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ARNDT, Jorge Rodrigo. Selecdo de potenciais bactérias promotoras de
crescimento de plantas de soja. 2019. (Dissertacdo) Mestrado em Agronomia -
Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes,
2019.

Resumo: As bactérias representam uma fonte de recursos genéticos com importante
potencial biotecnoldgico capaz de promover o crescimento de plantas e 0 aumento da
produtividade, além de contribuir com a sustentabilidade do sistema de producéo. O objetivo
do trabalho foi avaliar isolados bacterianos quanto ao potencial de promover crescimento de
plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.) sob condi¢cdes de manejo em ambiente controlado e
a campo. Para tal foram realizados dois experimentos. O primeiro experimento foi conduzido
em estufa plastica, em vasos com capacidade de oito litros preenchidos com solo coletado a
0-20 cm de profundidade. O segundo experimento foi realizado a campo utilizando
delineamento em blocos casualizados, tendo como tratamentos quinze bactérias e um
controle, com cinco repeti¢cdes, totalizando oitenta parcelas. Em ambos os ensaios foram
avaliados os atributos quimicos e microbiolégicos do solo, além de atributos agronémicos.
No ensaio a campo foi ainda avaliados o namero de inflorescéncias e produtividade. A
inoculagdo de bactérias promoveu aumento no crescimento da planta da soja e uma
melhora nos atributos microbiolégicos do solo. No ambiente controlado as bactérias 01, 02,
05, 09 e 2B se destacaram promovendo um incremento no desenvolvimento vegetal. No
campo os isolados 01, 02, 08 e 09 foram destaque tanto no desenvolvimento da planta
como na produtividade. Assim, conclui-se que os isolados 01, 02, 08 e 09 apresentam todas
caracteristicas como bactérias promotoras de crescimento de plantas, e sdo potenciais

organismos para desenvolvimento de um produto comercial (inoculante).

Palavras chave: Andalises microbiologicas; Bactérias fixadoras de nitrogénio; Nutricdo de
plantas.



ARNDT, Jorge Rodrigo. Selection of potential growth promoting bacteria from
soybean plants. 2019. (Dissertacdo) Mestrado em Agronomia - Universidade
Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes, 2019.

Abstract: Bacteria contain a source of genetic resources with biotechnological growth
potential capable of promoting plant growth and productivity, and contributing to the
sustainability of the production system. The objective of this work was to evaluate bacterial
isolates for their potential to promote growth of soybean (Glycine max (L.) Merr.) under green
house and field management conditions. For this, two experiments were performed. The first
experiment was conducted in a plastic greenhouse, in pots with eight liters capacity filled with
soil collected at 0-20 cm depth. The experimental design was completely randomized with
fifteen bacteria and one control with five replications, totaling eighty vessels. The second
experiment was carried out in a field using a randomized block design with the treatment of
fifteen bacteria isolates and one control, with five replications, totaling eighty plots. In both
experiments the chemical and microbiological attributes of the soil were evaluated, as well as
the agronomic attributes. In the assay a field the number of inflorescences and productivity
was evaluated. The bacteria inoculation promoted soybean plant growth and an
improvement in the soil microbiological attributes. In the greenhouse the bacteria isolates 01,
02, 05, 09 and 2B stood out promoting an increase in plant development. In the field 01, 02,
08 and 09 were highlighted both in plant development and productivity. Thus, it is concluded
that 01, 02, 08 and 09 have all characteristics as plant growth promoting bacteria, and are
potential organisms for the development of a commercial product (inoculant).

Keywords: Microbiological analyzes; Nitrogen fixing bacteria; Plant nutrition.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado o pais de maior biodiversidade do planeta,
dada sua dimensdo continental, variacdo geomorfolégica e climéatica, o que
possibilita a selecdo de microrganismos capazes de promover 0 crescimento
vegetal, garantir a manutencdo da dindmica bioldgica do solo e diminuir impactos
ambientais pelo uso de agroquimicos (SANTOS; HANNA, 2017) e fertilizantes, que
utilizados em excesso provocam efeitos nocivos como acidificacdo dos solos,
contaminacgéo das aguas e emissao de gases do efeito estufa.

A preocupagao em reduzir a degradacdo ambiental, motivou a
procura por alternativas sustentaveis (FUNDACION PRODUCE, 2006; HUNGRIA et
al., 2013), como a utilizacdo de bactérias para promover o crescimento, e 0 aumento
da produtividade de plantas (HUNGRIA et al., 2013).

As bactérias representam uma importante fonte de recursos
genéticos com promissor potencial biotecnoldgico para estimular o crescimento de
plantas (CAMPOS, 2010; MORENO RESENDEZ et al.,, 2018), podendo ser
selecionadas a partir de biofertilizantes (SHIOMI et al., 2017), que sdo produtos
desenvolvidos para ampliar a populacdo microbiana benéfica, aumentar a
disponibilidade de nutrientes para as plantas, reduzir a incidéncia de fitopatégenos,
elevar a qualidade fisica, quimica e biolégica, conservando o ambiente e acelerando
a reestruturacéo dos solos degradados (FUNDACION PRODUCE, 2006; UBALUA,
2007).

A gquantidade de microrganismos nos biofertilizantes determina sua
eficiéncia, em funcdo da capacidade de liberacdo de metabdlitos, antibidticos e
fitorreguladores (BETTIOL et al., 1998). Cada grama de biofertilizante contém no
minimo 10 milhdes de células bacterianas vidveis, assim, uma pequena dose do
biofertilizante é suficiente para alcancar os resultados desejados (ANANDARAJ;
DELAPIERRE, 2010).

O solo por natureza € o maior reservatorio de microrganismos que
se conhece (ROSSELLO-MORA; AMMAN, 2001). A atividade bacteriana é mais
intensa na camada de 0-10 cm de solo, proximo das raizes das plantas, formando
um ambiente Unico e dinamico, onde acontecem interacdes entre microrganismos e

plantas, denominado de rizosfera.
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A biodiversidade na rizosfera € elevada e as BPCP existentes neste
ambiente melhoram a qualidade do solo, de forma direta, com a fixagdo de
nitrogénio, solubilizando fosfato e potassio e tornando-os disponiveis para as
plantas, sintese de fitorreguladores como o acido indol acético, giberelinas e
citocininas. Indiretamente, as bactérias promotoras do crescimento de plantas
(BPCP) produzem enzimas e antibiéticos que podem induzir a uma resisténcia
sistémica pelas plantas, com bons resultados no biocontrole de patégenos
(CARNEIRO et al., 2009).

O sucesso da inoculacdo depende do estabelecimento e
sobrevivéncia das linhagens introduzidas no solo, que precisardo se adaptar a
condicdes adversas (LEITE; ARAUJO, 2007).

A soja € uma cultura de importancia mundial do ponto de vista
econdmico e nutricional para humanos e animais (CRISPINO et al., 2001).
Entretanto necessita de elevada quantidade de N, devido a elevada quantidade de
proteina em seus graos (CRISPINO et al., 2001).

Além dos rizobios as BPCP atuam via varios processos bioldgicos
na cultura da soja, que em simbiose com as estirpes selecionadas pela pesquisa
consegue suprir as necessidades de N da planta, inclusive de cultivares com altos
rendimentos, fazendo com que o Brasil seja considerado modelo na aplicacdo dos
bioinoculantes (HUNGRIA; MENDES, 2015). Neste contexto, o trabalho teve por
objetivo avaliar o desempenho de quinze isolados bacterianos quanto ao potencial
para promover o crescimento de plantas de soja, sob condicbes de manejo em

ambiente controlado e a campo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Culturadasoja

A producédo de soja (Glycine max (L.) Merr.) alcangcou relevancia
mundial, devido ao valor socioeconémico das inUmeras aplicacdes dos seus
produtos e subprodutos, com expressdo no mercado interno e de exportacdo. No
cenario internacional, o Brasil ocupa a segunda colocacdo, sendo superado pelos
Estados Unidos em area cultivada e producao total. Segundo a Companhia Nacional
de Abastecimento ‘CONAB’, a produg¢ao nacional na safra 2017/2018 atingiu valores
préximos a 119 milhdes de toneladas em uma area de 35 milhdes de hectares, com
produtividade média de 3.382 Kg/ha (CONAB, 2018).

A agua constitui aproximadamente 90% do peso da planta, atuando
em, praticamente, todos os processos fisioldgicos e bioquimicos. A disponibilidade
de agua é importante, principalmente, em dois periodos de desenvolvimento da soja,
que compreendem a germinagdo-emergéncia e floracdo-enchimento de graos.
Durante o primeiro periodo, tanto o excesso quanto o déficit de &gua sao prejudiciais
a obtencdo de uma boa uniformidade na populacdo de plantas. A semente de soja
necessita absorver, no minimo, 50% de seu peso em agua para assegurar boa
germinacdo. Nessa fase, o conteudo de agua no solo ndo deve exceder a 85% do
total maximo de agua disponivel e nem ser inferior a 50% (EMBRAPA, 2013).

