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RESUMO

FERRANDO, A. A. L. Avaliacao de estirpes de Azospirillum sob diferentes formas de co-
inoculacdo na cultura da soja. Orientador: Prof. Dr. Eduardo Favero Caires. Coorientador:
Prof. Dr. Rafael Mazer Etto. Ponta Grossa, 2026. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2026.

De acordo com as Nagdes Unidas, em 2080, a populagdo do planeta estard acima dos 10,3
bilhdes de pessoas. As bactérias promotoras do crescimento vegetal sdo capazes de fixar
nitrogénio simbioticamente, produzir fitohormonios, incrementar o crescimento radicular e
reduzir estresses, aumentando a sustentabilidade produtiva. A pratica da co-inoculagdo na soja,
composta pela aplicagdo das bactérias de Bradyrhizobium, formadora de nddulos, e
Azospirillum, produtora de 4acido indol-3-acético (AIA) e fixadora de nitrogénio, ¢ uma técnica
que pode resultar em economia de fertilizantes, melhora do ambiente produtivo,
desenvolvimento de raizes e ganhos em produtividade de graos de soja. Existem diferencas no
desempenho entre estirpes de Azospirillum em fungdo dos métodos de co-inoculagdo. Este
trabalho objetivou avaliar, ao longo do desenvolvimento da cultura da soja, diferentes formas
de co-inocular trés estirpes de Azospirillum, AbVS5 (inoculante comercial comum do Brasil),
HMO053 (mutante excretor de NH4") e Az39 (estirpe com carater endofitico), sendo os métodos
de aplicagdo via semente, solo e foliar. Verificou-se a promogao de crescimento vegetal e seu
efeito em parametros biométricos de soja. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao
da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os tratamentos foram organizados em blocos
casualizados, em esquema fatorial duplo 3%3 com trés repeticdes. O primeiro fator foi
caracterizado pelas estirpes de Azospirillum (AbV5, HM053 e Az39). O segundo fator foram
as formas de co-inoculagdo (semente, solo e foliar). A aplicacdo isolada de Bradyrhizobium
diazoefficiens (SEMIA 5080) na semente e as plantas ndo inoculadas compuseram os controles.
A co-inocula¢ao via semente foi realizada no momento da semeadura. As co-inoculagdes via
solo e foliar foram realizadas entre os estadios fenoldgicos V3/V4 da cultura. As variaveis
resposta coletadas foram submetidas a andlise de varidncia e testes de comparagdo de médias
por Tukey e Dunnett (p<0,05), usando software RStudio (Windows 4.3.2). A partir do estadio
V5, na terceira amostragem, os efeitos das co-inoculacdes passaram a apresentar mais dados
significativos. Na quinta e Ultima amostragem (estddio RS5) observou-se interagcdo entre os
fatores. Em massa seca radicular, a estirpe AbVS5 aplicada via solo e HMO053 via semente
apresentaram-se superiores em 44% em relacdo a inoculagdo convencional (apenas
Bradyrhizobium). Na anélise de massa fresca por nédulo, novamente AbV5 via solo e HM053
via semente foram superiores ao controle ndo inoculado, incrementando 36% e 29%,
respectivamente. Quando se avaliou a massa seca de vagens, as aplicacdes de HMO053 e AbV5
via semente apresentaram melhores resultados que os controles, o que pode representar ganhos
no desempenho da cultura. As estirpes AbV5 e HMO053 tiveram melhor desempenho nos
métodos de co-inoculagdo via semente e/ou solo, a depender da variavel. Az39 apresentou
resultados semelhantes entre as formas de co-inoculacdo, porém com superioridade em relagao
as outras estirpes na co-inoculagao via foliar.

Palavras-chave: Glycine max, fixacdo biologica de nitrogénio, bactérias promotoras do
crescimento vegetal, co-inoculagdo, sustentabilidade.



ABSTRACT

FERRANDO, A. A. L. Evaluation of Azospirillum strains under different co-inoculation
methods in soybean cultivation. Advisor: Prof. Dr. Eduardo Favero Caires. Co-advisor: Prof.
Dr. Rafael Mazer Etto. Ponta Grossa, 2026. Undergraduate Thesis — State University of Ponta
Grossa, 2026.

According to the United Nations, by 2080 the world population is expected to exceed 10.3
billion people. Plant growth-promoting bacteria are capable of fixing nitrogen symbiotically,
producing phytohormones, enhancing root growth, and reducing stress, thereby increasing
production sustainability. The practice of co-inoculation in soybean, consisting of the
application of Bradyrhizobium, a nodule-forming bacterium, and Azospirillum, which produces
indole-3-acetic acid (IAA) and fixes nitrogen, is a technique that can result in fertilizer savings,
improved production environments, enhanced root development, and increased soybean grain
yield. There are differences in performance among Azospirillum strains depending on the co-
inoculation method. This study aimed to evaluate, throughout soybean development, different
methods of co-inoculating three Azospirillum strains: AbVS5 (a common commercial inoculant
in Brazil), HM053 (an ammonium-excreting mutant), and Az39 (a strain with endophytic
characteristics), applied via seed, soil, and foliar methods. Plant growth promotion and its
effects on soybean biometric parameters were assessed. The experiment was conducted in a
greenhouse at the State University of Ponta Grossa. Treatments were arranged in a randomized
block design in a 3 x 3 factorial scheme with three replications. The first factor consisted of the
Azospirillum strains (AbV5, HMO053, and Az39), and the second factor comprised the co-
inoculation methods (seed, soil, and foliar). The isolated application of Bradyrhizobium
diazoefficiens (SEMIA 5080) to seeds and non-inoculated plants were used as controls. Seed
co-inoculation was performed at sowing, while soil and foliar co-inoculations were carried out
between the V3 and V4 phenological stages of the crop. The collected response variables were
subjected to analysis of variance and mean comparison tests using Tukey and Dunnett (p <
0.05), with the aid of RStudio software (Windows 4.3.2). From the V5 stage, in the third
sampling, the effects of co-inoculation began to show more significant results. In the fifth and
final sampling (R5 stage), an interaction between factors was observed. For root dry mass, the
AbVS5 strain applied via soil and HMO053 via seed showed a 44% increase compared to
conventional inoculation (only Bradyrhizobium). In the analysis of fresh mass per nodule,
AbVS5 via soil and HMO053 via seed were again superior to the non-inoculated control,
increasing values by 36% and 29%, respectively. When pod dry mass was evaluated, HM053
and AbVS5 applied via seed showed better results than the controls, which may indicate gains in
crop performance. The AbV5 and HMO053 strains performed better in seed and/or soil co-
inoculation methods, depending on the variable analyzed. Az39 showed similar results across
co-inoculation methods, but was superior to the other strains when applied via foliar co-
inoculation.

Keywords: Glycine max, biological nitrogen fixation, plant growth-promoting bacteria, co-
inoculation, sustainability.
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1 INTRODUCAO

De acordo com estimativas, a populagdo mundial em janeiro de 2025 estava na casa
de 8,09 bilhdes de individuos. Segundo dados da ONU (Organizagdo das Nagdes Unidas) para
a década de 2080, a quantidade de pessoas no mundo serd aproximadamente de 10,3 bilhdes,
uma vez que a taxa atual de nascimentos ¢ quase duas vezes superior a taxa de obitos por dia
(UN World Population Prospects, 2024), e somente a partir de entdo a populagdo comecara a
declinar.

Tendo em vista o aumento populacional, a cada dia que avancamos, a demanda por
agua e principalmente por alimentos cresce significativamente. Por esse fato, a producao
agricola deve ser ampliada focando essencialmente no aumento da produtividade e
sustentabilidade (Benke; Tomkins, 2017), uma vez que a quantidade de terras araveis no mundo
ndo tende a aumentar significativamente nos proximos anos, por conta da minimizagdo do
avango sobre a fronteira agricola (Saath; Fachinello, 2018).

O Brasil ¢ um dos paises que mais produz alimentos em todo o mundo, principalmente
graos, como milho, soja, arroz e feijao. A soja detém uma grande participagdo na quantidade de
graos produzida pelo pais. Estimativas do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) evidenciam uma nova safra recorde de soja no Brasil em 2025/2026, com a produgao
de mais de 175 milhdes de toneladas do grao.

O fato de o Brasil cultivar e colher safras recordes ano apos ano se deve as boas praticas
culturais e as tecnologias empregadas no pais. Alguns exemplos dessas praticas sdo a
consolidacdo do sistema plantio direto (Alves, Boddey, Urquiaga, 2003; Caires et al., 2005), o
uso de cultivares produtivas e resistentes/tolerantes a doengas e pragas (Campbell; Sederoff,
1996) e o emprego de recursos que, de algum modo, tendem a favorecer as plantas, como o uso
de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV).

Dentro da gama de produtos bioldgicos, as BPCV tém ganhado cada vez mais espago
no mercado por conta dos beneficios que elas trazem, como, por exemplo, a produgdo de
fitohormonios, fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN), maior tolerancia ao estresse hidrico e
solubilizacao de nutrientes, além da redugdo de custos nas lavouras (Telles; Nogueira; Hungria,
2023). O nitrogénio (N) ¢ um dos nutrientes mais importantes para as plantas, responsavel pela
formacdo de aminoécidos, proteinas, enzimas, clorofila, acidos nucleicos, vitaminas e
metabdlitos secundarios, sendo de extrema relevancia para a fotossintese e incorporacdo de

biomassa (Taiz et al., 2017), resultando em maior produtividade das culturas.



Segundo Hungria, Campo e Mendes (2001), sdo requeridos cerca de 80 kg de N para
produzir 1000 kg de graos de soja. No entanto, essa alta quantidade de N pode ser suprida por
bactérias do género Bradyrhizobium, capazes de associar-se com as plantas de soja formando
nddulos, estruturas onde as bactérias trocam N atmosférico (N2) convertido a amonia (NH3) por
compostos carbdnicos fornecidos pelas plantas, em um processo simbidtico denominado FBN
(Burris, 1974).

