem sido associado com a tolerancia das plantas as condicOes de deficiéncia
hidrica, podendo representar mecanismo regulador de perda de agua, mediante a redugédo do
potencial osmotico celular e a um possivel ajuste osmatico. Outro fato a ser destacado é que
estes compostos de menor massa molecular sdo rapidamente utilizados como “esqueletos de
carbono” em uma reidratagdo da planta e retomada da atividade metabolica (HSIAO, 1973).

Quando plantas submetidas a deficiéncia hidrica atingem um estadio elevado de
desidratacdo, com condutancia estomatica minima e transpiracdo quase cuticular
(PIMENTEL, 2004), comecam a ocorrer efeitos irreversiveis na estrutura das membranas
celulares, devido as alteragdes na composicdo e integridade das mesmas, causadas em parte,
pelo aumento da atividade de lipases, proteases e formas ativas de oxigénio no citoplasma
(ROY-MACAULEY et al., 1992). Uma das consequéncias desse e de outros fendmenos, que
ocorrem mais acentuadamente neste elevado estagio de desidratacdo, é o aumento da
permeabilidade celular e saida de ions da célula — extravasamento de eletrélitos (DEXTER et
al., 1932). Segundo Pimentel (2004), nesta fase de desidratacio ocorre a
descompartimentalizacdo das organelas celulares e a paralisacdo dos processos fisiologicos,

como a fotossintese e a respiracdo, ndo havendo mais possibilidade de recuperacéo.

1.2.1 Efeito da deficiéncia hidrica na cultura da soja

A disponibilidade de agua no solo influenciam diretamente o crescimento e o
desenvolvimento da soja no campo. Em condi¢des climaticas desfavoraveis, com altas
temperaturas e baixa disponibilidade de agua no solo, o desenvolvimento das plantas de soja é
retardado, ou em extremo caso, é inibido (FARIAS et al., 2007). A quantidade de agua
disponivel no solo para as plantas estd diretamente ligada & quantidade e a distribuicdo das

chuvas e a capacidade do solo de reter a agua (PIMENTEL, 2004). A deficiéncia hidrica é
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definida como a falta de agua acessivel a planta, o que resulta em modificagdes fisioldgicas,
quimicas e biogquimicas no metabolismo das plantas (BORRMANN, 2009).

A cultura da soja €, particularmente, suscetivel a deficiéncia hidrica durante a fase de
estabelecimento das plantas e nas fases de florescimento e enchimento dos gréos, podendo
ocorrer perdas significativas de producdo, dependendo da duragéo e intensidade da falta de
4gua (DOSS e THURLOW, 1974; CAMARA e HEIFFIG, 2000). No entanto, segundo Kron
et al. (2008), plantas de soja submetidas a deficiéncia hidrica durante a fase de
desenvolvimento vegetativo (estadio fenoldgico V,) podem ter sua tolerancia aumentada em
razdo da falta de agua em estadios posteriores.

Casagrande et al. (2001) complementaram que a ocorréncia de deficiéncia hidrica
durante as fases de germinacdo e emergéncia diminui o estande de plantas. No florescimento,
causa abortamento de flores e impede a antese, enquanto que na fase de enchimento dos
gréos, afeta o tamanho dos gréos e, consequentemente, a produtividade.

Em plantas de soja submetidas a deficiéncia hidrica durante a fase de enchimento dos
grdos, 0s mesmos sdo reduzidos tanto em massa e como em tamanho (NOGUEIRA e NAGAI,
1988). No entanto, é importante ressaltar que 0s graos pequenos ndo necessariamente séo
resultados da restricdo hidrica, mas sim, que existem cultivares que naturalmente produzem
grdos menores. Uma resposta comum a restri¢do hidrica é a retencdo da cor verde nos graos
(BORRMANN, 2009). A falta de &gua prejudica a atividade de enzimas responsaveis pela
degradacéo da clorofila, o que resulta em alto teor de grdos verdes (ADAMS et al., 1983).

Estudos avaliando o efeito da deficiéncia hidrica em diferentes estaddios de
desenvolvimento em soja reportaram que, plantas submetidas a seca durante os estadios de
pré-florescimento e florescimento pleno produzem menor quantidade de flores, vagens e
sementes devido ao encurtamento desses estadios e ao abortamento de algumas flores
(SIONIT e KRAMER 1976, MONEM et al., 1979; AHMED, 1984). Firmano et al. (2009)
constataram que plantas de soja submetidas a deficiéncia hidrica logo apos o estadio
vegetativo V; (1° par de folhas totalmente expandidas) apresentaram menor biomassa seca da
parte aérea, das raizes e das vagens.

De acordo com Taiz et al. (2017), para alcancar elevadas produtividades é importante
considerar dois aspectos para o0 adequado desenvolvimento das plantas: a existéncia de agua
disponivel no solo e a distribuicéo do sistema radicular ao longo do perfil do solo. No entanto,
deve-se considerar que a quantidade de agua disponivel no solo é tanto maior quanto mais
profunda a camada considerada. Assim, uma forma de aumentar a disponibilidade de agua

para as plantas € procurar conduzir o sistema radicular para essas camadas. Para um bom
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desenvolvimento e aprofundamento das raizes, é preciso que o solo ndo tenha impedimentos
fisicos e, ou, quimicos que dificultem o crescimento (MENGEL e KYRKBY, 2001).

1.3. Uso de Rizobactérias na Agricultura

As rizobactérias promotoras de crescimento vegetal colonizam a superficie das raizes,
rizosfera, filosfera e tecidos internos de diversas espécies vegetais, promovendo o crescimento
das raizes e, consequentemente, maior absorcdo de agua e nutrientes, além de auxiliar na
tolerancia a deficiéncia hidrica (KLOEPPER et al., 1989; BASHAN et al., 2004). As bactérias
diazotroficas associativas sdo encontradas em diferentes espécies vegetais, incluindo
diferentes representantes da familia Poacea, tais como arroz, milho e cana-de-agucar. As
bactérias diazotroficas sdo microrganismos capazes de realizar a conversao enzimatica do N,
a formas acessiveis aos demais eucariotos, possuindo um grande potencial em aumentar a
biomassa através da reducdo de N, em amonia (NH3) e da excrecdo de substancias promotoras
de crescimento de plantas (PCPs) (BHATTACHARJEE et al., 2008; MOREIRA et al., 2010).

Segundo Evans e Burris, (1992) os diazotroficos simbioticos estabelecem uma
interacdo muito estreita entre 0 macro e micro simbionte, e em alguns casos, sdo formadores
de estruturas diferenciadas denominadas nédulos. A nodulacdo ocorre através do processo de
infeccdo, em que algumas espécies leguminosas possuem especificidade hospedeira, pode
ocorrer atraves de bactérias do género Bradyrhizobium e Azorhizobium, sua ocorréncia se da
dentro da célula vegetal (REIS et al., 2006).

Técnicas biotecnoldgicas tém sido empregadas na agricultura moderna para melhorar
0 desempenho das plantas nos diferentes ambientes de cultivo, especialmente em condicdes
de restricdo hidrica. Nos Gltimos anos, com 0s avangos tecnoldgicos nas areas de genética e
biotecnologia agricola tem sido contatado aumento significativo do uso de microrganismos na
agricultura (SINGH et al., 2011). Estas bactérias encontradas na regido da rizosfera sdo
classificadas como rizobactérias e podem promover o crescimento das plantas por diversos
mecanismos de interacdo, por exemplo, aumentando a tolerancia das plantas a seca
(BASHAN e BASHAN, 2005).

A inoculacdo com A. brasilense em sementes, atuando como rizobactéria promotora
do crescimento de planta (RPCP), tem proporcionado resultados positivos em diversos
estudos, atuando na promocdo do crescimento vegetal, no nitrogénio total biologicamente
fixado, e no rendimento de grdos (BARBARO et al., 2009; HUNGRIA et al., 2013),
qualificando esta espécie bacteriana como de grande potencial para uso na agricultura. Essa

RPCP pode estimular o crescimento das plantas de soja por diversas maneiras, sendo as mais
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relevantes: capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (HUERGO et al., 2008); aumento
na atividade da nitrato redutase quando crescem endofiticamente nas plantas (CASSAN et al.,
2008); producdo de fitohorménios como auxinas, citocininas (CROZIER et al., 1988;
CACCIARI et al., 1989), giberilinas (BOTTINI et al., 1989), etileno (STRZELCZYK et al.,
1994) e uma variedade de outras moléculas (PERRIG et al., 2007); solubilizacdo de fosfato
(RODRIGUEZ et al., 2004; INAGAKI et al., 2014); e por atuarem como agente de controle
biolégico de patdgenos (CORREA et al., 2008). Em geral, tem sido relatado que as RPCP
beneficiam o crescimento das plantas e a produtividade das culturas por uma combinacéo de
todos esses mecanismos (DOBBELAERE et al., 2003).