A necessidade total de agua na cultura da soja, para obtencdo do
maximo rendimento, varia entre 450 a 800 mm ciclo™, dependendo das condi¢es
climaticas, do manejo da cultura e da duracdo do ciclo. A soja melhor se adapta a
temperaturas do ar entre 20 °C e 30 °C, sendo a temperatura ideal para seu
crescimento e desenvolvimento em torno de 30 °C. O crescimento vegetativo da soja
€ pequeno ou nulo a temperaturas menores ou iguais a 10 °C. Temperaturas acima
de 40 °C tém efeito adverso na taxa de crescimento, provocam distlrbios na floragéo
e diminuem a capacidade de retencao de vagens (EMBRAPA, 2013).

2.2 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

A palavra microrganismo é um termo genérico, utilizado para todos

0s seres vivos de tamanho diminuto. Em 1680 na Holanda, Antoni Van
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Leeuwenhoek (1632-1723) fabricou um microscépio que lhe permitiu observar
microrganismos existentes em diversos ambientes, como na 4gua da chuva. Suas
anotacdes sao as primeiras descricdes de microrganismos e 0s primeiros estudos de
ecologia microbiana (NICOLAU, 2014). Entretanto, o conhecimento sobre uma
provavel relacdo entre os microrganismos presentes no solo e o crescimento de
plantas, existe, desde a antiguidade. Theophrastus (372 — 287 aC) a partir de suas
observacdes e experiéncia, sugeriu uma mistura de diferentes solos, como capaz de
provocar beneficios as plantas, hoje sabe-se que esse efeito foi oriundo dos
microrganismos presentes no solo (VESSEY, 2003).

Um grama de solo possui em torno de 10 mil espécies de
microrganismos, distribuidas em cerca de 1 bilhdo de bactérias, 1 milhdo de
actinomicetos e 100 mil fungos (MENDES; BUENO, 2013). Ao longo dos séculos, o
estudo destes microrganismos, sua dinamica, interagées com plantas, participacéo
na funcionalidade dos ecossistemas e reproducdo tem se mostrado vital para a
sustentabilidade dos solos (COTTA, 2016).

As bactérias formam o grupo de maior importancia na populacao
microbiologica, pois, desempenham funcdes imprescindiveis atuando na
decomposicdo de compostos organicos, ciclagem de nutrientes, solubilizacdo de
fésforo, fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN), sintese de reguladores de
crescimento vegetal, enzimas e substancias antimicrobianas (COTTA, 2016). Além
disso participa da estruturac@o do solo, influencia no pH, reduz os niveis toxicos de
agroquimicos e metais pesados, proporcionando maior desenvolvimento da
comunidade vegetal (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A abundancia e diversidade das bactérias é vital para que o0s
diferentes processos do solo possam ocorrer frente as variacbes ambientais
mantendo sua funcionalidade, visto que, diferentes organismos possuem diferentes
caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas (BEVER et al., 2012). O uso de bactérias no
cultivo agricola para estimular o desenvolvimento das plantas e o incremento da
producdo, hoje € uma ferramenta disseminada entre os profissionais da area e
agricultores no manejo de sistemas agricolas sustentaveis. Neste contexto, tem sido
intensamente estudado um grupo bacteriano, denominado de bactérias promotoras
do crescimento de plantas (BPCP) (FREITAS, 2007).
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O termo BPCP se refere as bactérias que habitam a rizosfera e
influenciam positivamente o desenvolvimento das plantas e foi utilizado pela primeira
vez em 1989, por Kloepper (LABRA-CARDON et al., 2012).

Rizosfera € a regido no solo onde a atividade microbiolégica é
intensa e com forte influéncia das raizes. A exsudacdo de moléculas de baixo peso
molecular pelas raizes, resulta na atracdo e na selecdo de comunidades
microbianas, possibilitando o seu crescimento até 100 vezes maiores do que em
regides nado rizosféricas (BAIS et al., 2006; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A
comunidade rizosférica é formada por microrganismos com diferentes tipos de
metabolismo e respostas adaptativas, a variacbes em funcdo de espécies de
plantas, estado nutricional, doencas, idade, estresse, tipo de solo entre outros
fatores (CARDOSO; NOGUEIRA, 2007).

A microbiota do solo é dependente de carbono, ou seja, necessita de
fontes externas de compostos organicos energéticos para sua nutricdo. As plantas,
porém, secretam até 40% dos seus fotossintatos na rizosfera elevando a densidade
e atividade da populacéo microbiana na rizosfera em relacdo ao solo néao rizosférico,
e este fenbmeno é conhecido como “efeito rizosférico” (CARDOSO; ANDREOTE,
2016).

Assim, a rizosfera € um ambiente adequado, para o crescimento e
desenvolvimento da populacéo das BPCP, através de interacfes diretas ou indiretas
com as raizes, auxiliando na manutencdo e desenvolvimento das plantas
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007).

O material encontrado na rizosfera inclui compostos de menor e
maior peso molecular, como monémeros (glicose e aminoacidos), polimeros
(polissacarideos e proteinas), que sdo substancias prontamente utilizadas pelos
microrganismos (PANDEY; PALNI, 2007). Também estdo presentes residuos de
plantas, células microbianas e enzimas extracelulares. Conforme Weller (2007), o
grupo das Pseudomonas foi o primeiro a ser estudado entre as BPCPs, devido a
sua ocorréncia de forma natural e em elevadas populacdes, ao fato de serem
nutricionalmente versateis e possuirem habilidade de crescer numa ampla faixa de
condicbes ambientais, capacidade de competir com os patdgenos de solo, além de
produzirem uma variedade de reguladores de crescimento de plantas, sideroforos e
antibioticos (MELO; AZEVEDO, 1998).
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As BPCPs incluem também os géneros como Arthrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Enterobacter,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Mesorhizobium, Phyllobacterium,
Rhizobium e Serratia (HUNGRIA et al., 2010).

As atividades que ocorrem na rizosfera interferem no crescimento e
protecdo da planta e na qualidade do solo, uma vez que o desempenho microbiano
neste local auxilia o desenvolvimento das plantas hospedeiras em condi¢cdes de
estresse hidrico, deficiéncias minerais, e na presenca de fitopatogenos do solo
(KNOB, 2005).

O modo de acdo das BPCPs ndo estd totalmente esclarecido,
entretanto, sabe-se que elas atuam de forma direta, quando séo responsaveis pela
reacao ou, indireta quando fornecem condicdes para que ela ocorra (ESQUIVEL-
COTE et al.,, 2013). Atuam de forma direta no ciclo dos nutrientes, tornando os
elementos minerais assimilaveis pelas plantas. Elas realizam a degradacdo de
compostos nitrogenados e podem se associar aos rizobios (PRESTON, 2004).
Disponibilizam fésforo ao solubiliza-lo e mineralizam fosfatos pela acdo das enzimas
fosfatases, encontradas tanto em solos &cidos (pH 6,5) quanto nos alcalinos (pH 11),
transformando o fésforo organico em inorganico (KNOB, 2005).

As BPCPs atuam também na estabilidade estrutural do solo, pois
decompdem a matéria organica rapidamente, fazendo com que aumente a
capacidade de retencdo de agua, nutrientes, atividades biologicas e enziméticas, e a
unido das particulas (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Varias espécies diazotroficas
vivem livres no solo e nos sistemas agricolas elas séo limitadas pela disponibilidade
de fontes de carbono. O tipo de residuo vegetal em decomposicéo € relevante, pois
dependendo da sua relacdo carbono/nitrogénio, a velocidade da degradacédo €
alterada (BISSANI et al., 2008; CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Além da natureza do material, a temperatura e a umidade do solo,
textura e mineralogia, controlam a taxa de decomposi¢do. As plantas sdo as
principais responsaveis pelo fornecimento de matéria organica, que por sua vez,
responde pelo teor de carbono, carboidratos e proteinas totais oriundos da
decomposicdo dos residuos e do metabolismo microbiano (FARIA et al.,, 2008;
GUERRA et al., 2008).

As bactérias com potencial aplicacdo no controle bioldgico, atuam de

forma indireta, sendo capazes de reconhecer bactérias fitopatogénicas, e neste
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caso, atuar nos mecanismos de defesa. O controle biol6gico de patégenos do
solo, reduz a densidade do in6culo ativo ou dormente através de parasitismo,
predacdo, competicdo ou antibiose (VENZON et al., 2010), inibindo o crescimento de
fitopatdgenos e a frequéncia de raizes por eles infectadas (MENDES et al., 2011).
Podem induzir resisténcia sistémica no hospedeiro ou competicdo por espacos
favoraveis na rizosfera (CHAPARRO et al., 2012).

Espécies diferentes de bactérias podem interagir e evitar a infeccao
por fitopatdgenos (VAN ELSAS et al., 2012). Deste modo, tem sido ampliada a area
de estudos visando o controle de fitopatbgenos em plantas cultivadas através das
BPCPs, como alternativa aos produtos quimicos (LEITE; ARAUJO, 2007; HARDOIM
et al.,, 2008; COMPANT et al., 2010). Cada vez mais busca-se por BPCP que
tenham mais de um mecanismo de ac¢éo, possibilitando melhor desenvolvimento das
plantas e aumento da produtividade agricola.