A partir de 2013, a tecnologia da co-inoculagao passou a ser recomendada no Brasil
pela Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) (Hungria; Nogueira; Aragjo,
2013). A co-inoculagdo na cultura da soja consiste em aplicar, conjuntamente com o
Bradyrhizobium, bactérias do género Azospirillum em soja. O Azospirillum também pode fixar
No, porém sem formar nodulos; no entanto, pode atenuar estresses das plantas pela estimulacao
de fitohormdnios, como o AIA (acido indol-3-acético), ligado ao maior crescimento radicular,
reduzindo efeitos do déficit hidrico (Nievas et al., 2023). Por esses motivos, a co-inoculagio
tende a resultar em aumentos significativos na produtividade da soja em relagdo a inoculagdo
apenas com Bradyrhizobium, frequentemente resultando em incrementos médios de 8 a 15%
em ensaios de campo (Hungria; Nogueira; Aragjo, 2013, 2015), evidenciando sinergismo entre
as duas espécies.

Atecnologia da co-inoculagdo traz varios beneficios para a cultura da soja. No entanto,
existe uma diversidade de estirpes bacterianas de Azospirillum que podem ser utilizadas na
agricultura, além de varios métodos de se realizar a inoculagao de bactérias, como via semente,
sulco, solo ou foliar. Deste modo, pouco se sabe sobre o efeito e a eficiéncia de cada forma de
co-inoculacdo relacionada a diferentes estirpes de Azospirillum que podem apresentar respostas
distintas entre os métodos (Hungria; Nogueira; Aratjo, 2013, 2015; Puente et al., 2019).
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos de trés diferentes formas de
co-inoculacao de Azospirillum na soja, sendo as aplicagdes via semente, solo e foliar, associadas
a trés distintas estirpes de Azospirillum: AbV5 (referéncia de inoculante comercial), HM053
(mutante excretor de NH4") € Az39 (estirpe de comportamento endofitico), avaliando as plantas

em cinco estadios de desenvolvimento ao longo do ciclo da cultura em casa de vegetacgao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max L.) é uma planta pertencente a familia Fabaceae (anteriormente
Leguminosae), sendo caracterizada como herbacea e eudicotiledonea, possuindo um sistema
radicular pivotante. Quanto ao metabolismo, sdo plantas que realizam o ciclo fotossintético Cs,
ou seja, incorporam didxido de carbono (CO3) pelo Ciclo de Calvin-Benson, sendo o primeiro
composto estavel da fotossintese o 3-fosfoglicerato (3-PGA) (Wang; Peterson; Brutnell, 2011).

Para a realizagdo do ciclo C;3 de fixacdo de carbono, a planta necessita de uma alta
quantidade de nitrogénio para formar as proteinas e enzimas participantes, em especial a enzima
RuBisCo (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase), que ¢ a principal responsavel pela
incorporacao do carbono durante a fotossintese (Kerbauy, 2008). A soja também possui um
curto ciclo para produgao, em média 130 dias, o que contribui no Brasil com diversas vantagens,
como a possibilidade da producdo de multiplas safras anuais, com diferentes culturas, em uma
mesma area (CONAB, 2026).

No mundo, a soja ¢ uma das mais importantes culturas em relagdo a economia (Costa
Neto et al., 2000), sendo também a principal commodity produzida no Brasil. Na safra
2025/2026, estima-se que o pais cultivou aproximadamente 48,43 milhdes de hectares do grao,
obtendo uma produgao total de 178 milhdes de toneladas, correspondendo a uma produtividade
de cerca de 3680 kg ha! (CONAB, 2026). O cultivo deste grio se torna tio importante pelos
seus diversos usos, sendo algumas finalidades a alimentagdo humana e animal, a producao de
6leo vegetal, biodiesel e vernizes.

A CONAB, no ano de 2026, estima que o Parana deve ser o terceiro maior produtor de
soja do Brasil, com uma produtividade de cerca de 3780 kg ha™!, um pouco superior a média do
pais. No entanto, apesar das cultivares atuais possuirem um alto potencial produtivo, este muitas
vezes ndo pode ser alcancado devido a fatores externos as plantas como, por exemplo, periodos
de estresse hidrico, problemas fitossanitarios ou baixa disponibilidade de nutrientes no solo
(Lanna et al., 2021).

Os programas de melhoramento genético no Brasil e no mundo, hd muito tempo, t€ém
buscado inovagdes na producdo de cultivares de soja e possibilitaram a atribui¢do de diversas
caracteristicas importantes as plantas. Sdo exemplos de caracteristicas visadas: maior extragao

de nutrientes do solo, maior nimero de vagens, maior nimero de graos por vagem, maior
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resisténcia a pragas, doencas e herbicidas, modificacdes no ciclo da cultura, tolerancia a
estresses abioticos, entre outros (Kiihl; Garcia, 1989; Joshi, 1999; Lin et al., 2022).

E importante salientar que a soja, assim como varias plantas, pode interagir com
microrganismos mitigadores de estresses ou simbidticos. Esses microbios podem estar ligados
a diversas estratégias de controle a adversidades, como por exemplo, alteragdo de taxas
hormonais, alteracdo na morfologia radicular ou da parte aérea da planta, sintese de enzimas
antioxidantes, producdo de biofilme, disponibiliza¢do de nutrientes e alteracao no status hidrico

(Lanna et al., 2021), o que pode auxiliar as plantas a alcangarem maior produtividade.

2.2 EXIGENCIA NUTRICIONAL E FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A soja possui alta demanda em macronutrientes como enxoftre (S) (Sfredo; Lantmann,
2007), potassio (K) (Oliveira; Carmello; Mascarenhas, 2001) e, principalmente, N (Hungria;
Mendes, 2015), para atingir uma elevada produgdo. O S atua na formacdo de aminoacidos,
como cisteina e metionina, participando estruturalmente da composicao de todas as proteinas e
enzimas, sendo de extrema importancia para a soja (Sfredo; Lantmann, 2007; Taiz et al., 2017).
O K ¢ o segundo nutriente mais exportado pela soja, participando da regulagdo osmotica das
plantas e de varios processos enzimaticos (Taiz et al., 2017).

O N ¢ o elemento essencial mais requerido pela soja, sendo componente de
aminoacidos, proteinas, da propria clorofila e dos acidos nucleicos, como DNA e RNA (Taiz et
al., 2017). A FBN tem grande importancia para a cultura, podendo ser responsavel pela maior
parte do suprimento do N requerido pela soja (Hungria; Campo; Mendes, 2001).

O micronutriente molibdénio (Mo) também ¢ requerido para a FBN (Campo; Albino;
Hungria, 2000). O Mo, apesar de ser encontrado em concentragdes extremamente baixas na
matéria seca das plantas (Epstein; Bloom, 2005), ¢ um componente de grande importancia no
ciclo do N. Ele faz parte da enzima nitrato redutase, a qual catalisa a rea¢do responsavel por
reduzir nitrato a nitrito, durante a assimilagao do N (Taiz et al., 2017). Além disso, 0 Mo ¢ um
componente da molibdénio-ferro proteina (MoFe-proteina), a qual constitui uma parte do
complexo da enzima nitrogenase em microrganismos, responsavel por reduzir o N> a NH3
(Kerbauy, 2008), disponibilizando-a a planta por meio de uma simbiose.

O Co, por sua vez, ¢ um elemento benéfico que também participa ativamente da FBN
(Campo; Albino; Hungria, 2000). E considerado benéfico pelo fato de ndo estar envolvido
diretamente na estrutura ou no metabolismo vital da planta (Taiz et al., 2017), no entanto, o Co

¢ parte da cobalamina, componente de enzimas em microrganismos fixadores de N. A
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cobalamina ¢ precursora da leg-hemoglobina, uma das proteinas mais abundantes nos nédulos
formados por rizobios, a qual lhes confere coloragdao avermelhada (Pedrosa et al., 1970). A leg-
hemoglobina ¢ responsavel por armazenar o oxigénio (O2) e transporta-lo para a manutencao
da respiragdo das bactérias nos nodulos, evitando que ocorra uma alta concentracao de O> na
estrutura, de modo a desviar elétrons e a inativar permanentemente o complexo nitrogenase

(Kerbauy, 2008).

2.3 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

Existem varios microrganismos do solo que podem causar diversos efeitos nas plantas,
os quais vém sendo muito explorados em pesquisas. Os microbios podem ser classificados de
acordo com o seu tipo de interagdo com as plantas, como a interacao endofitica, simbidtica ou
associativa (Chatterjee et al., 2019). Cada tipo de associacao depende do nivel de proximidade
e coevolucao dos microrganismos junto as plantas, sendo que essas interagdes podem ser tanto
benéficas quanto maléficas, e, portanto, no caso de bactérias benéficas, estas podem ser
chamadas de BPCV (Lanna et al., 2021).

Os microrganismos denominados de endofiticos sdo capazes de penetrar e viver dentro
dos tecidos das plantas, como nas raizes, folhas, caule ou frutos, dentro do apoplasto (espagos
intercelulares e vasos de xilema) (Mercado-Blanco, 2014). Os simbidticos podem viver ainda
em maior associacao ao hospedeiro, como por exemplo as bactérias do género Bradyrhizobium,
as quais sdo responsaveis pela formagdo de estruturas especializadas em plantas de soja, os
nddulos, onde ocorre a FBN (Lanna et al., 2021). Os microrganismos associativos podem viver
livremente no ambiente ou associados a superficie das raizes, geralmente onde realizam a
interacao com a planta, podendo controlar patdgenos ou fixar N» e liberar fitohormdnios (Lanna
etal.,2021), como no caso de bactérias do género Azospirillum, em que em sua maior parte sao
associativas, sendo muito utilizadas na inoculagdo de milho e trigo (Fukami ef al., 2016) e na

co-inoculacdo de plantas de soja (Hungria; Nogueira; Araujo, 2013).

2.3.1 Género Bradyrhizobium

As bactérias do género Bradyrhizobium fazem parte da familia Nitrobacteriaceae,
ordem Hyphomicrobiales, classe Alphaproteobacteria e filo Pseudomonadota. Pertencem
também a um grupo de bactérias comumente chamadas de rizobios (James, 2000), as quais sdo

capazes de realizar simbiose com plantas da familia Fabaceae. Elas sdo reconhecidas



13

especialmente pela formagao de nodulos nas raizes das plantas, sendo importantes para a cultura
da soja em fun¢ao da FBN. O Brasil utiliza linhagens de elite na inoculagdo de Bradyrhizobium
para FBN na soja, capazes de suprir a demanda de N da planta, sendo principalmente estirpes
das espécies de Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium
diazoefficiens (Hungria et al., 2005; Rodrigues et al., 2020).