Considerando os efeitos benéficos das rizobactérias A. brasilense no crescimento das
plantas, iniciou-se, nos ultimos anos, 0s estudos com coinoculacdo de B. japonicum em
combinacdo com A. brasilense em plantas leguminosas, como a soja, buscando ganho em
nodulagéo e suprimento de nitrogénio, resultando em maior produgédo da planta (HUNGRIA
et al., 2013). A tecnologia de coinoculagdo em leguminosas consiste na utilizacdo de
combinagbes de diferentes microrganismos, os quais produzem efeito sinérgico, em que se
superam os resultados produtivos obtidos quando utilizados na forma isolada (BARBARO et
al., 2009; HUNGRIA et al., 2013). Nos casos em que se tem utilizado A. brasilense em
leguminosas, o efeito benéfico da associacdo com o B. japonicum se deve, na maior parte, a
capacidade que a rizobactéria tem de produzir fitohormonios, que resulta em maior
crescimento do sistema radicular, e, portanto, a possibilidade de explorar um volume mais
amplo de solo (BARBARO et al., 2009; CASSAN et al., 2009; BULEGON et al., 2014), o
que pode aumentar a toleréncia das plantas a seca. No entanto, apesar de relatos dos efeitos
benéficos da coinoculacdo de B. japonicum e A. brasilense na produtividade da cultura da
soja, os relatos dos efeitos da coinoculacdo, destas rizobactérias na inducdo da tolerancia das
plantas de soja a deficiéncia hidrica sdo limitados (FERLINI, 2006; HUNGRIA et al., 2013;
LIBORIO et al., 2015).

Schneider et al. (2017) avaliando o efeito da coinoculagdo das sementes de soja com
Azospirillum e Bradyrhizobium visando aumentar o rendimento da cultura, reportaram que a
coinoculacdo resultou no aumento do rendimento de grdos de até 13,3% em relacdo ao
tratamento néo inoculado. Além disso, estes autores constataram correlacdo significativa entre
as doses de inoculantes aplicados e os teores de N e o indice relativo de clorofila das folhas de
soja. Oliveira et al. (2017) observando o efeito de diferentes fontes de fertilizantes e da

inoculacdo das sementes com B. japonicum na producdo de biomassa seca das plantas de soja,
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relatam que a inoculagdo com B. japonicum ndo proporcionou efeito significativo para a

producdo de biomassa seca da parte aérea, das raizes, e para a nodulacao das raizes de soja.
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CAPITULO 2. INOCULACAO DAS SEMENTES DE SOJA COM RIZOBACTERIAS
PARA AMENIZAR OS EFEITOS ADVERSOS DA DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO: O uso de rizobactérias podem atenuar os efeitos prejudiciais da deficiéncia
hidrica no crescimento das plantas, por modificar a fisiologia da planta e promover a maior
tolerdncia a seca. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da inoculagdo das
sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense de forma isolada ou
combinada no crescimento e na inducdo da tolerancia das plantas de soja [Glycine max (L.)
Merrill.] & deficiéncia hidrica. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso
em esquema fatorial 3 x 4 com quatro repeti¢cGes. Os tratamentos constituiram de trés niveis
de regime hidrico [100% da capacidade de campo (controle), 50% do controle (estresse
moderado) e 25% do controle (estresse severo)] e de quatro tratamentos de inoculacdo: i)
controle (sem inoculagdo); ii) inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum; iii) inoculagdo
com Azospirillum brasilense; e, iv) coinoculagdo com B. japonicum + A. brasilense. Durante
0 periodo de restricdo hidrica foi avaliado o conteddo relativo de dgua (CRA), e a tolerancia
protoplasmatica. Apds a exposicdo das plantas a deficiéncia hidrica foram determinadas as
variaveis de nodulacédo, de crescimento, producdo de biomassa seca das plantas. Os resultados
evidenciaram que a inoculacdo isolada de A. brasiliense ndo amenizou os efeitos da
deficiéncia hidrica. A inoculacdo das sementes de soja com B. japonicum e A. brasilense de
forma isolada ou combinada nao interferiu no CRA das plantas de soja sob condicdes de
deficiéncia hidrica. A inoculacdo com B. japonicum se mostrou eficiente para a altura de
plantas, nUmero de vagens e biomassa seca das vagens, enquanto que em condicdes de
deficiéncia hidrica moderada a inoculacdo com B. japonicum se mostrou eficiente para a

nodulacdo em plantas de soja.

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merrill., Bradyrhizobium, Azospirillum, seca.
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SOYBEAN SEED INOCULATION WITH RHIZOBACTERIA TO AMELIORATE THE
ADVERSE EFFECTS OF WATER DEFICIENCY. Cassilandia, 2018.

ABSTRACT:

The use of rhizobacteria can attenuate the damaging effects of water deficiency on plant
growth by modifying plant physiology and promoting greater tolerance to drought. The
objective of this study was to evaluate the effects of seed inoculation with Bradyrhizobium
japonicum and Azospirillum brasilense, either alone or in combination, on the growth and
tolerance induction of soybean plants [Glycine max (L.) Merrill.] to water deficit. The
experimental design was a randomized complete block design in a 3 x 4 factorial schemes
with four replications. The treatments consisted of three water regime levels (100% of the
field capacity (control), 50% of the control (moderate stress) and 25% of the control (severe
stress) and four inoculation treatments: seeds uninoculated); ii) inoculation with
Bradyrhizobium japonicum; iii) inoculation with Azospirillum brasilense; and, iv) co-
inoculation with B. japonicum + A. brasilense. During the water restriction period, the relative
water content (RWC) and protoplasmic tolerance were evaluated. After the exposure of the
plants to the water deficit were determined the variables of nodulation, growth, production of
dry biomass of plants. The results evidenced that the isolated inoculation of A. brasiliense did
not alleviate the effects of water deficiency. Inoculation of soybean seeds with B. japonicum
and A. brasilense alone or in combination did not interfere with the CRA of soybean plants
under conditions of water deficit. The inoculation with B. japonicum proved to be efficient for
plant height, number of pods and dry biomass of the pods, whereas under conditions of
moderate water deficiency inoculation with B. japonicum proved to be efficient for nodulation

in soybean plants.

Key words: Glycine max (L.) Merrill., Bradyrhizobium, Azospirillum, drouht.
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2.1 Introducao

A soja [Glycine max (L.) Merril.] € uma das principais culturas oleaginosas do
mundo, sendo o Brasil o segundo maior produtor de soja do mundo, superado apenas pelos
Estados Unidos da América (EUA). Na safra 2016/2017, a cultura ocupou uma area de 33,9
milhGes de hectares, totalizando uma produgdo de 113,9 milhdes de toneladas, e um
rendimento médio de gréos de 3.360 kg ha* (CONAB, 2017). Apesar do cenério favoravel
para o cultivo da soja no Brasil, a ocorréncia de deficiéncia hidrica tem sido frequente,
afetando a produtividade.

A deficiéncia hidrica reduz a absorcdo e o transporte de nutrientes das raizes para a
parte aérea, devido a reducdo da taxa de transpiracdo e ao comprometimento da
permeabilidade da membrana plasmatica (YUNCAI e SCHMIDHALTER, 2005). Em
condicbes de restricdo hidrica, as plantas apresentam uma série de alteracBes
morfofisioldgicas, tais como reducdo da area foliar, da taxa de transpiracdo, da taxa
fotossintética e da taxa de crescimento relativo (CHAVES et al., 2002; GAO et al., 2006;
KRON et al., 2008; FIOREZE et al., 2011), além, da modificacdo da atividade de enzimas do
metabolismo do nitrogénio e do carbono e mudancas nos niveis de antioxidantes (FLEXAS et
al., 2006; GUNES et al., 2008). Algumas destas respostas fazem parte de estratégias que
visam reduzir os efeitos prejudiciais da seca, constituindo, portanto, mecanismos de tolerancia
a seca.