Bactérias podem induzir ou ser mediadoras de tolerancia a estresses
abidticos como salinidade, seca, inundacdes, temperaturas muito altas ou baixas,
deficiéncia de nutrientes e metais toxicos (DIMKPA et al., 2009). Bactérias podem
ainda produzir substancias osmotolerantes, como, por exemplo, glicina-betaina que
pode atuar sinergicamente com 0S outros compostos vegetais na redugdo do
potencial hidrico das células, ajudando na tolerancia a seca (DIMKPA et al., 2009).

A producdo de prolina pode ser estimulada nas plantas na presenca
de bactérias em resposta a estresses bidticos e abibticos, pode mediar o ajuste
osmotico, e proteger membranas e proteinas contra efeitos adversos do aumento da
concentracdo de ions inorganicos (GROVER et al., 2011).

A percepcdo de um estresse abidtico pela planta pode levar a uma
protecdo cruzada de outro estresse. Por exemplo, o aumento da sintese de aminas
quaternarias como glicina-betaina, aumenta a resisténcia a deficiéncia hidrica, mas
também protege a planta contra frio e salinidade (DIMKPA et al., 2009).

Para Dimkpa et al. (2009), bactérias podem intermediar mudancas
na elasticidade das paredes das células radiculares, o que seria um dos primeiros
passos para melhorar a tolerancia ao estresse hidrico.

Trabalhos com inoculacdo de bactérias mostraram que plantas
tratadas possuiam potencial hidrico mais elevado do que as plantas controle sob
estresse hidrico (CREUS et al. 2004), garantindo assim vantagens na regulacdo do

balanco hidrico. A inoculacdo dessas bactérias em plantas pode ainda aliviar os
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efeitos negativos causados pelo estresse, garantindo maior fotossintese e abertura
estomatica (HAN; LEE, 2005).

O tratamento com bactérias parece ser mais favoravel em situacao
de restricdo hidrica. Plantas de arroz tratadas com bactérias apresentaram maior
diferenca de massa entre plantas tratadas em relacdo ao controle sem bactérias em
condicdes de menor disponibilidade de &gua, enquanto que em situacdo de
disponibilidade hidrica essa diferenca nao foi registrada (YUWONO et al., 2005).

Na literatura existem estudos relacionando o aumento nos
percentuais de germinagao de sementes e, emergéncia de plantulas com as BPCP
(MARIANO et al., 2004). Isolados bacterianos aumentaram a massa da matéria seca
da raiz e o numero de folhas em alface (SOTTERO et al., 2006). Estudos
desenvolvidos por Sala et al., (2007), comprovaram que a inoculacdo de
Azospirillum, Achromobacter e Zoogloea na cultura do trigo, proporcionou maior
produtividade das plantas e rentabilidade ao agricultor. Govindarajan et al. (2006),
obtiveram ganhos de 19 e 20% na produtividade da cana-de-agclUcar apds a
inoculagcdo com Burkholderia viethamiensis, Chagas Junior et al. (2010) verificaram
que a inoculagdo em plantas de feijao caupi produziu biomassa e
gréos, semelhantes aos observados com adubacdo de 50 Kg.ha™ de N.

A dimenséo da importancia da relacdo entre BPCP em plantas de
soja pode ser exemplificada, utilizando-se o trabalho de Sobral (2003), no qual foram
isoladas 361 cepas bacterianas provenientes das raizes desta leguminosa. O género
Bacillus apresentou potencial biotecnolégico, beneficiando o desenvolvimento e a
nutricdo das plantas de soja. A dupla inoculagdo com Bacillus subtilis,
Bradyrhizobium japonicum e/ou B. elkanii aumentou o ndmero de nddulos e a
produtividade em soja (HUNGRIA et al., 2006).

No experimento de Avila et al. (2016), dos 70 isolados bacterianos
provenientes de raizes de soja, 39 apresentaram, mesmo que em baixas
guantidades, a capacidade de sintetizar AIA, sendo que 22% deste total foram
considerados forte produtores. Entretanto, para que estes isolados sejam utilizados
como possiveis BPCP, existe a necessidade de novos estudos, relacionados a

existéncia de outros modos de atuacgédo, doses e formas de aplicagéo.

2.3 Producéo de acido indol acético
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O acido indol acético (AIA) participa da elongacdo, divisdo e
diferenciacdo das células recém formadas dos tecidos meristematicos, com
destaque no desenvolvimento de raizes, aumentando o comprimento e o numero de
pélos, a superficie de contato, absorcdo de agua e nutrientes do solo e estimula a
formacdo de nodulos (PATTEN; GLICK, 2002; MARCHIORO, 2005; BAIS et al.,
2006).

Cerca de 80% das bactérias presentes na rizosfera produzem AlA. O
AlA nao funciona como um horménio nas células bacterianas, esta habilidade pode
ter evoluido devido a sua importancia na relacdo bactéria planta (PATTEN; GLICK,
2002). Grandes foram os avan¢os na compreenséo da via de sinalizacado do AIA em
plantas, através da pesquisa sobre os aspectos da sintese bacteriana de AIA e seu
efeito na planta, porém, € necessaria uma investigacdo mais detalhada (SPAEPEN
et al., 2007).

A andlise da sintese de AIA por bactérias na rizosfera nem sempre é
possivel, fazendo com que a analise in vitro, seja a técnica comum para esse
procedimento. Existem duas vias de biossintese propostas para AlA, uma via
dependente de triptofano e outra independente dele. Ha evidéncias de que um
microrganismo pode selecionar uma rota em particular para a biossintese de AlA, de
acordo com o ambiente. A maioria delas ocorre via triptofano (PATTEN; GLICK,
2002). Com a adicdo de L-triptofano em analises in vitro, é possivel aumentar a
biossintese e estimar a quantidade de AlA produzida pelas bactérias (SPAEPEN et
al., 2007).

A biossintese de AIA por bactérias pode estimular, inibir ou nao
exercer efeito sobre o crescimento vegetal, os efeitos contrastantes do AlA variam
em funcdo da quantidade disponivel para a planta e a sensibilidade do hospedeiro
(SPAEPEN et al., 2007). Nos trabalhos de Pedrinho et al. (2010) com milho e no de
Assumpcgdo et al. (2009) com soja houve incrementos significativos sobre o
crescimento destas plantas. Entretanto Li et al. (2008) ndo observaram uma
correspondéncia entre a sintese de AIA por bactérias com o desenvolvimento das
plantas de soja. Remans et al. (2008), concluiram que o AIA bacteriano atua no
estabelecimento e eficiéncia da simbiose no processo de nodulacédo de plantas de

feijao.

2.4 Fixacao biolégica de nitrogénio
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Nos vegetais 0 nitrogénio € assimilado com rapidez, e no cultivo
tradicional costuma ser disponibilizado pelos fertilizantes nitrogenados. No solo,
cerca de um terco deste elemento pode estar na forma de complexos proteicos com
coloides. O nitrogénio estd associado a matéria organica e diversos processos
influenciam em sua dinamica no solo, como a volatilizagdo, mineralizagao, lixiviacao,
nitrificacdo, desnitrificacdo e imobilizagdo (BISSANI et al., 2008; MELERO et al.,
2013).

Este nutriente é absorvido pelas plantas na forma de nitrato e
ambnio e participa na formagdo de &cidos nucléicos, enzimas,
aminoacidos, proteinas, molécula de clorofila e funcbes metabdlicas, com acéo
efetiva na formacdo da enzima rubisco que atua na fotossintese (TAIZ; ZEIGER,
2009; PRANDO et al., 2012).

A crise do petréleo aumentou o0s custos dos fertilizantes
nitrogenados, pois, para a producdo destes insumos sd0 necessarios, em meédia,
seis barris de petréleo para cada tonelada de amodnia (CRISPINO et al., 2001).
Deste processo resultam residuos toxicos que ocasionam graves prejuizos ao
ambiente (LADHA; REDDY, 2003). Quando estes fertilizantes séo utilizados em
doses excessivas por periodos prolongados, os microrganismos nitrificantes se
beneficiam e sintetizam elevadas quantidades de 6xido nitroso e nitrico, que acabam
atuando no fluxo desse elemento na atmosfera, e sendo um dos responsaveis pelo
efeito estufa (BRASIL, 2017).

Neste cenario, a fixacdo do nitrogénio por bactérias em paises
potencialmente agricolas foi valorizada e ganhou notoriedade, na medida em que,
alia retorno financeiro e vantagens ambientais (ALBINO et al., 2006). O sucesso da
fixacdo bioldgica do nitrogénio depende do conhecimento sobre o comportamento
das bactérias diazotroficas e como interagem com as plantas, a selecao de estirpes
e gendtipos de plantas que se associem eficientemente é a chave para esse
processo (QUESADA et al., 2001).

A leguminosa de maior importancia mundial do ponto de vista
econdmico e nutricional para humanos e animais é a soja, que possui cerca de 40%
de proteina em seus graos (CRISPINO et al., 2001). A quantidade de N absorvida

pela planta durante seu ciclo afeta o teor de proteinas nas sementes, onde o N é
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acumulado na forma de proteinas especificas de armazenamento (BONO et al.,
2008).