Os nddulos sdo orgaos modificados e especializados, os quais sdo criados pela planta
hospedeira de forma induzida pelas bactérias fixadoras de N, para envolvé-las no seu interior
(Taiz et al., 2017). No nddulo, ocorre a regulaciao dos gases que adentram o 6rgao, mantendo-
se, principalmente, uma concentracdo praticamente anaerobia, pelo fato do O» ser capaz de
inativar completamente o sistema simbidtico por ser um grande aceptor de elétrons, podendo
interferir diretamente na FBN (Kerbauy, 2008).

Uma concentracdo minima de Oz no nodulo ¢ essencial a respiragao das bactérias
fixadoras, as quais mantém altas taxas de respiracao pela grande demanda energética necessaria
a FBN. Portanto, a proteina férrica leg-hemoglobina funciona como uma carreadora de O; para
os rizobios. Essa proteina estd presente no citoplasma das células infectadas dos nédulos e
apresenta elevada afinidade pelo O, sendo inferior apenas a afinidade do citocromo ¢ oxidase
das bactérias, proteina essencial para a respiracdo celular e a producdo de energia. Assim ¢
possivel manter concentragdes extremamente baixas de Oz nos nodulos, mantendo o
funcionamento da FBN (Kerbauy, 2008; Taiz et al., 2017; Costa et al., 2023).

Nos microrganismos diazotroficos (fixadores de N), a reagdo de fixagdo do N»
somente ¢ possivel pela catalizacdo realizada pelo complexo da enzima nitrogenase, a qual,
com um gasto de 16 ATP (adenosina trifosfato), 8 elétrons e 8 H (protons), consegue reduzir
uma molécula de N> a duas moléculas de NH3 (Kerbauy, 2008), ou seja, ocorre um enorme
gasto energético para a fixagao de N». A producao do NH3 € uma reacao exergonica, no entanto
possui uma altissima energia de ativacao pela grande estabilidade da ligagao tripla do N», o que
limita a velocidade da reagao (Taiz et al., 2017).

A simbiose planta-bactéria ocorre em varios passos. A planta percebe que o solo possui
quantidades limitantes de N, e, portanto, inicia uma elaborada sinalizagdo, em busca de recrutar
diazotrofos para realizar a FBN. A exsudacao de compostos organicos pelas raizes das plantas,
principalmente flavonoides, tende a estimular a migracdo dos rizobios para a rizosfera
(Kerbauy, 2008). Além disso, os flavonoides induzem a expressdo dos genes nod no rizobio, os
quais codificam enzimas envolvidas na sintese dos fatores Nod, moléculas sinalizadoras

essenciais para o estabelecimento da simbiose.
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Cada espécie da familia Fabaceae responde a um fator Nod em especifico (vindo de
um rizobio especifico), sendo que os seus receptores estdo localizados nos pelos radiculares
(Taiz et al., 2017). Uma vez ativados pelos fatores Nod, os receptores causam uma cascata de
sinalizacdes, resultando na expressdo de genes responsivos ao fator Nod, os quais resultam no
“enrolamento” da célula do pelo radicular, abrigando os rizdbios por meio da degradacao da
parede celular, fazendo com que as membranas plasmaticas das células vegetais entrem em
contato com os microrganismos (Kerbauy, 2008).

Apds esse englobamento, forma-se o chamado canal de infeccao, o qual ¢ ocupado
pelos rizébios e alonga-se até o cortex da raiz, onde ¢ formado o primordio nodular (Kerbauy,
2008). Os rizdbios sao liberados no citoplasma das células corticais, permanecendo circundados
pela membrana plasmatica da célula vegetal, passando, entdo, a serem chamados de
simbiossomos (Taiz et al., 2017). Essas bactérias no simbiossomo podem continuar a se dividir,
desde o inicio da infeccdo, até a emissdo de um sinal enviado pela planta hospedeira, quando
estas param de se multiplicar, e passam a ser reconhecidas como bacteroides, apresentando
modificagdes morfofisioldgicas, principalmente ligadas a formagao dos complexos para fixacao
de N> (Kerbauy, 2008).

O complexo sistema nitrogenase, pode ser dividido em duas estruturas, sendo uma Fe-
proteina (composta por duas subunidades idénticas) e uma MoFe-proteina (composta por quatro
subunidades). A Fe-proteina possui grupos ferro-enxofre. Ja a MoFe-proteina possui grupos
molibdénio-ferro-enxofre. Essas duas proteinas podem ser irreversivelmente inativadas por O»
livre. As duas participam das reacoes de oxirredu¢ao da FBN (Taiz et al., 2017).

No complexo da enzima nitrogenase, a ferrodoxina ¢ a doadora inicial de elétrons para
a redu¢do do N, transferindo-o para a Fe-proteina, que é responsavel por hidrolisar ATP e
reduzir a MoFe-proteina, que reage com N, e H', para a formagio de NH3. Essa rea¢io € lenta,
demorando cerca de 5 segundos por molécula de N> reduzida, logo, o bacteroide sintetiza uma
alta quantidade de nitrogenase para a obten¢ao de maiores quantidades de NH; (Kerbauy, 2008;
Taiz et al., 2017). O NH3 fixado deve ser rapidamente incorporado para evitar toxidez, sendo
adicionado a compostos de carbono, como ureideos, amidas e aminoacidos, os quais podem ser

translocados para as outras partes da planta (Taiz et al., 2017).

2.3.2 Género Azospirillum

Primeiramente classificado como Spirillum (Beijerinck, 1925), e depois reclassificado

como Azospirillum apdés a descoberta da capacidade de fixagdo de N (Tarrand; Krieg;
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Doébereiner, 1978), esse género de bactérias vem sendo diversamente estudado em pesquisas no
mundo. Estd inserido dentro da familia Azospirillaceae, ordem Rhodospirillales, classe
Alphaproteobacteria e filo Pseudomonadota (Oren; Garrity, 2021).

Virias espécies de Azospirillum ja foram encontradas e descritas, sendo as primeiras
0 Azospirillum brasilense e Azospirillum lipoferum (Tarrand; Krieg; Dobereiner, 1978), e entre
as ultimas catalogadas o Azospirillum argentinense (Ferreira et al., 2022) e o Azospirillum
isscasi (Wang et al., 2024). Esse género aparece comumente no mundo todo, sendo encontrado
principalmente no solo, proximos as raizes ou nos proprios o6rgaos das plantas (Baldani et al.,
1986).

O Azospirillum é conhecido por promover o crescimento vegetal de varias formas, as
quais grande parte ainda ndo possui seus mecanismos totalmente elucidados. Sabe-se que esse
género pode realizar a FBN, solubilizar fosfato, atuar no controle de patdgenos, proteger a
planta contra estresses pela estimulacdo de fitohormdnios, como auxinas (principalmente AIA),
citocinas, giberelinas (GA), atuar na redu¢do do etileno, entre outros (Cassan; Diaz-Zorita,
2016; Fukami; Cerezini; Hungria, 2018).

Hoje no Brasil, a maioria dos inoculantes utilizados na agricultura sdo elaborados a
partir de estirpes de 4. brasilense AbV5/AbV6, as quais apresentam versatilidade e estabilidade
quando testadas entre diferentes regides, possuindo desempenho consistente. J4, levando-se em
consideracdo a América Latina, a maioria dos inoculantes sdo a base da estirpe de A.
argentinense Az39, que anteriormente era classificada como 4. brasilense, antes da realizagao
de andlises fenotipicas e gendmicas mais completas sobre essa estirpe. Além disso, a estirpe
Az39 ¢ conhecida por apresentar cardter endofitico (Cassan et al., 2020; Maroniche et al.,
2024).

Uma outra estirpe de 4. brasilense que esta sendo introduzida no mercado brasileiro ¢
a HMO053, desenvolvida pela Universidade Federal do Parana (UFPR), um mutante espontaneo
da linhagem FP2. Essa estirpe possui uma mutagdo na enzima GS (glutamina sintetase), fazendo
com que a planta hospedeira ndo consiga regular a FBN da bactéria, resultando na excrecdo de
NH4" constitutivamente, deixando uma maior quantidade de N disponivel na raiz da planta
(Machado et al., 1991).

O A. brasilense vem sendo muito utilizado nas culturas de trigo e milho (Hungria,
2011; Fukami et al., 2016; Takahashi et al., 2024). No entanto, também tem sido utilizado na
co-inoculagdo com Bradyrhizobium na cultura da soja, podendo causar varios beneficios

(Hungria; Nogueira; Araujo, 2013; Chibeba et al., 2015; Araujo et al., 2025).
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2.4 CO-INOCULACAO

No Brasil, antes de 2013, era recomendada apenas a inoculacdo anual de
Bradyrhizobium nas lavouras de soja. A partir da safra 2013/2014 (Hungria; Nogueira; Araujo,
2013), a Embrapa comecou a indicar o uso da chamada co-inoculagdo, a qual consiste na
inoculacdo de Bradyrhizobium e Azospirillum brasilense em soja, sendo que as estirpes AbV5/6
ja eram utilizadas desde 2009 em milho, trigo e arroz (Hungria, 2011).

Como a FBN realizada pelo Azospirillum pode ser considerada de baixa eficiéncia
quanto comparada a realizada por Bradyrhizobium (Prando et al., 2022), essas bactérias contam
com outros beneficios também importantes para as plantas, principalmente a biossintese de
fitohormonios, os quais podem induzir maior crescimento radicular e resisténcia a doencas e a
estresses (Hungria; Nogueira; Araujo, 2013). Ha relatos que a co-inoculagdo resulta na maior
nodulagdo das plantas leguminosas, sendo descrito tanto em soja (Hungria; Nogueira; Araujo,
2013), quanto em feijao (Burdman; Kigel; Okon, 1997), grao-de-bico (Hamaoui ef al., 2001) e
lentilhas (Kumar; Chandra, 2008). Além disso, essa maior nodulagdo também pode resultar em
um maior teor de N na parte aérea (Hungria; Nogueira; Araujo, 2013), maior produtividade ou
melhor qualidade de graos (Askary et al., 2009).