Nas ultimas décadas tem sido constatado aumento significativo do uso de
microrganismos na agricultura (SINGH et al., 2011); dentre estes microrganismos, as
bactérias encontradas na regido da rizosfera, e comumente denominadas de rizobactérias,
podem melhorar o crescimento das plantas por diversos mecanismos de interacdo, por
exemplo, aumentando a tolerancia das plantas a seca (BASHAN e BASHAN, 2005).

A inoculacdo de sementes com estirpes de Azospirillum brasilense, atuando como
rizobacteéria promotora do crescimento de planta (RPCP), pode estimular o crescimento das
plantas por diversas maneiras, sendo as mais relevantes: capacidade de fixagdo bioldgica de
nitrogénio (HUERGO et al., 2008); aumento na atividade da nitrato redutase quando crescem
endofiticamente nas plantas (CASSAN et al., 2008); producdo de horménios vegetais como
auxinas, citocininas (CROZIER et al., 1988; CACCIARI et al., 1989), giberilinas (BOTTINI
et al., 1989), etileno (STRZELCZYK et al., 1994) e uma variedade de outras moléculas
(PERRIG et al., 2007); solubiliza¢do de fosfato (RODRIGUEZ et al., 2004; INAGAKI et al.,
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2014); e por atuarem como agente de controle bioldgico de patégenos (CORREA et al.,
2008).

Considerando os efeitos beneficos das rizobactérias A. brasilense no crescimento das
plantas, iniciaram-se, nos ultimos anos, os estudos com coinoculacdo de Bradyrhizobium spp.
e A. brasilense em plantas leguminosas, como a soja, buscando ganho em nodulacdo e
suprimento de nitrogénio, resultando em maior producdo da planta (HUNGRIA et al., 2013).
A tecnologia de coinoculacdo em leguminosas consiste na utilizacdo de combinagdes de
diferentes microrganismos, 0s quais produzem efeito sinérgico, em que Se superam 0S
resultados produtivos obtidos quando utilizados na forma isolada (BARBARO et al., 2009;
HUNGRIA et al., 2013).

Nos casos em que se tem utilizado A. brasilense em plantas leguminosas, o efeito
benéfico da associacdo com Bradyrhizobium spp. se deve, na maior parte, a capacidade que a
rizobactéria tem de produzir horménios vegetais, que resulta em maior crescimento do
sistema radicular, e, portanto, a possibilidade de explorar um volume mais amplo de solo
(BARBARO et al., 2009; CASSAN et al., 2009; BULEGON et al., 2014), o que pode
aumentar a tolerancia das plantas a seca. No Brasil, as rizobactérias mais estudadas sao as
pertencentes aos géneros Pseudomonas e Azospirillum por favorecerem o desenvolvimento
vegetal (CASSAN et al., 2008; HUNGRIA e NOGUEIRA, 2013), podendo amenizar os
efeitos de ambientes desfavoraveis no crescimento das plantas.

Portanto, estudos que visam buscar estratégias de manejo que minimizam os efeitos
deletérios da seca despontam como de grande interesse para pesquisa agricola. O objetivo foi
avaliar os efeitos da inoculagdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense de forma isolada ou combinada no crescimento e na inducdo da tolerancia das
plantas de soja [Glycine max (L.) Merrill.] submetidas a diferentes niveis de deficiéncia

hidrica.

2.2 Material e Métodos

2.2.1. Localizagéo e Caracterizacdo do Experimento

O experimento foi realizado em cultivo protegido, no Departamento de Agronomia
da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul — UEMS, em Cassilandia, MS (19°06'48" S;
51°44'03" W e altitude média de 470 m), de janeiro a marco de 2017, em casa de vegetacao

com controle automatico de temperatura e umidade relativa do ar. As condi¢des ambientais
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durante a conducdo do experimento foram: temperatura média do ar de 26 °C (2 °C),
umidade relativa do ar de 80% (+5%) e densidade de fluxo de fotons fotossintético de 834
pmol m2 st (220 pmol m2s%).

Foram utilizados vasos plasticos com 12 L de capacidade, preenchidos com 10 dm?
de solo arenoso peneirado em malha de 5 mm, proveniente da camada superficial de 0,0-0,20
m de um Neossolo Quartzarénico (SANTOS et al., 2013), e as principais propriedades

quimicas do solo sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades quimicas do solo utilizado no experimento. UEMS/Cassilandia-MS,
2017
pH P

+ 2+ 2+ + 3+
(CaCl)  (Mehlich-1) K Ca Mg H™+AI”"  CTC V
L R L R — cmol, dmM™ —=-emme - %
4,6 7.8 0,16 1,50 0,50 3,60 580 37,5
B S-S0~ cu” Fe?* Mn®* Zn** Al
"""""""""""""""""" L L L R —————— -- cmol, dm™
0,14 3,9 0,7 76,0 60,4 0,8 0,22

A correcdo da acidez do solo foi realizada com a aplicacdo de 1,10 g de calcario por
dm? de solo (CaO: 38%; MgO: 11%; PRNT: 85%; PN: 62%), visando elevar a saturac&o por
base do solo a 70%. Apo6s a aplicacdo do calcario, o solo foi homogeneizado, umedecido até
alcancar 80% da capacidade de retencdo de agua, e incubado por 30 dias. Decorrido esse
periodo, o solo foi acondicionado nos vasos e, entdo, fertilizado com 40 mg dm™ de N (ureia),
300 mg dm™ de P (superfosfato triplo), 150 mg dm™ de K (cloreto de potassio), 15 mg dm™
de S (sulfato de calcio), 2 mg dm™ de Cu (sulfato de cobre), 2 mg dm™ de Zn (sulfato de
zinco), 1 mg dm™ de Mo (molibdato de aménio) e 1 mg dm™ de B (4cido bérico), seguindo as
recomendacdes de Novais et al. (1991) para ensaios de vaso em condi¢Ges controladas. A
capacidade de retencdo de agua do solo sob condicdes de drenagem livre foi mensurada
usando a taxa de decréscimo do teor de 4gua de 0,1 g kg™ dia™* como sugerido por Casaroli e

Lier (2008), e o valor da capacidade maxima do solo em reter agua foi de 210 g kg .
2.2.2. Delineamento Experimental e Tratamentos
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em esquema fatorial

3 x 4, com quatro repeticbes. Os tratamentos foram constituidos por trés niveis de regime

hidrico [100% da capacidade de retencdo de agua do solo (controle), 50% do controle
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(estresse moderado) e 25% do controle (estresse severo)] e por quatro tratamentos de
inoculacdo das sementes [i) controle (sem inoculagdo); ii) inoculagdo com Bradyrhizobium
japonicum; iii) inoculacdo com Azospirillum brasilense; e, iv) coinoculagdo com B.
japonicum + A, brasilense.

Cada unidade experimental foi constituida por dois vasos, perfazendo um total de 96
vasos. Um dos vasos de cada repeticéo foi utilizado para as amostragens destrutivas, incluindo
a area foliar, e acumulo de biomassa seca das folhas, hastes, estruturas reprodutivas e raizes
apos 18 dias de exposicdo a deficiéncia hidrica. O outro vaso da repeticao foi utilizado para a
medicdo do conteudo relativo de agua das folhas e extravasamento de eletrdlitos das células
durante os 18 dias de seca e ap6s o periodo de 3 dias de recuperacdo das plantas em condicbes

bem irrigadas.

2.2.3. Implantagéo e Conducgéo do Experimento

Sementes de soja do cultivar 5D 615 RR, habito de crescimento indeterminado, ciclo
precoce de 105 a 114 dias, grupo de maturacdo 6.1, e massa de 1000 grdos de 155-185 g,
foram previamente inoculadas com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense de
forma isolada ou combinada. A inoculagdo das sementes com B. japonicum foi realizada com
o inoculante comercial liquido Simbiose Nod Soja® (Simbiose: Agrotecnologia Bioldgica)
contendo as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (concentragdo minima de 7,2 x 10° células
viaveis por mL), na dose de 300 mL para 50 kg de sementes. Para a inoculacdo com A.
brasilense foi utilizado o inoculante comercial liquido AzoTotal® (Total Biotecnologia) que
contém as estirpes AbV5 e AbV6 (concentracdo minima de 2,0 x 10® células viaveis por mL),
na dose de 200 mL para 50 kg de sementes. A coinoculacao foi realizada misturando as duas
rizobactérias, nas mesmas proporc¢des utilizadas quando inoculadas isoladamente, ou seja, 300
mL do inoculante contendo B. japonicum + 200 mL de inoculante contendo A. brasilense para
cada 50 kg de sementes de soja. As quantidades de inoculantes utilizadas foram dissolvidas
em uma solucdo contendo 2 mL kg™ de semente de aditivo para inoculante Protege® TS
(Total Biotecnologia) ap6s ambos os produtos (inoculante + aditivo) foram aplicadas nas
sementes. O aditivo para inoculante é constituido de metabolitos ativos de bactérias,
complexo de agucares e biopolimeros encapsulantes e tem a finalidade de melhorar a protecao
e a viabilidade das bactérias sobre as sementes.