As plantas de soja necessitam de elevada quantidade deste
nutriente, sendo requisitados 80 kg, para producdo de 1.000 kg de gréos de soja
(CRISPINO et al., 2001). O nitrogénio pode ser fornecido de quatro maneiras, a
primeira é pela decomposi¢cdo da matéria organica, estando a dindmica do nitrogénio
relacionada a do carbono, jaA que ambos compdem a matéria organica do solo,
porém, este reservatoério € limitado, podendo ser esgotado rapidamente apds alguns
cultivos (BAYER et al., 2000).

O segundo modo, através da fixacdo ndo bioldgica, que contribui
com pequenas quantidades, resultantes de descargas elétricas, combustdo e
vulcanismo. Os fertilizantes nitrogenados sao a forma usual de suprir este elemento,
sendo esta a terceira forma, porém, apresenta desvantagens consideraveis, como
problemas ambientais e aumento no custo de producédo (CRISPINO et al., 2001). A
guarta maneira ocorre pela atividade das bactérias fixadoras de nitrogénio que
podem ser de vida livre ou, as do género Rhizobium. Estas bactérias se unem a
planta hospedeira, e estabelecem uma relacdo de simbiose mutualistica com
beneficios para ambos os envolvidos (EHRHARDT-BROCARDO, 2013).

A FBN se caracteriza pela formacao de estruturas especializadas
nas raizes, chamadas de nédulos, induzidas pelas bactérias, que colonizam estes
nédulos e invadem o citoplasma da célula hospedeira onde realizam o processo de
fixacdo do nitrogénio atmosférico utilizado pelas plantas, eliminando ou diminuindo a
necessidade de adubos nitrogenados (MENDES et al., 2010). A planta, em
contrapartida, fornece energia e nutrientes para a bactéria.

Os genes para fixacdo de nitrogénio, chamados de nif, séo
encontrados tanto em sistemas simbioticos, quanto em sistemas livres (REED et al.,
2011). A combinagdo entre bactérias de vida livre presentes na rizosfera e, as
encontradas nos nodulos das raizes podem desempenhar funcdes conjuntas,
produzindo efeito sinérgico, que supera os resultados produtivos obtidos quando
utilizadas isoladamente (BARBARO et al., 2008).

A fixagcdo biologica do N atmosférico é realizada por uma parcela
dos procariotos diazotréficos (MOREIRA et al., 2010), tendo inicio com a adaptacao

da bactéria a planta (FAGAN et al., 2007). A maioria das espécies de diazotréficos é
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de vida livre, ocorrendo em todos os tipos de solo, na regido da rizosfera podendo
estabelecer associacdes com plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A FBN é fundamental para a agricultura e, como consequéncia 0s
rizobios sdo os microrganismos diazotréficos com maior abrangéncia e diversificacao
de estudos cientificos. A FBN é considerada a responséavel pela entrada de 65% do
N no solo e, portanto, o maior provedor deste mineral (HUNGRIA et al., 2001).
Segundo Hungria et al. (2007) para producdo de 3000 Kg.ha' de soja, sdo
necessarios 480 Kg de nitrogénio mineral, que podem ser fornecidos em sua
totalidade pelas espécies Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii, que tornam o
nitrogénio do ar assimilavel pela planta. As bactérias utilizam substéncias que as
raizes liberam para o solo, dando inicio as reacGes quimicas que acabam por
abrigar a bactéria fixadora de nitrogénio na raiz da planta.

O mercado de inoculantes para leguminosas na América do Sul
supera 40 milhdes de doses anuais, mais de 95% destinados a cultura da soja. Com
atual destaque para os géneros Azospirillum, Pseudomonas e Bacillus que quando
coinoculado com Bradyrhizobium promovem o crescimento de plantas e/ou controle
biologico (HUNGRIA, 2011). Contudo, a variabilidade quanto a eficiéncia do
processo simbidtico, entre as estirpes que nodulam a soja, origina diferentes
interacbes entre bactérias e os cultivares disponiveis (QUESADA et al., 2001,
CARVALHO, 2003).

O investimento em pesquisas multidisciplinares e integradas entre
microbiologia, ciéncia do solo, melhoramento de plantas e manejo de culturas,
alcancam beneficios significativos para todo o ecossistema, aumentando a producao
de alimentos e diminuindo o uso de fontes externas de fertilizantes nitrogenados
(MENDES et al., 2010).

2.5 Antagonismo a fungos fitopatogénicos

O nicho ecolégico ocupado pelas BPCP semelhante ao dos
fitopatégenos e, a relagdo benéfica estabelecida com as plantas, faz com que tais
bactérias possam atuar no controle de doencas. Estas bactérias colonizam
rapidamente as superficies das raizes e utilizam os nutrientes disponiveis no solo,
limitando a sobrevivéncia de microrganismos deletérios que sdo agentes causadores
de doenca (VERHAGEN et al., 2004).
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As bactérias do solo geralmente possuem caracteristicas que lhes
permite agir como antagonistas, excretando metabdlitos que realizam o controle dos
agentes causadores de podriddes em sementes, raizes e colo de plantas (TOKESHI,
2000; HAAS; DEFAGO, 2005). A producéo de antibiéticos € um dos mecanismos de
maior relevancia, no biocontrole realizado pelas BPCP contra fitopatdgenos e,
numerosos estudos, vém sendo realizados para elucidar as interacbes entre
antagonista-patdégeno-hospedeiro (SHILEV, 2013).

O controle bioldgico de patégenos de solo causadores de doencas
em plantas, reduz a densidade do in6culo ativo ou dormente através de parasitismo,
predagdo, competicdo ou antibiose (VENZON et al.,, 2010). A diversidade de
microrganismos e suas relacdes antagbnicas, sao importantes ferramentas que se
apresentam como alternativa racional e eficiente para a reducdo do uso de
agroquimicos no controle de fitopatdgenos (RYAN et al., 2008; THANH et al., 2009).
Os efeitos deletérios dos fitopatdgenos sédo reduzidos pelo rompimento de suas
paredes celulares através de enzimas e pela sintese de antibiéticos por BPCP,
entretanto, o excesso de antibidticos pode induzir o desenvolvimento de resisténcia
nestes microrganismos (GLICK et al., 2007).

O potencial de uso das BPCP como ferramenta para o controle
bioldgico ja foi comprovado na literatura cientifica, por exemplo, com rizobactérias
antagonistas no controle da murcha bacteriana (ANITH; MOMOL, 2004; LEMESSA,;
ZELLER, 2007). O tombamento de plantas provocado por Rhizoctonia solani, pode
ser controlado por Pseudomonas sp e Bacillus sp. (MARIANO et al., 2004).

Dois isolados de Rhizobium meliloti demonstram desempenho
satisfatorio no controle de doencas, transmitidas por sementes infectadas por
Macrophomina phaseolina (ARORA et al., 2001), agente causal de doengas com
prejuizos significativos em diversas plantas hospedeiras (SU et al., 2001).

Experimentos foram conduzidos em cultivo protegido e a campo com
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium e Pseudomonas. Sementes
tratadas com todas as BPCP controlaram a doenca, sendo que Bacillus demonstrou
elevada eficiéncia pela maior quantidade de plantas sadias (EL-BAROUGY et al.,
2009).

A doenca podridao vermelha da raiz ‘PVR’, causada por Fusarium
solani ssp. glycines, se destaca pelos danos crescentes causados na cultura da soja

(GASPERI et al., 2003). Embora estivesse presente no Brasil desde a década de 80,
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apenas nos anos 90 passou a causar maiores prejuizos, tornando-se um grande
problema para os sojicultores, técnicos e pesquisadores, visto que nao existe
controle quimico ou cultural eficiente, a doenca ocorre principalmente nos estados
da regido Sul e nas areas de cerrado com maior altitude (FRONZA, 2003).

Os sintomas tipicos sdo manchas cloréticas e necréticas internervais
e a regido das nervuras permanecem com coloracéo verde normal (AMORIM et al.,
2018), sendo mais evidentes proximo a fase de florescimento, podendo progredir até
a total desfolha das plantas. Na raiz os sintomas geralmente sdo observados a dois
centimetros abaixo do solo, caracteriza-se inicialmente como uma mancha
avermelhada, com a evolucdo da doenca as lesGes atingem toda a raiz, com
posterior necrose, nas lesbes podendo ser observada uma massa azulada de
esporos do patégeno, que progride até a morte da planta (FARIAS NETO et al.,
2008).

Cultivares de soja suscetiveis apresentam severos sintomas foliares
e reducédo de 27% a 40% da produtividade de graos (FARIAS NETO et al., 2006).

A podriddo branca da haste, causada pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum é um patdgeno de mais de 400 espécies de plantas, incluindo varias de
importancia econémica (ABDULLAH et al., 2008). E uma doenca de grande
importancia para a cultura da soja em muitas regiées do Centro-Sul do Brasil. Alta
precipitacdo pluvial durante a safra, aliada e temperaturas amenas favorecem a
proliferacdo da doenca (LEITE, 2005). Em vérios paises e em condi¢des favoraveis,
as perdas causadas pelo fungo na cultura da soja chegam a 100% (SILVA et al.,
2008).