A estimulacdo de maior crescimento radicular, além de favorecer a maior criagao de
nddulos, pode aumentar o volume de solo explorado pelas raizes, melhorando a absor¢do de
agua e nutrientes (Rondina et al., 2020). Por esses motivos, o Azospirillum tende a promover o
crescimento vegetal por diversos mecanismos.

Quando as plantas sdo co-inoculadas com Bradyrhizobium e Azospirillum, elas tendem
a apresentar maior nodulacdo e de forma mais precoce (Chibeba et al., 2015), o que pode
resultar em melhor arquitetura das plantas, beneficios econdmicos, ambientais € ganho na
produtividade quando comparada a de plantas ndo inoculadas ou inoculadas apenas com
Bradyrhizobium (Hungria; Nogueira; Araujo, 2013). Desse modo, segundo dados da Embrapa
de 2024, neste ano, a co-inoculacdo proporcionou um acréscimo médio de 258 kg ha™! na
produtividade de grios, retirando-se o custo do inoculante (R$ 25,65 ha) e considerando o
valor médio da saca de 60 kg no Parana para o periodo (R$ 105,72), o retorno obtido com a co-

inocula¢do pode ser em torno de R$ 400 ha! (Prando et al., 2024).



17

2.5 METODOS DE CO-INOCULACAO NA SOJA

Existem varios tipos e formas de realizar a co-inoculagao de BPCV nas plantas de soja,
o que pode resultar em diferentes resultados em pesquisas com uso de inoculantes (Barbosa et
al., 2021; Brignoli et al., 2023). Pode-se ainda variar a dose e até mesmo a época de aplicacao
(Takahashi et al., 2024).

A inoculagdo, portanto, deve ser feita buscando a melhor proximidade que favorega o
reconhecimento da BPCV pela planta em questdo, aumentando a eficiéncia do inoculante
(Lopes; Dias-Filho; Gurgel, 2021). Uma primeira forma de inoculac¢do, ¢ muito comum, pode
ser a via semente, seja aplicando uma dose conhecida do inoculo diretamente a elas, na forma
de turfa ou liquida, ou ainda, imergindo as sementes no inoculante por um determinado tempo
(L1 et al., 2019). Esse método apresenta um contato mais direto do inoculante com a planta
hospedeira e infeccdo precoce, porém, o uso de fungicidas e inseticidas em tratamentos de
sementes pode reduzir a viabilidade bacteriana, interferindo diretamente na populacdo que deve
conseguir realizar a simbiose ou associagdo (Takahashi et al., 2022).

Um segundo método de inoculacdo pode ser descrito como a inoculagdo via solo, a
campo realizada sobre o sulco de semeadura ou por pulverizagdo sobre o solo, cujo objetivo €
reduzir o contato das BPCV com produtos utilizados no tratamento de sementes. No entanto,
esse método requer o uso de implementos especificos para a aplicacdo, maior cuidado com a
limpeza dos maquindrios e, geralmente, a utilizagdo de doses mais elevadas de inoculante
(Hungria; Nogueira; Araujo, 2013; Fukami et al., 2016).

Uma terceira forma de inoculagdo ¢ a aplicagdo de microrganismos via foliar, mais
comumente empregada no controle bioldgico de pragas e doengas de parte aérea (Garrido-
Jurado et al., 2017). Essa inoculagao foliar pode ser favorecida por bactérias que tenham
comportamento endofitico ou que possam ser translocadas pelo interior da planta (Puente ef al.,
2019; Takahashi et al., 2024). No entanto, as BPCV fixadoras de N> como Bradyrhizobium e
Azospirillum ndo sdo comumente aplicadas via foliar em lavouras no Brasil.

Em soja, a co-inoculagdo pode ser realizada em diferentes arranjos, como por exemplo,
a inoculacdo de Bradyrhizobium via semente € a co-inoculacdo com Azospirillum via solo ou
foliar, ou ainda, a co-inoculagdo de Bradyrhizobium e Azospirillum conjuntamente via semente.
Todavia, a real eficacia de cada tipo de co-inoculagdo, associada principalmente a diferentes

estirpes de Azospirillum, ainda ndo foi totalmente elucidada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a promog¢do de crescimento da soja proporcionada por estirpes de

Azospirillum co-inoculadas via semente, foliar e solo sob ambiente protegido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o desempenho entre estirpes de Azospirillum e forma de co-inoculagdo em
soja;

Avaliar se ha efeito sinérgico ou competitivo entre Azospirillum e Bradyrhizobium e
sua influéncia na nodulagao;

Avaliar parametros biométricos da soja em diferentes momentos ao longo do ciclo da
cultura, incluindo altura de plantas, comprimento radicular, nimero de ndédulos e massa fresca

e seca da parte aérea e das raizes.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biologia Molecular Microbiana
(LABMOM) e em casa de vegetagdo do Centro de Pesquisas Avangadas para Tecnologias do
Agronegocio (CT-Agro) na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

4.1 PREPARO DOS INOCULANTES

As culturas contendo Bradyrhizobium diazoefficiens (CPAC 7 = SEMIA 5080) e as
estirpes de Azospirillum (AbVS5, HM053 e Az39) foram cultivadas em laboratorio em meio YM
(Yeast-Mannitol) (Vincent, 1970), e NFb-lactato (Machado, 1991), respectivamente.

Com objetivo de aplicar quantidades equivalentes de cada bactéria, as concentragdes
das culturas foram corrigidas no momento da inoculacao. Essa corre¢do foi baseada nas curvas
de crescimento bacteriano de cada estirpe, relacionadas com a densidade optica (DOgoo)
avaliada em espectrofotometro UV-VIS (Tecnal®) antes da inocula¢do. Cada cultura bacteriana
inoculada teve sua concentragdo verificada posteriormente pelos métodos de diluigdo seriada e
microgota (Miles; Misra; Irwin, 1938), em meio de cultura YMA (Yeast-Mannitol-Agar) para
Bradyrhizobium e RC para Azospirillum (Rodriguez Caceres, 1982).

Todos os tratamentos contendo Bradyrhizobium receberam aplicagdo via semente a
uma concentracdo final de 10° UFC semente™! (Hungria; Nogueira; Araujo, 2015). Para co-
inoculagdo dos tratamentos com Azospirillum via semente, solo e foliar foram aplicadas,
respectivamente, populagdes de 10° UFC semente™ (Garcia; Nogueira; Hungria, 2021), 10
UFC g'! de raiz junto a 4gua de irrigacio, e 10° UFC g'! de parte aérea (Takahashi ef al., 2024)

utilizando sprays manuais.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental estabelecido foi em blocos casualizados (DBC), com
trés repeticdes. Os tratamentos foram estruturados em esquema fatorial 3x3, composto por trés
estirpes de Azospirillum (AbV5, HMO053 e Az39) e trés formas de co-inoculagdo (semente, solo
e foliar), totalizando nove combinagdes fatoriais. Adicionalmente, foram incluidos dois
tratamentos adicionais, sendo a inoculagdo isolada de Bradyrhizobium (SEMIA 5080) via
semente, ¢ o controle ndo inoculado. Para os tratamentos com co-inoculac¢ao via semente foram

realizadas cinco amostragens, enquanto para os tratamentos via solo e foliar, foram realizadas
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trés amostragens. As estirpes de Azospirillum utilizadas foram: AbV5, HMO053 e Az39, e as

formas de co-inocula¢ao das bactérias foram: via semente, solo ¢ foliar.

4.3 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO

O solo utilizado no experimento foi coletado da camada de 0-10 cm de um Cambissolo
no municipio de Palmeira-PR, na Colonia Francesa, passando posteriormente por processos de
secagem e peneiramento. O solo foi misturado em 50% com areia lavada (v v'') e acondicionado
em vasos de 5 L para a conducdo do experimento. Amostras do solo foram encaminhadas para
analise quimica em laboratorio, antes e apds a mistura com areia (substrato). Os resultados das
analises estdo apresentados na Tabela 1. A granulometria do substrato também foi aferida,

resultando em 15% de argila, 5% de silte e 80% de areia.

Tabela 1 — Resultados das analises quimicas do solo utilizado no experimento, antes e apds a mistura com
areia

Amostra pH H+Al Al Ca Mg K SB CTC P (Mehlich) Cc MO v

mmol/dm? mg/dm? g/dm? %

Solo 5,9 254 0 464 251 6,3 77,8 103,2 87,3 18,9 32,5 75

Solo + Areia 5,6 228 0 28,6 122 32 440 66,8 53,6 142 245 66

Legenda: Capacidade de troca de cations (CTC), saturagdo de bases (V), carbono (C), matéria organica (MO).
Fonte: O autor.

Os vasos foram montados com 5,4 kg do substrato, tendo seus fundos cobertos com
recortes de papel Germitest, para evitar a perda de substrato através dos furos dos vasos. Testes
para estimar a capacidade de vaso e determinar a quantidade de 4gua que deveria ser irrigada,
ao longo do experimento, foram realizados previamente. Trés vasos aleatérios foram
selecionados, pesados e saturados com agua. Estes vasos foram recobertos superiormente com
plasticos, para evitar perda de agua por evaporacao, e tiveram livre drenagem durante trés dias.
Ap6s este periodo, a massa dos vasos foi aferida, determinando, entdo, a umidade gravimétrica

(Ug) na capacidade de vaso, conforme a equagao 1.

__ (Mu—Ms)
T Ms

Ug (1
Sendo, Mu a massa do substrato tmido e Ms a massa do substrato seco.
De modo a repor uma quantidade padrdo de agua ao longo do experimento, os vasos
foram irrigados com 60 a 70% da capacidade de vaso. Considerou-se a umidade gravimétrica

obtida na capacidade de vaso de 0,22 g de 4gua g de substrato.
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As sementes de soja utilizadas foram da cultivar Vénus (57K58RSF CE - Brasmax),
de habito de crescimento indeterminado e grupo de maturagdo 5.7. Dois dias antes da
semeadura, foi realizada a adubagio do solo, utilizando-se uma dose equivalente a 400 kg ha!
da féormula 0-20-20 (N-P,0Os-K>0), resultando na aplicacdo de 2 g do fertilizante por vaso.