A semeadura da soja foi realizada no dia 12/01/2017, distribuindo-se oito sementes

por vaso na profundidade de 2,0 cm (Apéndice 1), e aos cinco dias apds a emergéncia,
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realizou-se o desbaste deixando-se duas plantas por vaso. Durante os primeiros 30 dias apos a
emergéncia das plantas, todos os tratamentos foram irrigados para manter o conteudo de agua
préximo a 100% da capacidade de retencdo de agua do solo. Posteriormente, no dia
17/02/2017, no inicio do periodo de florescimento da soja (R1), a imposi¢cdo da restricdo
hidrica (50% e 25% da capacidade de retencéo de &gua do solo) foi realizada por um periodo
de 18 dias. Apos este periodo, no dia 07/03/2017, as plantas foram reidratadas, ou seja, foi
elevado o contetido de agua do solo a 100% da capacidade de retencdo de agua, por 3 dias. O
teor de agua no solo foi monitorado diariamente nos periodos da manha e da tarde (9:00 e
15:00 horas), com o auxilio de sensores de umidade, instalados no centro dos vasos de cada
tratamento, na profundidade de 12 cm.

Aos 1, 3, 6,9, 12, 15 e 18 dias apds a imposicdo da restricdo hidrica, e aos 3 dias
apos a reidratacdo das plantas de soja foram mensurados o contetdo relativo de agua (CRA)
das folhas e aos 18 dias ap6s a imposicao da restricdo hidrica e aos 3 dias apos a reidratacéo
também foram avaliadas a tolerancia protoplasmaética, conforme as metodologias a seguir:

Conteddo relativo de agua da folha (CRA): Foi determinado seguindo-se a
metodologia proposta por Barrs (1968), com modificacbes. Foram retirados quinze discos de
8,50 mm de didmetro, de folhas totalmente expandidas (Apéndice 2), sempre antes do nascer
do sol (pre-dawn), para que a umidade relativa (condi¢fes de déficit de pressdo de vapor)
estivesse uniforme para todas as medidas em todos os dias de avaliagdo. Os discos foliares
foram imediatamente pesados em balanca de precisdo de 0,0001 g para obtencdo da biomassa
fresca (BF). Em seguida, os discos foliares foram acondicionados em placas de petry com
agua destilada (Apéndice 3) e mantidos em uma camara incubadora a temperatura de 25 °C.
Apo6s 6 horas, os discos foram novamente pesados, apds a retirada do excesso de agua
superficial com papel toalha, obtendo-se a biomassa tdrgida ou saturada (BT). Por fim, os
discos foliares foram colocados em sacos de papel, e acondicionados em estufa de circulacédo
forcada de ar, a temperatura de 65 °C, até atingirem massa constante (24 h). Em seguida, 0s
discos foram pesados para obtencéo da biomassa seca (BS).

O CRA foi definido como a relagdo entre o conteudo de agua de uma amostra de
folha imediatamente ap0ds a sua coleta (BF) e o conteudo de 4gua da mesma amostra apos a
recuperacdo total da turgescéncia (BT), comparativamente a biomassa seca (BS), sendo
determinado pela seguinte equagao:

CRA =[(BF -BS) / (BT —BS)] x 100

Toleréncia protoplasmatica (Extravasamento de eletrolitos): A determinagéo

indireta da tolerancia protoplasmatica foi realizada, utilizando-se a metodologia descrita por
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Lutts et al. (1996), com modificagbes. Com essa metodologia foi possivel inferir sobre a
tolerancia protoplasmatica celular & desidratacdo, através da quantidade de eletrolitos
liberados pelo tecido foliar em agua destilada, medida pela condutividade elétrica da solucéo.
Para tanto, foram coletados 20 discos foliares com 8,50 mm de didmetro, provenientes de
folhas totalmente expandidas das duas plantas de cada unidade experimental. Os discos
coletados foram lavados duas vezes com &gua destilada, e em seguida colocados em tubos de
ensaio com 30 mL de agua destilada, e mantidos em uma camara incubadora a temperatura de
25 °C, por 6 horas. Posteriormente, procedeu-se a leitura da condutividade elétrica da solucéo,
que foi considerada como sendo a condutividade livre (CL). Os discos foram, ent&o,
submetidos ao banho maria a 100 °C por 1 h, e ap6s o resfriamento mensurou-se novamente a
condutividade elétrica, que foi denominada como a condutividade total (CT). As leituras da
condutividade elétrica foram realizadas com um condutivimetro de bancada modelo Digimed
DM 31. A partir dos dados de extravasamento dos eletrélitos foi calculada porcentagem de
dano das membranas celulares, seguindo a seguinte férmula: DM (%) = (CL/CT) x 100.

Apds os 18 dias de exposicdo das plantas de soja a deficiéncia hidrica foram
determinadas as seguintes variaveis: numero de folhas (NF), contando o nimero de folhas
trifolioladas desenvolvidas presentes na planta; didmetro do caule (DC), mensurado com
auxilio de paquimetro digital, precisdo de 0,01mm; altura de planta (AP), medindo-se a haste
principal do colo até o meristema apical com o auxilio de régua graduada em centimetro (cm);
namero de vagens (NV), obtido pela contagem do namero de vagens presentes das plantas;
namero de nédulos (NN), obtido pela contagem do numero de nédulos presentes nas raizes.
Em seguida, os nddulos foram destacados e colocados em estufa por 48 horas a 65 °C com
pesagem do material seco em balanca analitica com precisdo de 0,0001 g e, entdo, obtido a
biomassa seca dos nodulos.

O volume radicular (VR) foi determinado pelo método de deslocamento de agua,
utilizando uma proveta de 100 mL graduada em mililitros (mL), portanto, com precisdo de
+1,0 cm®. A 4rea foliar (AF) foi determinada seguindo metodologia proposta por Benincasa
(2003), com modificacbes. Apos a separacdo de todas as folhas das duas plantas por repeticéo,
foram retirados 10 discos foliares de &rea conhecida de 4 x 6 cm (24,0 cm?), que foi
considerada a area foliar da amostra (AFamostra). EM seguida, apos a secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar, a temperatura de 65 °C (x1,0 °C), até atingirem biomassa constante,
foi determinada a biomassa seca da amostra (BSamostra) € @ biomassa seca das folhas (BSF). A

area foliar total (AF) foi obtida atraves da seguinte equagdo: AF = [(AFamostraX BSF)
/ BSAmostra] .
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Para a mensuracdo da biomassa seca das folhas (BSF), do caule (BSC), das vagens
(BSV), da parte aérea (BSPA), das raizes (BSR) e total (BST), as plantas foram seccionadas
em folha, caule, estrutura reprodutiva, e raiz, em seguida, foram acondicionadas em sacos de
papel, colocadas para secar em estufa de circulacdo de ar forcada com temperatura de 65 °C
(£2,0 °C) por 72 h e, posteriormente, pesadas em balanca analitica com precisdo de 0,0001 g,
e os resultados expressos em g planta*. A biomassa seca da parte aérea foi obtida com a soma
da biomassa seca das folhas, do caule e das vagens; a biomassa seca total foi obtida com a
somatoria de todas as partes da planta (folhas, caule, estruturas reprodutivas e raizes).

Uma visdo geral do experimento dentro da casa-de-vegetacdo e o0s efeitos da
restricdo hidrica por 18 dias no crescimento das plantas de soja sdo apresentadas nos

Apéndices 4 e 5.
2.2.4. Analises Estatisticas

Os dados foram previamente testados quanto a normalidade pelo teste de Fisher-

Snedecor a 5% de significancia. Para os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal

aplicou-se a transformacdo de dados utilizando m Posteriormente os dados foram
submetidos a analise de variancia e os efeitos significativos do teste F (p = 0,05) foram
comparados pelo teste t (LSD), a 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas
utilizando-se o software estatistico Sisvar versdo 5.3 para Windows (Software de Analises
Estatisticas, UFLA, Lavras, MG, BRA).
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2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Avaliagdes Durante o Periodo de Imposicao da Restricdo Hidrica

2.3.1.1. Conteudo relativo de agua das folhas

Os resultados da anélise de variancia para o contetdo relativo de dgua (CRA) das
folhas mensurado durante o periodo de deficiéncia hidrica sdo mostrados na Tabela 2. Os
resultados da analise de variancia ndo reportaram efeitos significativos (p > 0,05) da interacdo
entre os fatores inoculagdo das sementes e niveis de deficiéncia hidrica em nenhuma das
avaliacOes realizadas (Tabela 2). Portanto, os resultados do contetdo relativo de agua das

folhas foram apresentados de forma isolada para cada um dos fatores estudados (Tabela 3).