Os sintomas atingem todos os 6rgaos da planta concentrando-se no
terco médio, o periodo mais suscetivel compreende a fase de floracdo até o inicio da
formacdo das vagens (AMORIM et al., 2018) caracterizam-se por apresentarem
necrose no caule e murchamento, seguido da seca das folhas, € possivel observar o
crescimento de micélio cotonoso e branco na superficie dos tecidos lesionados, que
sobrevive no solo e restos de culturas através de sua estrutura de resisténcia, o
esclerodio (LEITE, 2005; FURLAN, 2015).

O uso de cultivares resistentes, praticas culturais e a utilizacao de
agroquimicos sdo os métodos de controle mais empregados (BARDIN; HUANG,
2001), porém o controle biolégico vem sendo utilizado como método alternativo,

sendo empregado quando os esclerodios estdo em estado de repouso no solo ou no
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estagio de germinacao, periodo em que o patégeno € mais vulneravel no ambiente
(ZANCAN et al., 2012).

2.6 Qualidade do solo e seus bioindicadores

O solo constitui, sob o enfoque funcional agricola, um ecossistema
natural, dindmico e heterogéneo, composto por partes sdlidas, liquidas, gasosas,
fracbes minerais, organicas, agua, ar e seres vivos. Este ambiente fornece
sustentacdo e supre todas as necessidades para o desenvolvimento das plantas
(SANTOS et al., 2013; DENARDIN et al., 2014). A qualidade do solo, se refere a
capacidade do solo de sustentar a produtividade bioldgica dentro do ecossistema,
promovendo a saude de plantas e animais e do proprio ser humano e mantendo o
equilibrio ambiental (SPOSITO; ZABEL, 2003).

O conceito de qualidade do solo foi inicialmente explorado e
estudado, como o resultado de parametros quimicos e fisicos associado ao conceito
de fertilidade (KARLEN et al., 2003). Entretanto, para avaliar a qualidade do solo é
necessario compreender que se trata de um sistema complexo, composto por
fatores bioticos e abioticos. Estes fatores interagem entre si e qualquer interferéncia
traz consequéncias, nem sempre benéficas, por isto, 0 monitoramento constante,
incluindo a andlise da microbiota e das atividades microbiolégicas, além dos
atributos quimicos e fisicos € essencial para o manejo sustentavel dos solos
(SPOSITO; ZABEL, 2003; PORTO et al., 2009), ndo basta apenas que o solo
apresente alta fertilidade, € necessario também, possuir boa estruturacédo e abrigar
uma alta diversidade de organismos (ZILLI et al., 2003).

A funcionalidade, sustentabilidade e qualidade dos solos dependem
também da participacdo e da biodiversidade microbiologica, pois, estdo associados
a sua estabilidade perante os distarbios ambientais naturais ou antropicos. Assim,
devido a sua decisiva contribuicdo sobre a produtividade, os microrganismos
passaram a atrair a atencdo da comunidade cientifica, sendo reconhecidos por seus
valiosos servigos ambientais, que interligam ecossistemas (DENARDIN et al., 2014;
JURBURG; SALLES, 2015). Portanto, avaliar a qualidade do solo de um local ou
regido € um trabalho minucioso que requer a andlise dos componentes, de pelo
menos duas de suas trés caracteristicas: fisicas, quimicas e bioldgicas, a fim de
evitar conclusdes equivocadas (CARNEIRO et al., 2009; CAMPOQOS, 2010).
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As propriedades bioldgicas estimam a capacidade que um solo
possui, de atender as necessidades dos vegetais, desde seu estabelecimento até a
colheita (PASCUAL et al., 2000).

As avaliacbes da atividade microbiana, como a biodiversidade,
respiragdo do solo, a biomassa microbiana, a utilizagdo de fontes de carbono e
atividades enzimaticas relacionadas aos ciclos biogeoquimicos, sob diferentes
sistemas de uso, tém sido eficientes indicadores, fornecendo dados importantes em
resposta as tensdes e disturbios (KARLEN et al., 2003; PULLEMAN et al., 2012).

As transformac¢des bioquimicas no sistema solo-planta séo
dependentes ou relacionadas a presenca das enzimas, as quais tém participacédo
essencial nos ciclos dos elementos no solo, a maioria das enzimas € sintetizada por
microrganismos presentes na rizosfera. A adubacdo organica, presenca de
vegetacao e rotacdo de culturas, sdo fatores que favorecem a atividade enzimatica
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Os microrganismos do solo ndo absorvem compostos de elevado
peso molecular, eles produzem enzimas extracelulares que realizam a quebra
dessas moléculas, fazendo com que elas possam ser assimilaveis. As longas
cadeias de moléculas de glicose que unidas formam o amido, para serem utilizadas
passam por um processo de hidrdlise, com reacdes promovidas pelas amilases, que
resultam na liberacdo de moléculas de glicose com menor peso molecular (TOTOLA;
CHAER, 2002; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os sistemas enzimaticos podem também ser empregados para
avaliar a influéncia do manejo sobre a qualidade, principalmente na camada de 0 a 5
cm (MENDES; REIS JUNIOR, 2004). Enzimas sdo macromoléculas proteicas, que
aceleram reacbes bioquimicas, participam da ciclagem de nutrientes e regulam
processos vitais, que de outra maneira, ocorreriam em velocidades extremamente
baixas (NELSON; COX, 2004). Assim, o comportamento microbiano, além de ser um
indicador bioldgico, também serve como parametro bioquimico, com reflexos sobre a
performance enzimatica do solo. Enzimas como as amilases, lipases e proteases
Sao responsaveis pelas etapas iniciais da decomposi¢cao de compostos organicos do
solo, agindo como catalisadoras dos processos metabolicos que liberam nutrientes
para as plantas e microrganismos (MAKOI; NDAKIDEMI, 2008; BURNS et al., 2013).

As multiplas funcdes que as enzimas exercem no solo indicam a

diversidade de atividades desempenhadas pelos microrganismos (CLAASSENS et
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al., 2008). Estas enzimas, sensiveis ao manejo do solo estdo diretamente
relacionadas com as transformacdes dos nutrientes, e por isso sao eficientes
indicadores da qualidade do solo e da comunidade microbiana (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007; VASCONCELLOS et al., 2013). A quantificacdo da atividade
enzimatica fornece informacfes sobre alteracdes nos processos metabdlicos,
contribuindo para melhor compreensdo sobre os efeitos das praticas de manejo e
uso, empregadas no solo (CARNEIRO et al., 2008).

A quantidade, diversidade e a atividade das populacbes de
bactérias, fungos, algas e protozoarios que vivem no solo dependem da
disponibilidade de matéria orgéanica, textura, pH, composicao quimica, temperatura e
aeracdo destes locais (CHEN et al., 2003). Os bioindicadores mais utilizados sao o
carbono da biomassa microbiana ‘CBM’, a respiragao basal do solo ‘RB’, o quociente
metabdlico ‘qCO;’, enzimas, diversidade, densidade e atividade de grupos funcionais
chave (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; VASCONCELLOS, 2013).

A biomassa microbiana do solo ‘BMS’ é considerada a fragéo viva do
solo, excluindo-se os organismos da megafauna (> 0,2 mm) e as raizes ativas das
plantas (VENZKE FILHO, 2003). Esta biomassa atua na transformagédo da matéria
organica (MO) liberando nutrientes como N, P e S prontamente disponiveis para as
plantas. Com isso, a BMS também influencia diretamente o fluxo de energia do
sistema, definindo a qualidade nutricional e ambiental das diferentes condicGes
edéaficas (VENZKE FILHO, 2003; MOREIRA; MALAVOLTA, 2004).

Uma forma de avaliacdo da BMS se da pela quantificacdo do
carbono da biomassa microbiana (CBM). Este valor obtido pode indicar a quantidade
de organismos presentes, mas nao apresenta relacdo direta com as atividades
realizadas pelos mesmos, ja que existe no solo uma fracdo da biomassa que pode
estar inativa (MENDES et al., 2009). A respiracdo basal do solo (RB) é um
importante método para a determinacdo da atividade microbiana, que avalia a
guantidade de CO;, liberada, tanto de organismos aerobios quanto anaerébios.

Através da relacdo RBS e CBM se obtém o quociente metabdlico
(qCO,) outra ferramenta, para andlise das atividades bioquimicas do solo
(JENKINSON; POWLSON, 1976; BRAGA et al., 2016).

Os valores de qCO;, em relacédo ao estresse sofrido pela populacéo
microbiana variam de acordo com a limitagdo nutricional, o contato com produtos

toxicos, acidez do solo e qualquer perturbacdo de origem antropica causada pelo
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manejo (ANDERSON; DOMSCH, 1993). Portanto, alta liberacdo de CO, indica
elevada respiracéo, diminuindo a eficiéncia na converséao do carbono assimilado em
biomassa, indicando assim, o nivel de estresse sofrido pela comunidade (MENDES
et al., 2009). O quociente microbiano (QMIC), obtido a partir da razédo entre o CBM e
o COT, pode estimar a qualidade da matéria organica inserida no sistema, sendo
outra ferramenta de andlise para ampliar a compreensao da influéncia da matéria
organica no sistema (SILVA et al., 2010).