Um dia antes da semeadura, o substrato foi irrigado até 70% da capacidade de vaso,
passando por um turno de rega de dois a trés dias, ao longo de todo o experimento. No dia
20/01/2025, em torno de uma hora antes da semeadura, foram aplicados Co € Mo nas sementes
(Campo; Albino; Hungria, 2000), a uma dose de 2 mL kg' de sementes (Grap Field Pro,
Agrocete). Cinco sementes foram semeadas por vaso, a uma profundidade de 2 cm.

A co-inoculagdo via semente foi procedida pipetando o inoculos diretamente nas
sementes. Foram aplicados 10 uL do B. diazoefficiens SEMIA 5080 a uma concentragao de
2,13 x 103 UFC mL™"! (2,13 x 10° UFC semente™), e 10 uL das estirpes de Azospirillum, AbV5,
HMO053 e Az39 a uma concentragio de 2,67 x 10’ UFC mL™, 1,10 x 10’ UFC mL! e 1,47 x 10’
UFC mL! (~10° UFC semente™!) respectivamente, de acordo com o delineamento experimental
estabelecido.

No momento em que as plantas encontravam-se entre os estadios V3/V4 (21 dias apos
a emergéncia - DAE) (Puente et al., 2019) foram realizadas as co-inoculag¢des via solo e foliar.
Para o célculo da concentragdo bacteriana para inoculacdo, coletaram-se cinco plantas
inoculadas apenas com Bradyrhizobium e utilizou-se a média da massa fresca de raiz (8,276 g)
para inoculagdo via solo e a média da massa fresca de parte aérea (7,036 g) para a inoculagao
via foliar. Para inoculagdo via solo, as bactérias foram aplicadas diluidas em 100 mL de agua
de irrigagdo, nas concentragdes de 4,80 x 10* UFC mL™, 3,70 x 10* UFC mL! e 5,33 x 10*
UFC mL™! para AbV5, HM053 e Az39, o que correspondeu a ~10°> UFC g! de massa fresca de
raiz.

Para inoculagdo via foliar, 2,5 mL dos in6culos foram pulverizados na parte aérea das
plantas, com auxilio de sprays manuais. O solo foi recoberto com camadas plasticas e papel
kraft para evitar a contaminacdo do solo com os inoculantes. As inoculagdes foram realizadas
ao final da tarde e os ventiladores da casa de vegetagao foram desligados antes das aplicagoes,
até o dia posterior pela manha. Para esta forma de inoculagdo, as concentracdes das bactérias
foram de 4,80 x 10° UFC mL!, 3,70 x 10° UFC mL" e 5,33 x 10° UFC mL™! para AbV5, HM053
e Az39, respectivamente, resultando na aplicagdo de populagdes em ~10° UFC g de massa
fresca de parte aérea.

Dois DAE, com o objetivo de ndo interferir no sistema radicular da plantula

selecionada, foi realizado o desbaste das plantulas, deixando apenas uma por vaso. O
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experimento foi conduzido até 63 DAE, quando se realizou a tltima amostragem das plantas.

O cronograma de execu¢do do experimento foi organizado, conforme demonstrado na Tabela

2.

Tabela 2 — Cronograma das atividades realizadas durante a execugdo do experimento
Janeiro/25 Fevereiro/25 Marg¢o/25
Descrigdo das atividades Semana

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Coleta do solo X
Montagem dos vasos X
Determinagao da
capacidade de vaso
Cultivo das bactérias X
Adubagio
Inoculagdo via semente
Semeadura
Desbaste das plantulas X
Inoculagéo via solo e
foliar
1* Amostragem X
2* Amostragem X
3* Amostragem X
4* Amostragem X
5* Amostragem X
Analises estatisticas X

Fonte: O autor.

o
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44 AVALIACOES E ANALISES BIOMETRICAS

Os tempos de amostragem das plantas foram: 7 DAE, 14 DAE, 28 DAE, 42 DAE e 63
DAE, nos estadios VC, V2, V5, R3 e R5 da cultura, respectivamente, como demonstrado na
Figura 1. No primeiro e segundo eventos de amostragem, foram avaliados o comprimento de
parte aérea (CPA) e radicular (CPR), a massa fresca de parte aérea (MFPA) e radicular (MFR),
e a massa seca de parte aérea (MSPA) e radicular (MSR). A partir do terceiro tempo de
amostragem, além dessas variaveis, foram avaliados também o ntimero de nodulos, a massa
fresca de nddulos e a massa fresca por ndodulo (NN, MFN e MF/N, respectivamente). Por fim,
no ultimo momento de amostragem, foram avaliados, adicionalmente, o numero de vagens e as
massas fresca e seca de vagens (NDV, MFV e MSV, respectivamente).

O CPA foi determinado com base na altura do ultimo né das plantas. Para a
determinagdo do CPR, as raizes foram cuidadosamente retiradas dos vasos, lavadas e separadas,
mensurando-se o comprimento da raiz principal. As massas frescas foram determinadas
imediatamente apos a coleta. As massas secas foram obtidas apds trés dias de secagem dos

tecidos em estufa a 60 °C. Todas as massas foram mensuradas em balanga analitica.
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Figura 1 — Estadios fenologicos da soja associados aos momentos de amostragem do experimento
{ Amostragens das inoculagoes via semente \
' 32 Amst Amostragens das inoculagoes via solo e foliar |
28 DAE
Inoculacdes via 42 Amst 52 Amst
solo e foliar 42 DAE 63 DAE
23 Amst
14 DAE
12 Amst o~ o
7 DAE | <, N gﬁkv %
e M) / &
DY, D V& N 4
= N S\ H\/S A f § [9
Inoculacoes v N 2 /o N }] AN} /% S
via semente A gV N\ L D\ & S

VE VC V2 V4 vs5 RN

Legenda: Amst — Amostragem. DAE — Dias apds emergéncia.
Fonte: Adaptado de Disner; Aires, 2025.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Ap6s a coleta dos dados biométricos, estes foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e testes de comparagao de médias por Tukey, para comparag@o entre os tratamentos
(Estirpe x M¢étodos de Inoculagdo), e Dunnett, para comparagdo dos tratamentos com o0s
controles. Em ambos os testes adotou-se o nivel de 5% de significancia, com auxilio do software
estatistico RStudio (versao Windows 4.3.2) e pacote ExpDes.pt (Ferreira; Cavalcanti; Nogueira,
2018). Quando o teste F indicou interagdo significativa entre os tratamentos, procedeu-se ao
desdobramento da interagdo. No caso da auséncia de interacdo significativa, foram avaliados

os efeitos simples de cada fator.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 IMPACTO DA INOCULACAO COM Azospirillum NA PROMOCAO DE
CRESCIMENTO VEGETAL

O experimento conduzido em casa de vegetagdo foi avaliado em cinco diferentes
estadios fenologicos da cultura da soja. As duas primeiras amostragens foram realizadas apenas
com as plantas que tiveram co-inoculagdo com Azospirillum via semente (e os controles sem
inoculacdo e com apenas Bradyrhizobium). A partir da terceira amostragem, com as co-
inoculagdes com Azospirillum via solo e foliar ja realizadas, as plantas dos tratamentos com

estes modos de inoculagdo também passaram a ser amostradas.

5.1.1 1* Amostragem (7 DAE — Estadio VC)

A primeira amostragem das plantas de soja realizada aos 7 DAE (estadio VC) nao
apresentou dados com diferenca estatistica significativa (Tabela 3). Sabe-se que as BPCV
dependem de uma soma de varios mecanismos que devem atuar em conjunto para produzir um
efeito significativo nas plantas (Bashan; Levanony, 1990; Bashan; Dubrovsky, 1996). No caso
do Azospirillum, alguns exemplos desses multiplos mecanismos sdo: a produgdo de
fitohormonios (AIA, GA, citocinas), FBN, produc¢do de 6xido nitrico (NO) que pode participar
de vias metabdlicas e sinalizagdo e alterar a arquitetura radicular, solubilizagdo de fosfato,
mitigacdo de estresses ambientais (déficit hidrico, salinidade, toxicidade por metais), controle
bioldgico, resisténcia induzida a patdgenos, entre outros (Bashan; De-Bashan, 2010). Deste
modo, o efeito causado nas plantas pela inoculacao de Azospirillum nao deve ocorrer de forma
imediata, mas vagarosamente ¢ de maneira cumulativa.

No inicio do desenvolvimento da cultura, as plantas contam com uma alta
concentragdo de reservas nos cotilédones, fornecendo muita energia para o crescimento inicial.
Além disso, para que os mecanismos de promocao de crescimento sejam desenvolvidos, as
bactérias precisam passar pelas fases de recrutamento pela planta, estabelecimento e
colonizagdo da rizosfera, o que pode ocorrer gradualmente e refletir em estadios fenologicos
mais avancados da cultura (Bashan; De-Bashan, 2010; Hungria et al., 2010). Assim, o efeito da
co-inoculagdo com Azospirillum via semente ndo foi evidenciado nos primeiros 7 DAE,

resultando em parametros biométricos equivalentes entre os tratamentos.
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Tabela 3 — Valores médios (+ desvio padrdo) de comprimento de parte aérea (CPA), comprimento radicular
(CPR), massa fresca de parte aérea (MFPA), massa fresca radicular (MFR), massa seca de parte
aérea (MSPA) e massa seca radicular (MSR) de soja sob efeito da co-inoculagdo via semente de
trés estirpes de Azospirillum (AbV5, HMO053 e Az39) aos 7 dias ap6s emergéncia (DAE)

CPA CPR MFPA MFR MSPA MSR

Estirpe Inoculagao

cm g mg

AbV5 Semente 11,87 +1,63 19,97+18,66 191+0,24 0,86+0,46 160,21 £23,81 37,68 + 18,77
HMO053 Semente 10,70+0,85 16,53 +8,85 1,69+0,06 0,81 +0,31 142,17+7,01 31,66+ 14,03

Az39  Semente 10,47+0,32 31,60+7,05 1,65+0,08 1,42+0,10 153,29 +3,44 59,13 £3,20

Bradyrhizobium 10,63 +1,95 1090+1,81 1,57+0,27 0,69 +0,07 12595+11,72  21,74+5,13

Sem inoculagdo 11,47+0,87 11,50+1,74 1,62+0,08 0,76=+0,17 131,59 +11,34 27,92+ 11,55

Fonte: O autor.