Tabela 2. Resumo das andlises de varidncia para o contetdo relativo de agua das folhas de
soja [Glycine max (L.) Merrill., cv. 5D 615 RR] durante o periodo de 18 dias de exposi¢do das
plantas a deficiéncia hidrica e ap6s 3 dias de reidratacdo. UEMS/Cassilandia, 2017
Probabilidade > F
CRA,; CRA; CRAg CRA; CRA;; CRA;s CRA; CRA;

Causas de variacdo

Bloco 0,568 0,532 0,489 0,421 0,265 0,751 0,833 0,642
Inoculacéo (1) 0,612 0,290 0,128 0,418 0,605 0,622 0,528 0,178
Deficiéncia (D) 0,098 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 0,134
Interacdo (I x D) 0,327 0,462 0,628 0,374 0,137 0,267 0,081 0,141
CV (%) 8,28 9,13 7,25 9,18 8,02 8,69 7,24 6,76

CRA: conteldo relativo de agua. CV: coeficiente de variacao.

O CRA das plantas submetidas ao controle se manteve constante durante todo o
periodo de avaliacdo, com valores variando de 91 a 94% (Tabela 3). Os niveis de deficiéncia
hidrica afetaram significativamente (p < 0,05) o CRA a partir do terceiro dia de exposicdo das
plantas de soja a deficiéncia hidrica (Tabela 3). As plantas submetidas aos niveis de
deficiéncia hidrica apresentaram 0s menores valores de CRA a partir do terceiro dia de
exposicdo das plantas a restricdo hidrica. Estes resultados devem-se a menor disponibilidade
de &gua no solo nestes regimes de irrigacdo. As plantas submetidas aos niveis de 50%
(estresse moderado) e 25% (estresse severo) da capacidade de retencdo de agua do solo por 18
dias apresentaram valores de CRA de 82% e 61%, respectivamente (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram reportados por Fioreze et al. (2011), o qual avaliando o efeito da restrigéo

hidrica em trés cultivares de soja, constataram que o0 CRA nas plantas sob manejo normal de
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irrigacdo (100% da capacidade do solo em reter agua) se manteve constante (> 90%) durante
todo o periodo de avaliacdo. Por sua vez, as plantas submetidas ao nivel de 65% da
capacidade de retencdo de agua do solo (-0,1 MPa), o CRA nas folhas de soja foi reduzido

para valores proximos a 45% apds 5 dias de restricdo hidrica.

Tabela 3. Efeitos da inoculagdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense de forma isolada ou combinada e dos niveis de deficiéncia hidrica no conteido
relativo de agua das folhas (CRA) de soja [Glycine max (L.) Merrill., cv. 5D 615RR] no “pre
down” durante os 18 dias de exposicdo das plantas a deficiéncia hidrica e ap6s 3 dias de
reidratacdo. UEMS, Cassilandia-MS, 2017

L Dias apds a imposicédo da restri¢do hidrica
Causas de variacdo

1 3 6 9 12 15 18 21f
Nivel de deficiéncia hidrica
Controle (100% cc) 94a 94a 93a 94a 93a 93a 9la 93a
Moderado (50% cc) 89a 87b 8lb 82b 80b 8lb 82b 9la
Severo (25% cc) 89a 80c 72c 64c 5b4c 58c 6lc 92a
Inoculacdo das sementes
Controle 90a 88a 8la 79a 86a 79a 79a 93a
Bradyrhizobium japonicum 90a 87a 82a 8la 85a 77a 78a 9la
Azospirillum brasilense 91a 88a 82a 80a 85a 78a 79a 92a
B. japonicum + A. brasilense 99a 86a 8la 78a 84a 75a 76a 92a
CV (%) 828 913 725 918 802 869 7,24 6,76

Média seguida pela mesma letra para os fatores deficiéncia hidrica e inoculacdo das sementes nao diferem entre
si pelo teste t (LSD) ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variacao.
T Conteldo relativo de dgua das folhas de soja mensurado ap6s trés dias de reidratagdo das plantas.

Em condicBes de deficiéncia hidrica suave, moderada e severa, Ennahli e Earl (2005)
observaram relagdo linear entre 0 CRA e o potencial hidrico das folhas em plantas de algodé&o.
James et al. (2008) constataram variacGes genéticas, dentro de grupos de cultivares e espécies
selvagens de soja, para caracteristicas de interesse no estudo da tolerancia a seca, como CRA
e potencial hidrico, tendo encontrado 0 CRA como um excelente fator para determinacdo de
variagOes geneticas, nos valores de ajuste osmotico em folhas de soja.

A inoculagédo das sementes com B. japonicum e A. brasilense de forma isolada ou
combinada néo afetou significativamente (p > 0,05) o CRA das folhas de soja em nenhuma das
avaliacOes realizadas (Tabela 3). Estes resultados indicam que a inoculacdo de bactérias
simbioticas e associativas nas sementes ndo interferiu no potencial hidrico das folhas de soja
durante a exposi¢do das plantas a deficiéncia hidrica. De acordo com Taiz et al. (2017), a

perda de turgescéncia em decorréncia da reducdo do CRA é o efeito biofisico significativo
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que se manifesta mais cedo com a ocorréncia da deficiéncia hidrica, portanto, atividades

dependentes da turgescéncia sdo as mais sensiveis a seca.

2.3.1.2. Tolerancia protoplasmatica (Liberacéo de eletrolitos)

Os resultados da porcentagem de dano das membranas celulares das folhas de soja
em funcéo da inoculacdo das sementes e dos niveis de deficiéncia hidrica séo mostrados na
Tabela 4. Os niveis de deficiéncia hidrica e a inoculacdo das sementes com B. japonicum e A.
brasilense de forma isolada ou combinada influenciaram significativamente (p < 0,05) a

porcentagem de dano das membranas celulares das plantas de soja (Tabela 4).

Tabela 4. Efeitos da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense de forma isolada ou combinada e dos niveis de deficiéncia hidrica na porcentagem
de dano das membranas celulares das folhas de soja [Glycine max (L.) Merrill., cv. 5D
615RR] apds 18 dias de exposicdo das plantas a deficiéncia hidrica e apds 3 dias de
reidratacdo. UEMS, Cassilandia-MS, 2017

Nivel de deficiéncia hidrica

Inoculacdo das sementes Controle Moderada Severa Média
(100% cc) (50% cc) (25% cc)
Apos 18 dias de restri¢do hidrica
Controle 10,81 20,81 28,58 20,07 b
B. japonicum 8,68 15,39 23,42 15,83 a
A. brasilense 6,94 16,48 20,39 14,60 a
B. japonicum + A. brasilense 6,73 15,82 16,54 13,03 a
Média 8,29 A 17,12 B 22,23C
CV (%) 7,84
Apos 3 dias de reidratacéo das plantas
Controle 10,64 18,23 20,22 16,36 ¢
B. japonicum 10,93 10,89 11,61 11,14 b
A. brasilense 9,28 10,64 9,52 9,81a
B. japonicum + A. brasilense 9,90 9,30 8,18 9,13 a
Média 10,19 A 12,26 B 12,38 B
CV (%) 6,78

Média seguida pela mesma letra maitscula na linha, e letra minGscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(LSD) ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variacéo.

Os maiores valores de dano de membrana foram obtidos nas plantas de soja
submetidas as condigdes de restricdo hidrica (Tabela 4). De acordo com Pimentel et al.
(2004), a exposicédo das plantas as condigOes de restricdo hidrica resultam no aumento da
liberacdo de eletrolitos através do tecido foliar. Garcia (1997) reportou que com a reducédo do

CRA, ocorre aumento na liberacdo de eletrdlitos. Uma das principais fun¢bes da membrana
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plasmaética é regular a permeabilidade, quando a mesma sofre algum dano fisico ou quimico
essa permeabilidade é perdida, ocorrendo o extravasamento de eletrolitos (THOMASHOW,
1999).