A gualidade do solo influencia o potencial de uso, a sustentabilidade
do agroecossistema e a produtividade, portanto, seu estudo visa fornecer
informagdes sobre o manejo do solo, possibilitando a tomada de decisbes para
melhor utilizacdo desse recurso (SPOSITO; ZABEL, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos no Campus Luiz Meneghel
(CLM) da Universidade Estadual do Norte do Parana (UENP), Bandeirantes/PR, nos
periodos de dezembro de 2017 a fevereiro de 2018 e de outubro de 2018 a margo
de 2019.

O municipio de Bandeirantes localiza-se nas coordenadas
50°29'44,08” - 50°09'42,56” W e 23°17’5,10” - 23°00°'58,40” S, precipitagdo média
anual de 1.300 mm (EMBRAPA, 2006). A classificacdo do clima & Cfa (Kdppen e
Geiger) subtropical umido. O solo da &area de estudo é classificado como
LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (EMBRAPA, 2006).

O primeiro foi conduzido em estufa plastica modelo tanel alto de
cultivo forcado e o segundo a campo, na fazenda escola do CLM/UENP, utilizando-
se sementes de soja comerciais da cv. M6410 IPRO com habito de crescimento
indeterminado, grupo de maturacdo 6.4, com germinacdo minima de 80% e pureza
de 99%, adquiridas no comércio local.

Os dados de temperatura maxima e minima do ar (Figuras 1 e 2), e
precipitagédo pluvial (Figura 2), ocorridos nos meses de condugdo dos experimentos,
foram obtidos da estacdo agrometeorologica do IAPAR localizada na UENP. As
caracteristicas quimicas e textural do solo utilizado estdo apresentados na Tabela 1.
Para caracterizacdo quimica e textural inicial, foram retiradas sete amostras de solo
da area reservada para o experimento conduzido no campo, distantes 15 m entre o0s
pontos de coletas, que a seguir foram homogeneizadas para se obter uma amostra
composta, da qual foi retirado o material utilizado nas analises realizadas no
laboratério de solos do CLM/UENP.

T Minima T Maxima
__ 40
&
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o
2 20 -
o
L 10 |
&
& O T T T T T T T
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Figura 1. Temperatura maxima e minima ocorrida nos meses de conducado do experimento em estufa.

32



Precipitacdo Decéndios =T Minima ——T Maxima
100 - - 180
VE V4 R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
90 | v v v \ AN / A4 y y y y - 160
80 - ) g.g 5 - 140
704 | 3 g ES s| 2 .
G g £ 5 o 2| 28 - 120 €
o £ 3 5.5 5 SE £
o 00 - A 2 c > o 95 =
5 B 95 ES - 100 ©
tw 50 - Tg-g 8 s
— < Qo 2 4‘3
2 E < - 80 3
E 40 7 A I 'G
S ; ‘ ‘ | {60 2
L ' P MVl
! i
20 - A ) ! 4 ' / ! . 40
L L R
/ 5 b 7 ) 4 4 4
Y Ao A - ,
% % % % % ® % o o o o o o o o o
N N N N N N N \ \ \ \ \ N N N \
T X D TP IS
I N - N s N e A S A N
Figura 2. Dados climaticos dos meses de condugdo do experimento a campo.
Tabela 1. Caracterizacdo quimica e textural do solo.
coT MO pH P K* Ca®" Mg?* AP H+AI SB CTC
g kg g kg CaCl, gdmd cmolc dm3......oo
12,7 21,9 4,8 17,8 0,6 5,9 1,9 0,2 6,2 8,5 14,7

Andlise Textural: Areia = 10%; Silte = 13% e Argila = 77%



3.1 Bactérias promotoras do crescimento de plantas

Foram avaliados 15 isolados bacterianos, denominados de isolados
01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10 e 11 (isolados de solo com aplicacado de adubo
bioldgico), 1B, 2B, 3B e 4B (isolados de adubo bioldgico comercial), pertencentes a
colecao de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Solo (LabMicroS) da
UENP/CLM.

Os isolados bacterianos utilizados foram caracterizados por Paula
(2018) quanto a producdo de &cido indol acético (AlA), capacidade de produzir
enzimas (protease e amilase) e de fixagcdo nitrogénio livre (Nfb) (Tabela 2) e a
atividade antagonista contra os fungos Fusarium solani isolado 1 e 2, Macrophomina
phaseolina e Sclerotinia sclerotiorum (Tabela 3).

Todas as sementes no momento da semeadura foram inoculadas
com produtos comerciais, contendo Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 e SEMIA
5019, seguindo-se as doses indicadas nos rétulos das embalagens de cada produto.
No tratamento testemunha, as sementes foram inoculadas apenas com os produtos

comerciais.

Tabela 2. Producdo de acido indol acético (AIA) in vitro, producdo de protease e
amilase e fixacdo de nitrogénio livre (Nfb) de quinze isolados bacterianos.
UENP/CLM, Bandeirantes, PR.

Isolados AlA T Protease Amilase Nfb
Hg mL
01 31,33 + + -
02 11,93 + + +
03 15,10 + + -
04 22,25 + + -
05 15,39 + + -
06 13,49 - - +
07 13,50 + - -
08 16,70 + - +
09 20,02 - - -
10 17,97 - - -
11 18,77 - - -
1B 12,02 - - -
2B 16,75 - + -
3B 30,83 - + -
4B 8,56 + - +
AIA = acido indol acético; + = resultado positivo para producdo; - = resultado negativo para a
producéo.
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Tabela 3 indice de velocidade crescimento micelial (IVCM) e porcentagem de
inibicdo (%INB) dos quinze isolados frente a quatro fungos fitopatogénicos.

UENP/CLM, Bandeirantes, PR.

Sclerotinia Macrophomina Fusarium Fusarium
Isolados sclerotiorum phaseolina solani 1 solani 2

IVCM % INB IVCM %INB IVCM % INB IVCM % INB

Controle 5,92 - 15,88 - 10,29 - 11,57 -
01 1,38 76,69 9,56 39,80 557 45,87 5,36 53,67
02 2,75 5355 10,25 3545 8,71 15,35 7,43 35,78
03 3,36 43,24 9,62 39,42 7,71 25,07 6,07 47,54
04 1,50 74,66 9,88 37,78 6,07 41,01 5,29 54,28
05 1,79 69,76 10,25 35,45 586 43,05 5,64 51,25
06 250 57,77 1150 27,58 9,71 5,64 10,00 13,57
07 2,08 64,86 16,38 -3,15 10,1 1,85 8,71 24,72
08 258 56,42 10,50 33,88 8,71 15,35 7,21 37,68
09 1,92 6757 18,75 -18,07 10,00 2,82 10,64 8,04
10 2,75 5355 18,44 -16,12 10,93 -6,22 11,00 4,93
11 2,62 55,74 17,75 -11,78 9,43 8,36 8,54 26,19
1B 1,62 7264 1150 27,58 8,07 21,57 6,79 41,31
2B 508 14,19 17,81 -12,15 10,71 -4,08 10,86 6,14
3B 2,17 63,34 10,12 36,27 8,50 17,40 7,71 33,36
4B 1,20 79,73 8,12 48,87 7,21 29,93 6,21 46,33

3.2 Preparo dos isolados bacterianos para inoculagao

Para a multiplicacdo os isolados bacterianos foram semeadas em
meio de cultura Caldo Nutriente a 28 °C em B.O.D., até atingir a concentracédo de
10° unidades formadoras de coldnia por mililitros (UFC mL™), conforme a instrucéo
normativa N° 13 da Secretaria de Defesa Agropecuéaria de 24 de mar¢o de 2011,
estimada através de espectrofotometro com comprimento de onda de 640 nm,
medindo-se a densidade Optica da suspensdo bacteriana até atingir 0,530 de
absorbancia. A seguir, os isolados foram mantidos em geladeira (4°C) até o
momento da utilizag&o.

Para o crescimento dos isolados aplicados no experimento em
estufa utilizou-se erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura. Os
isolados aplicados no campo foram cultivados em garrafas plasticas transparentes
de 500 mL, contendo 500 mL de meio de cultura, até atingir a concentracdo de 10°
UFC mL™. Todos os materiais utilizados em laboratério para o preparo e
multiplicacdo das bactérias, passaram por assepsia prévia, conforme o protocolo

descrito na habilitagcdo para Laboratorios de Microbiologia (ANVISA, 2005).
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3.3 Experimento conduzido sob estufa plastica modelo tanel alto

A semeadura foi efetuada no dia 19 de dezembro de 2017, em vasos
de polietileno (capacidade 8 L), preenchidos com 7,5 Kg de solo retirado da area
reservada para o experimento a campo. Foram semeadas trés sementes por vaso,
previamente tratadas com inoculante comercial Gelfix 5® na dose de 2 mL para cada
quilo de semente. Os vasos foram mantidos sob estufa plastica, modelo tanel alto,
medindo 1,80 m de altura e 4 m de largura, com controle de luminosidade através de
lampadas de LED de 12 w, acionadas por um temporizador digital.

Diariamente a cobertura plastica era retirada pela manhd e
recolocada no fim da tarde, exceto em dias de chuva quando era mantido o dia todo,
para permitir a aeragéo, evitando acumulo de umidade e alta temperatura dentro da
estufa.