5.1.2 2% Amostragem (14 DAE — Estadio V2)

A partir da segunda amostragem (estadio V2), os impactos causados pela inoculagdo
de Azospirillum nas plantas de soja passaram a ser identificados. Nessa amostragem, a MFPA
de plantas inoculadas via semente com as estirpes AbV5 e HM053 foi superior em 18% e 22%,
respectivamente, em relagdo a estirpe Az39. Além disso, pode-se verificar que a estirpe Az39
reduziu a MFPA em 21,2% em relagdo ao controle sem inoculacao (Tabela 4).

A estirpe Az39 € reconhecida por ter carater endofitico, podendo colonizar os tecidos
internos da planta e se deslocar entre eles, movendo-se da raiz para a parte aérea ou vice-versa
(Takahashi et al., 2024). Microrganismos com essas caracteristicas podem estar mais ligados a
fisiologia interna das plantas e as reagdes bioquimicas que ocorrem nas células (Dobbelaere et
al., 2001; Puente et al., 2021; Nievas et al., 2023; Cassan et al., 2026).

Ao adentrar a endosfera (radicular, foliar ou caulinar), as bactérias podem induzir
principalmente desequilibrios hormonais, alterando o metabolismo vegetal. Isso pode ativar
respostas de estresse e defesa na planta, como a produgdo de EROs (espécies reativas de
oxigénio), como forma de eliminar os microrganismos invasores no apoplasto (Torres; Jones;
Dangl, 2006). Deste modo, as bactérias endofiticas devem ser capazes de detoxificar as EROs
pela expressao de genes codificadores de enzimas como peroxidases, superoxido dismutases e
catalases (Hardoim et al., 2015). Além disso, microrganismos endofiticos também podem
modular a abertura estomatica e interferir no turgor celular (Dobbelaere et al., 2001; Rho et al.,

2018; Puente et al., 2021; Nievas et al., 2023).
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Puente et al. (2021), por meio de uma variante de Az39 capaz de expressar uma
proteina vermelha fluorescente (Az39DsRed), puderam verificar esta cepa por microscopia
confocal de varredura a laser (Confocal Laser-Scanning Microscopy — CLSM) em folhas de
soja. As bactérias mantinham-se em locais preferenciais do tecido foliar, como em torno das
nervuras, nos espacos intercelulares e ao redor dos estomatos, frequentemente formando
microcolonias. Com esse contato mais intimo, ¢ provavel uma interferéncia mais direta das
bactérias no mecanismo celular das plantas. Assim, a estirpe Az39 pode ter resultado em uma
resposta negativa temporaria, apresentando menor MFPA, porém sem causar mais prejuizos

biométricos significativos na planta, como demonstrado no CPA, CPR e MFR.

Tabela 4 — Valores médios (£ desvio padréo) de comprimento de parte aérea (CPA), comprimento radicular
(CPR), massa fresca de parte aérea (MFPA) e massa fresca radicular (MFR) de soja sob efeito da
co-inoculagdo via semente de trés estirpes de Azospirillum (AbV5, HM053 e Az39) aos 14 dias

ap6s emergéncia (DAE)
CPA CPR MFPA MFR
Estirpe Inoculagao
cm g

AbVS5S Semente 22,97 £ 1,27 A 62,83 £5,48 A 3,25+0,10 A 2,76 £ 0,17 A
HMO053  Semente 23,07 £ 1,02 A 58,77+ 13,74 A 3,36 £ 0,24 A 291+0,39A
Az39 Semente 21,33 £2,10 A 60,20 £ 8,97 A 2,75+0,31 B* 2,20+ 0,46 A
Bradyrhizobium 22,67 £1,42 58,67 +£9,75 2,84 £0,25 2,87 +0,35
Sem inoculagdo 24,00 + 1,30 48,13 £16,53 3,49 + 0,37 2,25+ 0,30

Legenda: Médias seguidas por letras maiusculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). # indica diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados ¢ o controle com inoculagdo apenas de
Bradyrhizobium pelo teste de Dunnett (p<0,05). * indica diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados e o
controle sem inoculag@o (controle negativo) pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Fonte: O autor.

5.1.3 3* Amostragem (28 DAE — Estadio V5)

No terceiro momento de amostragem, aos 28 DAE (estddio V5), as plantas
encontravam-se no estadio fenologico V5, sendo que aos 21 DAE (estddio V3/V4) foram
realizadas as co-inoculagdes com Azospirillum via solo e foliar. A partir desta amostragem, a
nodulacdo passou a ser mais evidente, possibilitando contagem e aferi¢do da massa dos nddulos
de cada planta. Observou-se a presenca de nddulos nos tratamentos controle sem inoculagao, o
que pode ser atribuido a presenga de rizobios nativos do solo.

Nao foram encontrados efeitos significativos na interagdo dos fatores (Estirpes x

Me¢étodos de Inoculagdo), deste modo, os efeitos simples de cada fator foram estudados. Para
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CPA, os efeitos dos métodos de inoculacdo resultaram em diferencas estatisticas, com a
aplicagdo do Azospirillum via semente apresentando um desempenho superior quando
comparado com a inoculacdo via solo e foliar, com diferencas de 7,5% e 10,9%,
respectivamente (Tabela 5-A). E importante destacar que, apesar da interagdo entre os
tratamentos ndo apresentar diferenca estatistica, a co-inoculagao de Az39 via foliar mostrou-se
inferior em CPA em relag¢ao ao controle nao inoculado, reduzindo-o em 13,4%.

Analisando o CPR, os métodos de inoculagdo também apresentaram diferencas
significativas (Tabela 5-B). Nesse caso, as aplicagdes do Azospirillum via semente e via foliar
mostraram maiores comprimentos radiculares quando comparados com a aplicagdo via solo,
sendo superiores em 23% e 18%, respectivamente. Portanto, aos 28 DAE, a inoculacdo via
semente mostrou-se preferivel em relagdo aos outros métodos, com melhores respostas
biométricas em CPA e CPR.

O fato das plantas inoculadas via solo e foliar serem amostradas apenas 7 dias pos-
inoculacdo pode ter resultado em CPA e/ou CPR inferiores para estes tratamentos, uma vez que
o tempo de interacdo entre os microrganismos € as plantas foi menor em cerca de 3 semanas
(21 dias) quando comparados com a inoculacdo via semente. A aplicagdo de bactérias nas
sementes favorece o contato mais préximo dos microrganismos com as raizes, permitindo uma
colonizacdo antecipada, aumentando as chances de estabelecimento e interagdo efetiva entre a
planta e as bactérias (Dobbelaere et al., 2001; Deaker; Roughley; Kennedy, 2004), apesar dos
efeitos negativos causados pelos pesticidas utilizados nos tratamentos de sementes (Fukami et
al., 2016; Takahashi et al., 2022).

Conforme relatado na primeira amostragem, as interagdes bioquimicas entre as
bactérias e as plantas dependem de diversos mecanismos de reconhecimento molecular e
cascatas de sinalizagdo, os quais demandam tempo para serem plenamente estabelecidos
(Oldroyd, 2013; Taiz et al., 2017). A propria nodulagdo na cultura da soja ¢ iniciada alguns dias
apods a emergéncia, geralmente em torno de 10 a 14 dias, apds o reconhecimento da planta sobre
condicdes limitantes de N no solo e o recrutamento das bactérias simbidticas presentes na
rizosfera, especialmente Bradyrhizobium spp., por meio da exsudagao de compostos organicos
(Oldroyd et al., 2011; Taiz et al., 2017). Somente a partir desse processo a planta passa a
reconhecer os microrganismos benéficos e formar as estruturas especializadas para a fixagdo de

N, os nodulos radiculares.
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Tabela 5—  Valores de parametros biométricos de (A) comprimento de parte aérea (CPA) e (B) comprimento
radicular (CPR) de soja sob efeito de diferentes formas de co-inoculag@o (semente, solo e foliar)
de trés estirpes de Azospirillum (AbVS, HMO053 e Az39) aos 28 dias apds emergéncia (DAE)

(A) CPA (cm) Inoculagdo (B) CPR (cm) Inoculagdo

Bactéria Semente Solo Foliar Média  Bactéria Semente Solo Foliar Média
AbV5 39,43 36,00 35,87 37,10A AbVS5S 86,83 67,90 81,93 78,89 A
HMO053 38,87 37,17 36,73 37,59 A HMO053 75,90 68,23 70,30 71,48 A
Az39 40,10 37,03 34,17* 37,10A Az39 83,63 64,40 84,37 7747 A
Média 39,47a 36,73b 35,59b Média 82,12a 66,84b 78,87a
Bradyrhizobium 37,70 Bradyrhizobium 80,33

Sem inoculagdo 39,47 Sem inoculagdo 80,83

Legenda: Letras minusculas fazem a comparagéo entre as médias das formas de co-inoculag@o, sendo que médias
seguidas por letras iguais entre as colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas
fazem a comparagdo entre as médias das estirpes de Azospirillum, sendo que médias seguidas por letras iguais
entre as linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). * indica diferenca estatistica entre os tratamentos
inoculados e o controle sem inoculagdo (controle negativo) pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Fonte: O autor.

5.1.4 4* Amostragem (42 DAE — Estadio R3)

No periodo em que as plantas se encontravam no estadio fenoldgico R3, caracterizado
pela presenca de vagens nos nos superiores, foi realizada a penultima amostragem em casa de
vegetacdo. Nesse momento, em fun¢do da formacdo das vagens e posterior enchimento dos
graos, a demanda por N da cultura encontra-se em fase exponencial (Hungria et al., 2006;
Salvagiotti et al., 2008) e a FBN tem seu pico maximo entre os estadios R3 e RS (Zapata et al.,
1987; Salvagiotti et al., 2008), evidenciada pela nodulacao muito presente nas raizes das plantas
de soja. Os efeitos das co-inoculagdes com Azospirillum passaram a ser cada vez mais
pronunciadas a partir desta fase.