Durante a exposicdo da deficiéncia hidrica, as plantas apresentam alteragdo no
transporte de elétrons mediado pelos radicais superoxido formados (O,") que competem com 0
NADP" para redugdo no fotossistema | (REDDY et al., 2004). Como consequéncia, pode
ocorrer a perda e reducdo das proteinas D1 e D2 do fotossistema Il (REDDY et al., 2004). A
diminuicdo da assimilacéo de CO,, a reducéo das atividades dos fotossistemas e a alteracdo no
sistema de transporte de elétrons, aceleram a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), via cloroplasto que tem a capacidade de danificar estruturas e componentes celulares
importantes (ASADA, 1999), como as membranas plasmaticas, causando danos na estrutura e
funcionamento da mesma, alterando sua fluidez, inativando receptores e enzimas e
aumentando a permeabilidade a ions (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

As rizobactérias podem estimular o crescimento das plantas por diversas maneiras,
dentre elas a producdo de fitohormdnios como auxinas e citocininas (CROZIER et al., 1988;
CACCIARI et al., 1989); o acimulo de auxinas na parte aérea protege o aparato fotossintético
e a ultraestrutura cloropléstica, diminuindo o efeito da restricdo hidrica, permitindo uma
recuperacdo mais rapida com a reidratacdo (PIMENTEL, 2004). Explicando assim o menor
dano de membrana ap6s o periodo de reidratacdo, que era de 22% com 18 dias de restricdo

hidrica, e 12% apds trés dias de reidratacéo.

2.3.2. Avaliagdes Ap6s o Periodo de Imposicdo da Restricdo Hidrica

Os resultados das andlises de variancia reportaram efeitos significativos (p < 0,05)
para a interacdo entre os fatores inoculacdo das sementes e niveis de deficiéncia hidrica para a
maioria das varidveis mensuradas, exceto para altura de planta, nimero de vagens, biomassa
seca de vagens e razdo de massa das folhas das plantas de soja (Tabela 5). Esses efeitos
significativos para a interagdo entre os fatores estudados indicam que a resposta da soja a
inoculacdo das sementes com B. japonicum e/ou A. brasilense € diferente entre os diferentes

niveis de deficiéncia hidrica.
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Tabela 5. Analises de variancia para as variaveis numero de nédulos (NN), biomassa seca de
nodulos (BSN), altura de planta (AP), diametro do caule (DC), numero de folhas (NF),
namero de vagens (NV), area foliar (AF), volume radicular (VR), biomassa seca de folhas
(BSF), biomassa seca de vagens (BSV), biomassa seca do caule (BSC), biomassa seca das
raizes (BSR), biomassa seca da parte aerea (BSPA), e biomassa seca total (BST) das plantas
de soja [Glycine max (L.) Merrill., cv. 5D 615 RR] em fungédo dos fatores inoculacdo das
sementes e nivel de restricdo hidrica. UEMS/Cassilandia, 2017

Probabilidade > F

Causas de variacdo

NN BSN AP DC NF NV AF
Bloco 0,037 0,200 0,008 <0,000 0,620 0,802 0,658
Inoculacdo (1) <0,000 <0,000 0,040 0,018 0,236 0,179 <0,000
Deficiéncia (D) <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
Interacdo (I x D) <0,000 <0,000 0,292 0,013 <0,007 0,067 0,001
CV (%) 13,72 4,22 3,51 4,48 15,02 7,62 2,25

VR BSF BSV BSC BSR BSPA BST
Bloco 0,200 0,308 <0,000 0,989 0,469 0,212 0,571
Inoculacéo (1) 0,136 <0,000 0,005 <0,000 0,030 <0,000 0,001
Deficiéncia (D) <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 <0,000
Interacdo (I x D) 0,001 <0,000 0,055 <0,000 0,001 <0,000 <0,000
CV (%) 12,30 3,10 4,59 6,56 8,73 2,69 2,68

CV: coeficiente de variagdo.

2.3.2.1. Nodulacéo radicular da soja

No nivel de deficiéncia hidrica severa (25% da capacidade de retencdo hidrica) a
coinoculacdo e o controle ndo apresentaram diferenca estatistica entre si para 0 nimero de
nodulos, no entando diferiram da inoculacdo com B. japonicum e A. brasiliense quando
aplicados isolados; para a biomassa seca de nodulos a coinoculacdo apresentou
estatisticamente maiores valores em relacdo aos demais tratamentos, quando submetida ao
nivel de deficiéncia hidrica severa. Para o nivel de deficiéncia hidrica moderada (50% da
capacidade de retencdo hidrica) a inoculagdo com B. japonicum obteve a maior média, tanto
para 0 numero de nodulos como para a biomassa seca dos nddulos. No fator nivel de
deficiéncia hidrica com 100% da capacidade de retencdo, o controle obteve a maior média
tanto para o0 nimero de noédulos como para a massa seca dos nddulos (Tabela 6).

A nodulagdo esta relacionada com os fitohormonios presentes na planta, o A.
brasilense pode estimular a produgdo desses horménios (KUSS et al., 2007), aumentando a

capacidade de nodulagdo. O que pode explicar os resultados encontrados na coinoculagédo
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submetidos ao nivel de deficiéncia hidrica severa, quando comparada as inoculagcfes de forma
isolada com B. japonicum e A. brasilense. No entanto, a coinoculagdo ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparada ao controle, podendo ter ocorrido uma competicao
entre as bactérias nativas, de forma que essas dependem dos sitios de ligacGes presentes nas
raizes (PLAZINSKI e ROLFE, 1985; FAGAN et al., 2007).

Tabela 6. Efeito da inoculagéo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirilum
brasilense de forma isolada ou combinada e dos niveis de deficiéncia hidrica no nimero de
nddulos e na biomassa seca dos nodulos por planta de soja [Glycine max (L.) Merrill., cv. 5D
615RR] apos 18 dias de exposicdo das plantas aos diferentes niveis de deficiéncia hidrica.
UEMS, Cassilandia-MS, 2017

Nivel de deficiéncia hidrica

Inoculagéo das sementes Controle Moderada Severa Média
(100% cc) (50% cc) (25% cc)
NUmero de nédulos por planta*
Controle 439 aA 92,7 bC 243 aB 258
B. japonicum 277 bA 308,2 aA 81 bB 222
A. brasilense 172 cA 42,7 cB 62 bB 92
B. japonicum + A. brasilense 167 cAB 109,7 bB 216 aA 164
Média 264 138 150
Biomassa seca dos nddulos* (g/planta)

Controle 1,41 aA 0,57 abB 0,36 bC 0,79
B. japonicum 1,09 bA 0,69 aB 0,36 bC 0,71
A. brasilense 1,05 bA 0,45 bB 0,25 bC 0,59
B. japonicum + A. brasilense 0,93 bA 0,52 bB 0,60 aB 0,69
Média 1,12 0,55 0,39

Média seguida pela mesma letra maidscula na linha, e letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(LSD) ao nivel de 5% de probabilidade. *Dados originais.

Quando submetida ao nivel de deficiéncia hidrica severa a maior biomassa seca de
nodulos foi constatada em plantas coinoculadas. Hungria et al. (2001) relata que a nodulacao
é influenciada pela temperatura, e que em situacdes de deficiéncia hidrica esses dois fatores
atuando em conjunto afeta a massa de nodulos em todos os estadios de desenvolvimento,
limitando a FBN; no entanto a nodulagéo esta relacionada com os fitohormonios presentes na
planta, assim o A. brasilense pode estimular a producdo de horménios promotores do
crescimento (KUSS et al., 2007), aumentando a capacidade de nodulagéo.

Cassan et al. (2009) com a hipdtese de que a inoculacdo e/ou coinoculagdo pode
promover a producédo de reguladores de crescimento, relataram que o nimero de nodulos foi
superior em plantas de soja coinoculadas com B. japonicum e A. brasilense. Braccini et al.

(2016) reportaram que a coinoculagdo aumentou o ndmero de nddulos, submetidos a
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diferentes modos de aplicacdo de B. japonicum e A. brasilense, e da adubacgéo nitrogenada na
cultura da soja. Segundo Benintende et al., (2010) a coinoculagcdo em condigdes de deficiéncia
hidrica aumentou o peso dos nédulos em relacdo a inoculagdo com B. japonicum.

Em condicdes de laboratorio, Bulegon et al., (2014) analisaram a nodulacdo em
diferentes cultivares de soja inoculados e coinoculados com B. japonicum e A. brasilense, em
que a inoculacdo com A. brasilense, ou coinoculacdo com A. brasilense e B. japonicum

estimulam a nodulacéo.