A inoculacao dos isolados em cada tratamento ocorreu quatorze dias
apés a semeadura, com as plantas no estadio V1. Realizou-se a aplicagdo de 1 mL
de suspensdo bacteriana de cada tratamento na concentracdo minima de 10° UFC
mL™, utilizando-se um pipetador posicionado no colo da planta. O desbaste foi
realizado 24 dias apds a semeadura, deixando-se uma planta por vaso.

A irrigacao foi feita diariamente com copo medidor, de modo a suprir
60% da capacidade de campo em cada vaso, pois, conforme EMBRAPA (2013) o
conteudo de agua no solo para o cultivo de plantas de soja, deve permanecer entre
50 e 85% do total maximo de agua disponivel.

Os tratos culturais foram efetuados, retirando-se manualmente as
plantas indesejaveis e insetos, e realizou-se uma aplicagdo do inseticida Fastac®
Duo na dose de 400 mL ha™ em V6, para o controle de mosca branca (Bemisia
tabaci Genn.).

Setenta dias apds a semeadura quando as plantas estavam no
estadio V8, foram efetuadas avaliacbes das plantas, e retiradas amostras de 400 g
do solo de cada vaso, acondicionadas em sacos plasticos e mantidos sob
refrigeracdo (4°C) até o momento das andlises quimicas e microbiolégicas.

Para o desenvolvimento da planta foram avaliadas a altura da parte
aérea, com auxilio de uma régua, desde o colo da planta até a insercédo do ultimo

trifélio, diametro do caule, com paquimetro digital a 5 cm do solo, massa fresca e
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seca da parte aérea. Para a determinacdo da massa fresca utilizou-se balanca
digital. A massa seca foi determinada apds acondicionar o material vegetal fresco
em embalagens de papel kraft, mantido a 60 °C em estufa com circulacdo de ar
forcada por 72 horas. No sistema radicular foram determinados o volume de raiz
(mL) com uma proveta graduada, medindo-se o volume de 4gua deslocado pela raiz
e a massa fresca da raiz.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado contendo
16 tratamentos (15 isolados bacterianos e 1 testemunha) com 5 repeticbes cada,
totalizando 80 vasos. A analise estatistica foi realizada no software Sisvar
(FERREIRA, 2014). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, as
meédias agrupadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Apos a realizacdo do experimento em condi¢cdes controladas os
mesmos isolados foram levados ao campo, visando avaliar o desempenho dos

isolados frente as variaveis ambientais.
3.4 Experimento conduzido a campo

A instalacdo foi efetuada no dia 29 de outubro de 2018, o solo da
area de cultivo foi previamente preparado através de aracdo, gradagem e com a
adubacao de plantio calculada de acordo com Pauletti; Motta (2017), o que resultou
em 200 Kg ha' do fertilizante formulado na proporcdo 0-20-20 para O0S
macronutrientes NPK.

A semeadura ocorreu em parcelas (repeticées) medindo 3,0 m de
largura e 5,0 m de comprimento, totalizando 15 m? cada. As parcelas foram
montadas deixando-se 1 m de espacamento entre elas, para evitar a sobreposicao
do efeito de cada tratamento. As sementes foram distribuidas sobre 6 linhas, dentro
de cada parcela, perfazendo 11 plantas por metro linear. Com espacamento de 45
cm entre linhas, sendo avaliadas as plantas presentes nas 4 linhas centrais.

No momento da semeadura as sementes foram tratadas com o
inoculante turfoso Brasilec®, na dose de 60 g do produto para cada 50 Kg de
semente.

Apo6s 30 dias da semeadura, quando as plantas estavam em estadio
V4 foi realizada a inoculagao, utilizando-se garrafas plasticas, contendo 500 mL de

meio de cultura com cada isolado bacteriano na concentracdo minima de 10° UFC
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mL™, por parcela, distribuidos uniformemente na altura da inserc&o da planta no solo
em todas linhas de cultivo de forma que a mesma quantidade fosse aplicada em
cada planta.

A area de cultivo foi inspecionada diariamente efetuando-se capinas
sempre que necessario. O inseticida Engeo® Pleno S, foi aplicado duas vezes,
conforme a necessidade, na dose de 180 mL ha™, para o controle do percevejo
marrom (Euschistus heros Fabr.). O fungicida Elatus® foi aplicado em trés ocasides,
com 20 dias entre as aplicacdes, na dose de 250 g ha™, as aplicacdes foram
realizadas utilizando pulverizador agricola costal a COs.

As avalia¢des iniciaram com a contagem do numero de flores por
planta, escolhidas aleatoriamente, num total de 10 plantas por parcela. As contagens
ocorreram em trés ocasifes aos quarenta e nove (R1), setenta (R3) e oitenta e
quatro (R5) dias ap6s a semeadura.

Aos setenta dias, com as plantas no estadio R4, foram coletadas
trés plantas por parcela, para a medicao da altura da parte aérea, avaliada com uma
régua desde o colo da planta até a insercao do ultimo trifélio, nUmero de nddulos por
planta, volume de raiz e massa seca da parte aérea e da raiz. A massa seca foi
determinada apds acondicionar o material vegetal fresco em embalagens de papel
kraft mantidos a 60 °C, em estufa com circulacéo de ar forcada, por 72 horas. Apds
esse procedimento a massa seca foi determinada utilizando-se balanca digital.

A colheita dos grdos ocorreu cento e trinta e sete dias apos a
semeadura, sendo retiradas as plantas de dois metros lineares, obtidos de duas
linhas por parcela. Na sequéncia foi realizada a debulha das vagens e a pesagem
dos gréos, para estimar a produtividade (kg ha™) e determinar o peso de 1000 gréos.

Foram realizadas coletas de solo para as analises microbiologicas e
quimicas, em duas ocasifes, setenta dias apdés a semeadura quando as plantas
estavam no estadio R4 e apés a colheita dos grdos. Em cada parcela retirou-se 7
amostras aleatoriamente na camada de 0-10 cm, que foram homogeneizadas,
totalizando 400 gramas e mantidas em sacos plasticos sob refrigeracdo até o
momento das analises.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados contendo
os 16 tratamentos (15 isolados bacterianos e 1 testemunha) em cada bloco, num
total de 5 blocos e 80 parcelas. A andlise estatistica foi realizada no software Sisvar

(FERREIRA, 2014). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, as
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médias agrupadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

3.5 Preparo das amostras de solo

As amostras foram passadas em peneira (malha 2 mm), para retirar
qualquer residuo de origem animal ou vegetal. Na sequéncia, retirou-se 2 g de cada
amostra para a determinacdo da umidade pelo método da estufa a 105 + 3 °C,
permanecendo até atingir peso constante. O calculo do percentual de umidade foi

realizado de acordo com Donagema et al. (2011).
3.6 Andlises quimicas

ApOGs as amostras serem secas ao ar, realizou-se as determinacdes
conforme Embrapa (1997), pH (CaCl,), K" e P foram realizadas utilizando-se extrator
Mehlich-1, com as determinacdes feitas por fotometria de chama e colorimetria.

Os elementos Ca®*, Mg®* e AI** trocaveis foram extraidos com KCl e
analisados por titulometria.

Para a quantificacdo COT, a matéria organica foi oxidada com
dicromato de potassio, em meio sulfurico, e a titulacdo do carbono foi feita com

sulfato ferroso amoniacal.
3.7 Andlises microbiolégicas do solo
3.7.1 Carbono da biomassa microbiana

O CBM foi avaliada pelo método de fumigacdo-extracdo conforme
Vance et al. (1987) com 20 g de solo de cada tratamento em duplicata, com e sem
fumigacéo. A fumigacdo das amostras foi realizada em dessecador, contendo um
becker com 50 mL de cloroférmio isento de etanol e pérolas de vidro, permanecendo
no vacuo sob presséo de -0,67 atm.

As amostras com e sem fumigagcdo permaneceram no escuro sob
temperatura de 25-28 °C por 24 horas. A seguir foi feita a extracdo do carbono
microbiano, através da agitacdo das amostras, por 30 minutos a 220 rpm e
decantacdo durante 30 minutos, utilizando-se 50 mL de sulfato de potassio (K2SO,)
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0,5 M como extrator.

A seguir, a amostra foi filtrada e retirou-se 8 mL do sobrenadante e
adicionou-se 2 mL de solucdo 0,066 M de dicromato de potassio (K,Cr,0O7), 10 mL
de acido sulfurico P.A (H,SO,4) e 5 mL de acido orto-fosférico (HzPO,4) 85%.

Apbs resfriamento da solugéo, foram adicionados 70 mL de agua
destilada e o indicador difenilamina ((CsHs)NH) 1%. E a titulacdo foi realizada com
uma solucdo 0,033 M de sulfato ferroso amoniacal [(NH2)2 Fe(SO4)2 6H,0], sendo
gue o ponto de viragem foi indicado com a mudanca da cor purpura para verde. A
biomassa de cada tratamento € determinada pela diferenca do fluxo de carbono

entre amostras com e sem fumigacéao.