Nao foi observado efeito da interacao dos fatores, sendo constatado apenas efeito
isolado das fontes de variacdo. Analisando o CPR (Tabela 6-A), as médias das estirpes de
Azospirillum diferiram estatisticamente. A média das inoculagdes de Az39 apresentou-se
superior a média de AbVS5, com aumento de 20% no comprimento das raizes. Pelo teste de
Dunnett, a inoculacdo de Az39 via solo foi estatisticamente superior ao controle ndo inoculado,
incrementando em média 35 cm na raiz (44% de aumento).

Para MFPA (Tabela 6-B), as aplicagdes via semente e solo apresentaram um melhor
desempenho em comparagdo a aplicagdo via foliar, sendo superiores em 14,3 e 14,7%,
respectivamente. Para a varidvel NN (Tabela 6-C), a inoculagdo via solo proporcionou 31,5% a

mais em nodulos do que a inoculacao via foliar. Além disso, quando Az39 foi inoculada via
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solo, esta apresentou uma quantidade de nodulos estatisticamente superior aos controles,
incrementando 47,6% em relagdo a aplicacdo isolada de Bradyrhizobium e 63,2% em relagao a
plantas ndo inoculadas.

O fato de plantas inoculadas com Az39 via solo apresentarem maior NN pode estar
ligado ao maior crescimento radicular. O Azospirillum é reconhecido, especialmente, pela sua
capacidade de sintetizar AIA, o qual estimula o desenvolvimento do sistema radicular (Araujo
et al., 2025). Com maior CPR, a area superficial disponivel para infec¢do por bactérias do
género Bradyrhizobium, responsaveis pela formagdo de nodulos, ¢ consequentemente
ampliada. Torres et al. (2022) encontraram resultados que corroboram os obtidos neste estudo,
em plantas com 21 dias de idade, cultivadas em casa de vegetacdo. Neste trabalho, a co-
inoculacdo da estirpe de Bradyrhizobium japonicum E109 com o Azospirillum argentinense
Az39 apresentou acréscimo de 11% no niimero de ndédulos e 22% na massa seca de raizes, em
comparagdo a aplicacao isolada de B. japonicum E109. Além disso, o AIA produzido por
Azospirillium pode ser degradado por Bradyrhizobium e causar alteragdes fisiologicas nas
bactérias, resultando em maior biomassa e produgdo de exopolissacarideos (EPS) (Torres et al.,
2018; Torres et al., 2021; Torres et al., 2022). Isso pode aumentar a sobrevivéncia dos rizobios
nas sementes ou na rizosfera e melhorar o desempenho da simbiose com as plantas (Torres et
al., 2018; Torres et al., 2021, Torres et al., 2022).

Estes resultados representam a ocorréncia de uma nodulagdo mais precoce nas plantas
co-inoculadas com Az39 via solo, o que pode favorecer um actimulo antecipado de N,
desempenhando papel fundamental no suprimento deste nutriente para as plantas, podendo
refletir positivamente na produtividade da cultura (Caetano-Anollés; Gresshoff, 1990; Hungria
el al., 2006; Salvagiotti et al., 2008). Ademais, o aumento demostrado no comprimento
radicular, além de favorecer a nodulacao, pode conferir maior resiliéncia das plantas a estresses
abidticos, especialmente o hidrico, pelo maior perfil de solo explorado pelas raizes (Arzanesh
etal.,2011; Taiz et al., 2017).

Quando se analisou a MFN (Tabela 6-D), as inoculacdes via semente e solo foram
melhores que a inoculacdo via foliar, sendo superiores em cerca de 12,4%. No entanto, quando
se avaliou a razao entre a MFN e a quantidade de nddulos, obtendo a MF/N (Tabela 6-E), a
inoculagdo via semente apresentou-se superior a inoculacao via solo, com incremento de 20%.
Portanto, em praticamente todos os dados encontrados na quarta amostragem, a aplicagdo via
foliar demonstrou resultados inferiores, sendo sobressaida pelas inoculacdes via semente ou
solo, consideradas mais promissoras. Portanto, at¢ o momento, os dados sugerem que seria

preferivel inocular qualquer estirpe via semente ou solo, do que aplica-las via foliar.
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Esse comportamento pode ser explicado pelo fato das estirpes AbV5 e HM053 nao
possuirem carater endofitico, ao contrario da estirpe Az39 (Puente ef al., 2021; Takahashi et al.,
2024). Dessa forma, inoculagdes via semente ou solo favorecem o contato mais proximo das
bactérias com a raiz, o principal sitio de interagcdo das estirpes AbV5 e HMO053, o que pode
resultar em baixos efeitos quando aplicadas na parte aérea (Compant et al., 2005; Bashan et al.,
2014; Takahashi et al., 2024). No entanto, como discutido nos dados da segunda amostragem,
estudos mostram que podem ocorrer modificagcdes no metabolismo das plantas quando ocorre
a inoculacdo de microrganismos ¢ a aplicacdo via foliar pode favorecer essas alteragdes
(Dobbelaere et al., 2001; Walker et al., 2011; Rouphael; Colla, 2020).

Fukami et al. (2017) realizaram a inoculagdo via foliar da estirpe AbV5 em milho no
estadio fenoldgico V2.5, posteriormente avaliando a permanéncia das bactérias nas folhas por
CLSM e por contagem de UFC cm™ de folha. Dois dias ap6s a inoculacdo, as bactérias nao
puderam ser mais detectadas por CLSM, apresentando uma populacio extremamente baixa na

recuperacio das folhas, com 5 x 10> UFC cm™

, 0 que evidencia o comportamento
rizosférico/radicular da estirpe. No entanto, resultados positivos foram encontrados pela
inoculagdo de AbVS via foliar em plantas de milho com aproximadamente 30 dias, com
aumento no teor de clorofila e na massa seca de parte aérea em relacdo ao controle nao
inoculado. Porém, os autores sugeriram que estes resultados poderiam ser atribuidos aos
metabdlitos contidos nos inoculantes, e ndo propriamente as bactérias vivas, sendo esses
compostos, principalmente AIA, indol-3-etanol (TOL), acido indol-3-latico (AIL) e acido
salicilico (AS) (Fukami et al., 2017).

Como a aplicagdo recomendada para Azospirillum via foliar na cultura da soja se da
entre os estadios V3-V4 (Puente et al., 2019; Rondina et al., 2020), as plantas de soja
apresentam um tamanho e massa superiores as plantas de milho em estadio V2.5. Isso pode ter

atenuado os efeitos do Azospirillum ou seus metabolitos na soja, resultando em dados inferiores

em plantas inoculadas via foliar.
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Valores de pardmetros biométricos de (A) comprimento radicular (CPR), (B) massa fresca de

parte aérea (MFPA), (C) nlimero de nédulos (NN), (D) massa fresca de noédulos (MFN) e (E)
massa fresca por nodulo (MF/N) de soja sob efeito de diferentes formas de co-inoculagdo
(semente, solo e foliar) de trés estirpes de Azospirillum (AbVS, HM053 e Az39) aos 42 dias apds

emergéncia (DAE)

(A) CPR (cm) Inoculag@o (B) MFPA (g) Inoculagdo
Bactéria Semente Solo  Foliar Média Bactéria Semente Solo Foliar Média
AbV5 87,97 88,07 83,17 86,40 B AbV5 37,13 37,07 27,93#* 341’\04
HMO053 90,53 103,37 111,77 101,89 AB  HMO0S53 35,12 34,01 32,83 331&98
Az39 100,87 119,17* 90,30 103,44 A Az39 34,54 36,09 32,67 341&43
Média 93,12a 103,53 a 95,08 a Média 35,59a 35;172 31,140
Bradyrhizobium 94,07 Bradyrhizobium 37,28
Sem inoculagdo 82,60 Sem inoculagdo 35,01
(C) NN (unid) Inoculagdo (D) MFN (g) Inoculagdo
Bactéria Semente  Solo Foliar M¢édia Bactéria Semente Solo Foliar Média
AbV5 218,00 228,67 16533 20400A AbVS5S 4,73 4,71 3,86 443 A
HMO053 224,00 281,00 23433 24644 A HMO0S53 4,60 4,60 4,64 4,61 A
Az39 231,67 303,00#* 218,33 251,00A Az39 5,11%* 5,10 434 484 A
Média 224,55ab 270,89a 206,00b Média 4,81 a 48a 428b
Bradyrhizobium 205,33 Bradyrhizobium 4,33
Sem inoculagdo 185,67 Sem inoculagdo 3,90

(E) MEF/N (mg) Inoculagao

Bactéria Semente Solo  Foliar Média

AbV5 21,76 20,63 23,47 2195 A

HMO053 21,55 16,55 19,81 19,30 A

Az39 22,25 17,33 19,92 19,82 A

Média 21,85a 18,17b 21,06 ab

Bradyrhizobium 21,28

Sem inoculagdo 21,26

Legenda: Letras minusculas fazem a comparagéo entre as médias das formas de co-inoculacdo, sendo que médias
seguidas por letras iguais entre as colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas
fazem a comparagdo entre as médias das estirpes de Azospirillum, sendo que médias seguidas por letras iguais
entre as linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). # indica diferenca estatistica entre os tratamentos
inoculados e o controle com inoculagdo apenas de Bradyrhizobium pelo teste de Dunnett (p<0,05). * indica
diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados ¢ o controle sem inoculagdo (controle negativo) pelo teste de

Dunnett (p<0,05).
Fonte: O autor.
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5.1.5 5* Amostragem (63 DAE — Estadio RYS)

A quinta e Ultima amostragem as plantas de soja foi realizada no estadio fenologico
R5, caracterizado pelo inicio do enchimento de graos. Nesse periodo, a cultura apresenta a
maior demanda por dgua e nutrientes ao longo de todo o ciclo, tornando-se mais sensivel a
estresses bidticos e abiodticos, como o ataque de pragas e o déficit hidrico, os quais podem
refletir na produtividade (Zapata et al., 1987; Salvagiotti et al., 2008; Taiz et al., 2017). Além
disso, a soja atinge o maximo acimulo de matéria seca em RS, assim, a FBN também chega ao
seu auge nesse periodo (Zapata et al., 1987).