2.3.2.2. Crescimento e producéo de biomassa seca das plantas

Os resultados de altura de planta, diametro do caule, numero de folhas trifolioladas,
naimero de vagens, area foliar e volume radicular das plantas de soja em fun¢édo da inoculacéo
das sementes e dos niveis de deficiéncia hidrica sdo mostrados na Tabela 7.

A altura de planta ndo apresentou interacdo entre os fatores nivel de deficiéncia
hidrica e inoculacdo das sementes. O fator inoculacdo das sementes reportou diferenca
significativa (p>0,05), em que, as inoculacdes de forma isolada com B. japonicum e A.
brasilense apresentaram as maiores médias; para o fator nivel de deficiéncia hidrica o controle
apresentou a maior média, diferindo-se dos demais tratamentos (Tabela 7). Segundo Bashan e
Holguin (1997), a bactéria Azospirillum excreta fitohorménios que promove o crescimento
dos vegetais, um deles é o acido indolacétio (AlA). Bulegon et al. (2016) relataram que a
inoculacdo com bactérias diazotréficas aumentou os valores de altura de plantas, em funcéo
da inoculacéo e coinoculagdo com A. brasilense + B. japonicum em plantas de soja.

No didmetro do caule, namero de folhas e volume radicular houve diferenca
significativa entre os tratamentos apresentando interacdo entre os fatores nivel de deficiéncia
hidrica e inoculacédo das sementes (Tabela 7).

No nivel de deficiéncia hidrica severa o controle apresentou a maior média para o
didmetro do caule, diferindo-se dos demais tratamentos; a inoculagdo com B. japonicum e A.
brasilense, de forma isolada, e a coinoculagdo ndo apresentou diferencga estatistica entre si
(Tabela 7). O uso de rizobactérias em leguminosas contribuem para o fornecimento de
nitrogénio utilizado na formacdo das plantas, promovendo o crescimento, destacando-se as
pertencentes ao género Azospirillum (HUNGRIA et al., 2015). Bulegon et al. (2016)
avaliando os componentes de producdo da soja em funcdo de dois cultivares de soja,
submetidos a inoculacdo com B. japonicum e A. brasilense, constataram que a coinoculagio

apresentaram diametros maiores para as plantas de soja.
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Tabela 7. Efeito da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirilum
brasilense de forma isolada ou combinada e dos niveis de deficiéncia hidrica na altura de
planta, didametro do caule, numero de folhas trifolioladas, nimero de vagens, area foliar e no
volume radicular das plantas de soja [Glycine max (L.) Merrill., cv. 5D 615RR] apo6s 18 dias
de exposicao das plantas a deficiéncia hidrica. UEMS, Cassilandia-MS, 2017

Nivel de deficiéncia hidrica

Inoculacdo das sementes Controle Moderada Severa Média
(100% cc) (50% cc) (25% cc)
Altura de planta (cm)
Controle 54,2 49,7 40,2 480b
B. japonicum 56,0 49,5 43,5 49,7 a
A. brasilense 55,2 49,7 42,0 48,9 ab
B. japonicum + A. brasilense 53,3 47,7 42,3 47,8 b
Média 54,7 A 49,1B 420C
Di&metro do caule (mm)
Controle 7,87 aA 6,71 bB 7,10 aB 7,23
B. japonicum 7,33 bA 7,03 abA 6,21 bhB 6,86
A. brasilense 7,58 abA 7,12 abA 6,62 bhB 7,10
B. japonicum + A. brasilense 7,87 aA 7,29 aB 6,59 bC 7,25
Média 7,66 7,04 6,63
Numero de folhas trifolioladas por planta
Controle 47,3 aA 28,0 bB 22,3bB 32,6
B. japonicum 46,7 aA 32,3 abB 22,3bC 33,8
A. brasilense 38,0 bA 32,3 abA 30,7 aA 33,7
B. japonicum + A. brasilense 42,0 abA 37,7 aAB 30,7 aB 36,8
Média 435 32,6 26,5
Numero de vagens por planta*
Controle 28,8 20,8 15,3 21,7 be
B. japonicum 30,0 27,8 17,5 251a
A. brasilense 28,0 21,0 13,7 209¢c
B. japonicum + A. brasilense 31,7 28,6 13,0 24,4 ab
Média 29,6 A 245B 149C
Area foliar (dm? planta™)*
Controle 2,41 abA 1,66 cB 1,35cC 1,80
B. japonicum 2,28 hcA 1,93 bB 1,46 bcC 1,89
A. brasilense 2,22 cA 1,71 cB 1,57 abB 1,83
B. japonicum + A. brasilense 2,52 aA 2,09 aB 1,60 aC 2,07
Média 2,36 1,85 1,49
Volume radicular (cm® planta™)
Controle 38,5 abA 31,7 abB 23,7bC 31,3
B. japonicum 30,4 cA 31,0 abA 27,6 abA 29,7
A. brasilense 33,4 bcA 35,8 aA 30,8 aA 33,4
B. japonicum + A. brasilense 427 Aa 28,2 bB 26,2 abB 32,4
Média 36,3 31,7 27,1

Média seguida pela mesma letra maidscula na linha, e letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(LSD) ao nivel de 5% de probabilidade.*Dados originais.
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Em condigdes de deficiéncia hidrica severa a coinoculacdo e a inoculagdo com A.
brasilense apresentaram as maiores médias para o numero de folhas trifolioladas, diferindo-se
estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 7). A inoculacdo com A. brasilense se
mostrou eficiente quando submetida a baixa disponibilidade hidrica, em condicdes adversas
esses microrganismos podem aumentar a producgdo de polissacarideos, que servem como fonte
de carbono e energia, além de estar relacionado com a fotossintese (LAMM e NEYRA, 1981,
TAL et al, 1985; SADASIVAN e NEIRA, 1987).

A coinoculacdo e a inoculacdo, isolada, com B. japonicum apresentaram as maiores
médias no numero de vagens por planta, reportando diferenca estatistica dos demais
tratamentos, para o fator nivel de deficiéncia hidrica severa; no entanto a inoculagdo com A.
brasilense reportou a menor média, reduzindo o nimero de vagens por planta (Tabela 7). As
bactérias diazotréficas realizam a conversdo do N, a formas acessiveis, possuindo um grande
potencial em aumentar a biomassa através da reducdo de N, em amdnia (NHs) e da excrecdo
de substancias promotoras de crescimento das plantas (BHATTACHARJEE et al., 2008;
MOREIRA et al., 2010).

Braccini et al. (2016) reportaram que 0 ndmero de vagens apresentou as maiores
médias, para a inoculacdo com B. japonicum e para a coinoculagdo com B. japonicum + A.
brasilense na cultura da soja em funcdo dos diferentes modos de aplicacdo. Bulegon et al.
(2016) com o objetivo de avaliar os componentes de producdo na cultura da soja, submetidos
a diferentes modos de inoculacdo, reportaram que a inoculacdo com B. japonicum apresentou
a maior media.

A coinoculagdo e a inoculagdo, isolada, com A. brasilense apresentou as maiores
médias, na area foliar, para as plantas submetidas ao nivel de deficiéncia hidrica severa
(Tabela 7). A érea foliar da planta é responsavel pela interceptacdo da energia radiante do sol
que através do processo de fotossintese, produz carboidratos, lipidios e proteinas, entre outros,
compostos essenciais para o crescimento e o desenvolvimento da planta. O balango entre
auxinas e citocininas no vegetal determina o crescimento da parte aérea e radicular, quando
ocorre maior concentracdo de auxinas tem-se a uma inducgdo ao crescimento radical, assim
favorecendo a parte aérea (SPAEPEN et al., 2009). Bulegon et al. (2016) reportaram que a
inoculacdo com A. brasilense, e coinoculagdo com A. brasilense + B. japonicum incrementa
area de foliar de plantas de soja no estagio V8.

A coinoculagéo e as inoculagdes de forma isolada com A. brasiliense e B. japonicum,
submetidas ao nivel de deficiéncia hidrica severa, apresentaram as maiores médias para o

volume radicular (Tabela 7). O A. brasilense apresenta um importante papel no ganho de
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massa pelo sistema radicular, proporcionando maior alongamento das raizes e aumento do
volume dos tecidos radiculares. Segundo Ferlini (2006), as rizobactérias proporcionam
plantas com sistema radicular mais desenvolvido devido a capacidade auxiliar na producéo de
fitohormonios do crescimento. Burdman et al. (1996) e Dardanelli et al. (2008) relatam que a
presenca da bactéria A. brasilense, através da FBN e, pela produgdo de fitohorménios
contribuem para o incremento do sistema radicular aumentando as radicelas e o volume das
raizes.