A interacdo entre as estirpes e métodos de inoculagdo foi observada em alguns
parametros desta amostragem, porém, em CPA, avaliou-se apenas os efeitos simples dos
métodos de co-inoculagao. No CPA (Tabela 7-A), as aplicagdes via semente e solo apresentaram
melhor desempenho que a via foliar, sendo superiores em 7,8 e 4,6%, respectivamente.

Para MFR (Tabela 7-B), a interacdo entre os fatores apresentou diferenca significativa.
Nesse caso, utilizando a estirpe AbVS5, seria mais vantajoso inocula-la via solo, enquanto para
a estirpe Az39, a inoculagdo via foliar seria preferivel. AbV5 inoculada no solo resultou em
49% a mais em massa fresca radicular quando comparada com Az39 inoculada no mesmo
método. Porém, quando Az39 foi aplicada via foliar, esta resultou em aumento de 55% em
relagdo a AbV5 inoculada também nas folhas. Ademais, analisando isoladamente as formas de
inoculagdo da estirpe AbVS5, quando esta foi inoculada via solo, o seu desempenho foi superior
a sua aplicacdo foliar em 67%, reforcando as caracteristicas rizosféricas da estirpe, como
discutido anteriormente na quarta amostragem.

Quanto a MSR (Tabela 7-C), os dados apresentaram-se semelhantes aos de MFR. Para
AbV35, as inoculacdes via semente e via solo seriam preferiveis ao invés da inoculagao via foliar,
sendo superiores em 48% e 62%, respectivamente. O mesmo caso ocorre para HM053 em que
as suas aplicacdes via semente e solo foram superiores a aplicagdo foliar em 59% e 35%,
respectivamente. A estirpe Az39 apresentou resultados semelhantes quanto as suas diferentes
formas de co-inoculagdo. No entanto, analisando as trés estirpes inoculadas via foliar, Az39 foi
superior a AbV5 e HMO053 em 47% e 44%, respectivamente. Assim como na MFR, AbV5
aplicada via solo resultou em maior MSR que Az39 também via solo, com 31%. Além disso,
HMO053 inoculada via semente e AbV5 via solo diferiram estatisticamente da inoculacao
convencional apenas com Bradyrhizobium, com aproximadamente 44% de incremento.

Estudando a MF/N (Tabela 7-D), a estirpe HM053 mostrou-se superior aplicando-a

via semente do que via foliar (24% a mais em massa fresca), enquanto AbV5 apresentou



33

melhores resultados tanto na inoculagdo via semente quanto via solo, em relagdo a inoculagao
foliar (29% e 49% superiores, respectivamente). Além disso, AbVS5 foi superior a HM053
quando as duas foram inoculadas via solo, com 26% de diferenga. Adicionalmente, as
aplicacdes de HMO053 via semente e AbV5 via solo foram diferentes estatisticamente ao
controle sem inoculagdo, com 29% e 36% de incremento, respectivamente.

Apesar da variavel NDV nao ter apresentado diferenga estatistica entre os tratamentos,
quando se analisaram a MFV e MSV houve diferenca estatistica com interagao dos fatores. Para
MFYV (Tabela 7-E), a estirpe com melhor desempenho na aplicagao foliar foi novamente a Az39,
sendo superior as estirpes AbV5 e HM053 em 27,5% e 22,6%. Além disso, quando HMO053 foi
inoculada via semente, houve incremento de 26% na MFV em comparagdo com o controle sem
inoculagao.

Por fim, para MSV (Tabela 7-F), os dados obtidos foram semelhantes aos de MFV, no
entanto, percebe-se que as estirpes AbV5 e HM053 apresentaram melhores resultados quando
aplicadas via semente, seguidas da inoculag@o via solo e posteriormente da via foliar. Enquanto
1sso, a estirpe Az39 demonstrou resultados estaveis em todos os métodos de inoculagdo, o que
em muitos casos nao significa melhores, porém, foi superior as outras estirpes quando inoculada
via foliar, com aumento de 21,8% ¢ 24,6% em relagdo a AbV5 e HMO053, respectivamente.
Adicionalmente, as aplicagdes via semente com AbV5 e HM053 induziram maior MSV, sendo
superiores a aplicagdo convencional com apenas Bradyrhizobium (21,6% e 27,8%,
respectivamente) e ao controle sem inoculagdo (29,6% e 36,2%, respectivamente).

Considerando os efeitos promovidos pela co-inoculagdo com Azospirillum, melhores
desempenhos observados para CPA, MFR ¢ MSR indicam que a maior area fotossintética
disponivel e o maior desenvolvimento do sistema radicular favorecem a explora¢@o da energia
do ambiente e a absor¢do de nutrientes presentes no solo (Fageria; Baligar; Li, 2014; Taiz et al.,
2017). Por consequéncia, tende-se a observar valores superiores em MF/N, uma vez que o maior
aporte de fotoassimilados possibilita maior massa de células metabolicamente ativas em cada
nddulo, intensificando os processos de FBN (Hungria et al., 2006; Salvagiotti et al., 2008).
Dessa forma, o aumento da FBN favorece o direcionamento dos fotoassimilados e nutrientes
para a formagao de estruturas de reserva e reprodutivas, como as vagens, o que pode refletir no
desempenho da cultura (Sinclair; De Wit, 1975; Hungria et al., 2006; Taiz et al., 2017; Torres
etal.,2022).
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Valores de parametros biométricos de (A) comprimento de parte aérea (CPA), (B) massa fresca

radicular (MFR), (C) massa seca radicular (MSR), (D) massa fresca por nédulo (MF/N), (E)
massa fresca de vagens (MFV) e (F) massa seca de vagens (MSV) de soja sob efeito de diferentes
formas de co-inoculagdo (semente, solo e foliar) de trés estirpes de Azospirillum (AbV5, HMO053
e Az39) aos 63 dias apos emergéncia (DAE)

(A) CPA (cm) Inoculagéo (B) MFR (g) Inoculagéo
Bactéria Semente Solo Foliar Média Bactéria Semente  Solo  Foliar Média
AbV5 4893 4453 4377 4574A  AbVS 22,45 A ab 217\’333 16’%7 B
HMO053 46,30 47,70 44,10 46,03 A HMO053 2520A a 23,85 17,72 -
ABa AB a
Az39 46,73 4540 43,80 4531 A Az39 2334 Aa llg’?;l 25";4 A -
Média 4732a 45,88a 43,88b Média - - -
Bradyrhizobium 47,10 Bradyrhizobium 24,59
Sem inoculagdo 46,50 Sem inoculagdo 23,99
(C) MSR (g) Inoculagéo (D) MF/N (mg) Inoculagdo
Bactéria Semente Solo Foliar Média  Bactéria Semente  Solo  Foliar Média
AbV5 627Aa O88A 424B AbV5 24340 240 165A
atf b A a* b
6,89 A 5,84 434 B « 1930 18,61 A
HMO053 at ABa b - HMO053 23,03Aa B ab b -
Az39 ssaaa XOBOGBA L 659 1961 Aa 2007 1TT8A
a a AB a a
Média - - - Média - - -
Bradyrhizobium 4,77 Bradyrhizobium 19,96
Sem inoculagdo 5,04 Sem inoculagdo 17,86
(E) MFV (g) Inoculacdo (F) MSV (g) Inoculagdo
Bactéria Semente Solo  Foliar Média Bactéria Semente  Solo  Foliar Média
24,17A 22,94 17,67 5,34 AB 449 A
AbV5 a AB a B b - AbV5 Al b 362Bc¢c -
2625 A 24,14 18,38 « 48TA
HMO053 - Aa B b - HMO053 5,61 A a# b 3,54Bc¢ -
Az39 2331A 198 22,53 Az39 483Ba 455 A 441 Aa -
a Ba Aa a
Média - - - Média - - -
Bradyrhizobium 23,76 Bradyrhizobium 4,39
Sem inoculagdo 20,85 Sem inoculagdo 4,12

Legenda: Letras minusculas fazem a comparagdo entre as formas de co-inoculagdo dentro de cada estirpe
Azospirillum, sendo que médias seguidas por letras iguais entre as colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(»<0,05). Letras maitsculas fazem a comparacdo entre as estirpes de Azospirillum dentro de cada forma de co-
inoculagdo, sendo que médias seguidas por letras iguais entre as linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(»<0,05). # indica diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados ¢ o controle com inoculagdo apenas de
Bradyrhizobium pelo teste de Dunnett (p<0,05). * indica diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados e o
controle sem inoculag@o (controle negativo) pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Fonte: O autor.
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6 CONCLUSOES

As estirpes de Azospirillum foram eficazes em promover o crescimento vegetal,
principalmente durante a fase reprodutiva (estadios R3 e RS).

As estirpes de A. brasilense AbV5 e HMO053 apresentaram melhor desempenho em
parametros biométricos quando co-inoculadas via semente ¢/ou solo, dependendo da variavel
analisada. A estirpe de A. argentinense Az39 proporcionou resultados similares entre os
métodos de co-inoculacdo, mas obteve superioridade a AbV5S e HMO053 quando todas as
bactérias foram inoculadas nas folhas.

Houve efeito positivo entre as estirpes de Azospirillum e o Bradyrhizobium co-
inoculados, como demonstrado em massa seca de vagens, melhores resultados da co-inoculagao
em comparacao com a aplicagdo apenas de Bradyrhizobium e o controle nao inoculado.

Como recomendagdo pratica, a forma de co-inoculagdo depende da estirpe utilizada,
priorizando a inoculagdo via semente para HM053, a inoculagao via semente ou solo para AbV5
e qualquer método de inoculagdo entre semente, solo e foliar para a estirpe Az39.

Estudos futuros podem ser realizados para validar os dados aqui apresentados,
avaliando a producao de AIA pelas diferentes estirpes, verificando a colonizag@o bacteriana por
técnicas moleculares, como qPCR, realizando experimentos em condi¢des de campo, obtendo,

principalmente, resultados em produtividade de graos, entre outros.
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