Bulegon et al. (2016) e Braccini et al. (2016) relataram em seus trabalhos a eficiéncia
da coinoculacdo de B. japonicum e A. brasilense nos componentes de producdo. As bactérias
do género A. brasilense, s&o promotoras do crescimento e proporcionam maior eficiéncia na
FBN, e as bactérias do género B. japonicum sdo recomendadas para a inoculacdo da cultura de
soja, sendo apropriadas para adquirir o nitrogénio que a planta necessita para que seu ciclo
ocorra, em associacdo as duas bactérias proporcionaram para as plantas de soja condicbes
favoréveis para seu desenvolvimento (REIS et al., 2006).

A biomassa seca de folhas (BSF), do caule (BSC), das raizes (BSR), da parte aérea
(BSPA) e a biomassa seca total (BST) apresentaram interacdo entre os niveis de deficiéncia
hidrica e a inoculacdo das sementes; a massa de biomassa seca das vagens (BSV) nédo
apresentou interacdo entre os niveis de deficiéncia hidrica e a inoculacdo das sementes
(Tabela 8). A biomassa seca das folhas apresentou as maiores médias para todos os niveis de
deficiéncia hidrica coinoculados com A. brasilense + B. japonicum. A coinoculacdo reportou
as maiores médias de biomassa seca do caule para os niveis de deficiéncia hidrica controle e
moderada. A coinoculagdo reportou 0 menor acumulo de biomassa seca das vagens (Tabela
8).

Os maiores acumulos de biomassa seca das raizes, biomassa seca da parte aérea e
biomassa seca total, submetidas ao nivel de deficiéncia hidrica severa, foram observados nas
plantas de soja coinoculadas com B. japonicum + A. brasilense, e inoculadas com A.
brasilense (Tabela 8). O crescimento da planta é fungdo da producdo e da distribuicdo de
biomassa seca ao longo do ciclo de desenvolvimento (SALISBURY; ROSS, 2012).

Segundo Dobbelaere e Okon (2007), as bactérias diazotroficas oferecem beneficios
como a producdo de fitohormdnios, dentre eles as auxinas. Com a biossintese das auxinas
ocorre a divisdo e o crescimento celular, aumentando a capacidade de absorcdo de agua e
nutrientes; todos esses beneficios proporcionados pelas auxinas que ird refletir nos

assimilados produzidos e translocados para os diferentes 6rgaos das plantas.
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Tabela 8. Efeito da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirilum
brasilense de forma isolada ou combinada e dos niveis de deficiéncia hidrica na biomassa
seca das folhas (BSF), das vagens (BSV), do caule (BSC), das estruturas reprodutivas
(BSER), das raizes (BSR), da parte aérea (BSPA) e biomassa seca total (BST) plantas de soja
[Glycine max (L.) Merrill., cv. 5D 615RR] ap6s 18 dias de exposi¢édo das plantas a deficiéncia
hidrica. UEMS, Cassilandia-MS, 2017

Nivel de deficiéncia hidrica

Inoculacdo das sementes Controle Moderado Severo Média
(100% cc) (50% cc) (25% cc)
Biomassa seca das folhas (g/planta)*
Controle 4,85 bA 2,89 cB 2,30 bC 3,35
B. japonicum 472 bA 3,81 aB 2,50 abC 3,68
A. brasilense 3,97 cA 3,30 bB 2,72 aC 3,33
B. japonicum + A. brasilense 5,28 aA 4,13 aB 2,79aC 4,06
Média 4,70 3,53 2,58
Biomassa seca das vagens (g/planta)*
Controle 3,03 1,57 0,66 1,75a
B. japonicum 3,33 1,49 0,36 1,73 a
A. brasilense 3,07 1,36 0,50 1,65a
B. japonicum + A. brasilense 2,96 1,24 0,33 152 b
Média 3,10A 142B 0,47C
Biomassa seca do caule (g/planta)
Controle 5,82 bA 3,85¢cB 3,43 bB 4,37
B. japonicum 5,38 cCA 4,80 aB 3,50 bC 4,56
A. brasilense 4,74 dA 4,36 bAB 4,10 aB 4,40
B. japonicum + A. brasilense 6,38 aA 5,13 aB 3,86 abC 5,13
Média 5,58 4,53 3,72
Biomassa seca das raizes (g/planta)
Controle 5,94 aA 3,99 aB 3,11 bC 4,34
B. japonicum 4,80 bA 3,74 aB 3,13 bC 3,89
A. brasilense 4,80 bA 4,04 aB 3,83 aB 4,22
B. japonicum + A. brasilense 5,09 bA 3,83 aB 3,70 aB 4,21
Média 5,16 3,90 3,44
Biomassa seca da parte aérea (g/planta)*
Controle 13,70 abA 8,30 bB 6,40 bC 9,47
B. japonicum 13,43 bA 10,10 aB 6,38 bC 9,96
A. brasilense 11,80 cA 9,02 bB 7,33 aC 9,38
B. japonicum + A. brasilense 14,62 aA 10,51 aB 6,79 abC 10,70
Média 13,39 9,48 6,77
Biomassa seca total (g/planta)™

Controle 19,64 aA 12,30 cB 9,51 bC 13,81
B. japonicum 18,23 bA 13,85 abB 9,50 bC 13,87
A. brasilense 16,60 cA 13,06 bcB 11,16 aC 13,60
B. japonicum + A. brasilense 19,71 aA 14,33 aB 10,70 aC 14,91
Média 18,55 13,39 10,21

Média seguida pela mesma letra maitscula na linha, e letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t

(LSD) ao nivel de 5% de probabilidade. *Dados originais.
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Braccini et al. (2016) e Bulegon et al. (2016) apresentaram resultados que
corroboram com o presente trabalho, em que a coinoculagdo com B. japonicum + A.
brasilense proporcionou maior acumulo de biomassa seca da parte aérea. Segundo Barassi et
al. (2008), o Azospirillum beneficia a producdo de fitohormdnios nos vegetais, e dentre as
respostas fotossintéticas tem-se a producdo de biomassa. Libdrio et al. (2015) ndo observaram
diferenca significativa na massa seca da parte aérea, ao avaliar os efeitos da coinocula¢do na
nodulacdo e no crescimento das plantas de soja, associadas a adubacdo nitrogenada e
micronutrientes nas sementes; porém para a massa seca das raizes obteve aumento nas plantas

coinoculadas.

2.4. Conclusoes

A inoculagdo das sementes com A. brasiliense de forma isolada ndo amenizou o
efeito negativo da deficiéncia hidrica nas plantas de soja.

A inoculacdo das sementes de soja com Bradyrhizobium japonicum e Azospirilum
brasilense de forma isolada ou combinada nédo alterou o contetdo relativo de dgua (CRA) das
folhas de soja.

A inoculagdo com B. japonicum se mostrou eficiente para melhorar a altura de plantas,
0 nimero de vagens e a biomassa seca das vagens.

Em condices de deficiéncia hidrica moderada a inoculacdo das sementes com B.

japonicum melhou a nodulacgéo das raizes de soja.
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Apéndice 1. Detalhe da operacdo de semeadura do cultivar de soja 5D615 RR. Foram

semeadas 8 sementes por vasos e ap0s o0 desbate foram deixadas duas plantas.
UEMS/Cassilandia, 2017.

b . b k. &
Apéndice 2. llustracdo das operagdes para a coleta dos discos foliares de soja cv. 5D615 RR,
as avaliagdes foram realizadas entre as 4:30 e 5:30 horas da manha (pre-dawn).
UEMS/Cassilandia, 2017.
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Apéndice 3. IIustro dos discos foliares acondicionados em placas de petry com &gua
destilada para a obtencdo da massa turgida, apés 6 hs de imersdo. UEMS/Cassilandia, 2017.

Apéndice 4. Visio geral do experimento dentro da casa-de-vegetacdo climatizada.
UEMS/Cassilandia, 2017.
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Apéndice 5. Detalhe do crescimento as plantas de soja cv. 5D 615 RR cultivada com 100%
(controle), 50% (estresse moderado) e 25% (estresse severo) da capacidade de retencdo de
agua do solo por 18 dias. UEMS/Cassilandia, 2017.