3.7.2 Respiracao basal do solo

A RB foi determinada conforme Silva et al. (2007), sendo pesadas
50 g da amostra de solo de cada tratamento em recipientes de vidro do tipo Snap
Cap (capacidade 100 mL). Em outro Snap Cap adicionou-se 10 mL de NaOH,
solucéo receptora de CO,. Os recipientes com a amostra de solo e seu respectivo
frasco contendo NaOH foram transferidos para um frasco de vidro de 2 L,
hermeticamente fechado, para evitar o fluxo de CO,. Todos os recipientes foram
mantidos no escuro, sob temperatura entre 25 a 28 °C, por 7 dias.

Apbs esse periodo, adicionou-se ao NaOH, 2 mL de solucdo de
cloreto de bario (BaCl,) 10%, para completa precipitacdo do CO, e duas gotas de
indicador fenolftaleina, procedeu-se a titulacdo com acido cloridrico (HCI) 0,5 M. A

mudanca de cor ocorreu da coloragéo rosa para incolor.
3.7.3 Quocientes metabdlico e microbiano

O gCO; foi obtido pela razédo entre RB e o CBM, o gMIC foi obtido
pela razéo entre o CBM e o COT.

As equagbes empregadas nos calculos das caracteristicas

microbioldgicas estdo descritas no Anexo |.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Experimento conduzido em estufa

Com relagcdo a MFPA e MSPA, todos os isolados apresentaram
resultados superiores a testemunha. Na APA, DC, VR e MFR, os isolados na sua
maioria apresentaram resultados superiores ou iguais aos da testemunha. Tal fato
pode estar ligado a capacidade dos isolados de produzir AlA, que variou de 8,56 a
31,33 pg mL™ (PAULA, 2018). Os isolados 01, 02, 03, 05, 09 e 2B apresentaram
meédias estatisticamente superiores em todos os parametros analisados (Tabela 4).

O efeito benéfico da inoculagcdo pode estar associado a producéo de
fitoestimuladores como o AIA (FERLINI, 2006), que participa da elongacao, diviséo e
diferenciacdo celular, influenciando o desenvolvimento de raizes, através do
aumento do comprimento e do numero de pelos radiculares, aumentando a
superficie de contato, absor¢cdo de agua e nutrientes do solo (PATTEN; GLICK,
2002; MARCHIORO, 2005; BAIS et al. 2006).

Contudo, a biossintese de AIA por bactérias pode estimular, inibir ou
nao exercer efeito sobre o crescimento vegetal, os efeitos contrastantes do AIA
variam em funcdo da quantidade disponivel para a planta e a sensibilidade do
hospedeiro (SPAEPEN et al., 2007). Estudos com milho (PEDRINHO et al. 2010) e
soja (ASSUMPCAO et al. 2009) demonstram incrementos significativos sobre o
crescimento destas plantas. Entretanto outros ndo observaram uma correspondéncia
entre a sintese de AIA por bactérias com o desenvolvimento das plantas de soja (LI
et al., 2008). Concluindo que o AIA bacteriano atua no estabelecimento (REMANS et
al., 2008) e na eficiéncia da simbiose no processo de nodulacdo de plantas de feijao
(SPAEPEN et al., 2007).

A inoculagcdo em leguminosas demonstra a interacdo de varios
fatores envolvidos nessa interacdo, podendo tanto estimular como inibir a nodulacéo
e 0 crescimento vegetal, dependendo da interacdo entre os simbiontes e as estirpes
inoculadas (CAMACHO et al. 2001).
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Tabela 4. Caracteristicas agronémicas de plantas de soja no estadio V8 em cultivo
protegido apds inoculacdo com isolados bacterianos. UENP/CLM, Bandeirantes, PR.
2019.

Isolados APA (m) MFPA (g) MSPA (g) DC (mm) VR (mL) MFR (g)
T 0,8¢c 451c 26,3d 8,6b 34,0c 249¢c
01 10a 77,7 a 38,0a 112a 54,8 a 39,0a
02 1,1a 85,5a 38,0a 10,6 a 57,5a 41,7 a
03 1,1a 84,7 a 376a 109 a 52,8 a 40,0 a
04 10a 80,1a 36,5b 10,5a 470b 37,4 b
05 10a 78,6 a 38,1a 10,6 a 50,0 a 38,3a
06 1,1a 74,5 a 36,4 b 9,6 b 41,3b 32,7b
07 10a 64,0b 31,2b 10,6 a 38,50 ¢ 28,5¢c
08 1,1a 76,9 a 37,2a 99b 438b 353b
09 1,1a 75,5a 378a 10,4 a 57,8 a 430a
10 1,1a 79,8 a 38,0a 112a 423 b 325b
11 10a 815a 37,7a 112a 46,0 b 31,1b
1B 09b 739 a 37,2a 116 a 478 b 369b
2B 10a 76,7 a 38,3a 113a 57,5a 430a
3B 10b 69,4 a 348b 98 b 475b 37,1b
4B 0,8c¢c 55,9 b 320c 10,0 b 450b 33,7b

CV% 7,1** 8,3** 5,4** 7,4** 19,7** 18,0**

APA = Altura da Parte Aérea, MFPA = Massa Fresca de Parte Aérea; MSPA = Massa Seca de Parte
Aérea, DC = Didmetro do Caule, VR = Volume de Raiz e MFR = Massa Fresca da Raiz. *Médias
seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott knott a 5%. CV =
coeficiente de variagdo; ** = significativo a 1%, 'T = Testemunha.

Cinco isolados bacterianos nos parametros biologicos, diferiram em
relacdo a testemunha (Tabela 5). Na avaliagcdo do CBM, os isolados 01, 02, 05, 09 e
2B apresentaram médias superiores as da testemunha (Tabela 5). E os isolados 01
e 02 foram estatisticamente superiores aos isolados 05, 09 e 2B (Tabela 5).

O CBM compde a matéria organica, representando a fracdo viva,
variando de 2% a 5% do C orgéanico do solo (DE LUCA, 1998). Sendo considerado
eficiente indicador das alteracdes do estado da matéria organica, detectando seu
aumento ou decréscimo (TOTOLA; CHAER 2002). A quantidade de microrganismos
no solo esta relacionada com a quantidade e a qualidade da matéria organica.
Quanto maior a incorporacao de carbono aos tecidos microbianos, maior a eficiéncia
da biomassa microbiana na utilizacdo de compostos organicos (MERCANTE, 2004).

A inoculagdo dos isolados 01, 02, 05, 09 e 2B também influenciou
positivamente na respiracao basal (RB), quociente metabdlico (qCO,) e quociente
microbiano (gMIC) (Tabela 5). Entretanto, a inoculagdo dos isolados 01 e 02 foi a
gue apresentaram os melhores resultados nos parametros avaliados.

Manejos que promovam menores valores de qCO, sdo desejaveis
pois, refletem menores perdas de carbono pela respiracdo e consequente

incorporacdo de carbono a BMS. Quando tal correspondéncia € estabelecida,
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significa que a comunidade microbiana encontrou condigbes de ambiente que lhe
permite realizar suas atividades metabdlicas de maneira equilibrada (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2006).

O gMIC é um parametro que pode ser utilizado como indicador da
ocorréncia de C no solo (BALOTA et al., 1998), assim com a inoculacéo dos isolados
01 e 02 pode-se inferir que foi possivel obter maior eficiéncia no acimulo de carbono
na biomassa microbiana, em funcdo das médias significativamente maiores,
seguidas das médias dos isolados 03, 05, 09 e 2B (Tabela 5). Para Alves et al.
(2011), quando se inclui o gMIC nas analises sobre os parametros microbioldgicos
do solo, é possivel obter informag@es precisas e adequadas para o entendimento da
atividade dos microrganismos do solo.

Jakelaitis et al. (2008), consideraram valores de gMIC superiores a
1%, como sendo indicios de que a atividade microbiana no solo, ocorreu de maneira
satisfatéria sem a interferéncia de fatores estressantes. Neste sentido, para os
valores do gMIC verificados na Tabela 5, destacam-se os isolados 01 e 02 como
sendo os de melhor capacidade de adaptacéo, incluindo a eficiéncia de atividades
metabolicas e microbianas.

A inoculacdo com os isolados 04, 10 e 11 demonstrou 0s menores
desempenhos, pelas médias estatisticamente superiores de RB e qCO, (Tabela 5).
Segundo Jakelaitis et al. (2008), o maior valor do qCO, reflete a suscetibilidade
desses isolados, a condicdo ambiental, que provavelmente originou algum fator de
estresse sobre tais comunidades microbianas. Para Odum (1985), isto ocorre
porque, sobreviver em um ambiente com algum fator estressante, requer desvio de
energia do crescimento e reproducdo para a manutencao celular, ocasionando perda
do carbono da biomassa como COx.

Com relagéo aos parametros quimicos do solo no florescimento das
plantas, foi possivel observar reducéo dos teores de P, K* e Ca?* dos tratamentos
em comparacao a analise inicial do solo, pela extracdo desses nutrientes para o
desenvolvimento das plantas e manutengédo da microbiota do solo (Tabela 6).

As plantas necessitam de determinadas concentracdes de macro e
micronutrientes para realizar seu ciclo de vida, a absor¢céo de nutrientes diz respeito
a quantidade de determinado nutriente que a planta necessita, a concentracdo de
nutriente extraido expressa a quantidade de nutriente que é exportada pelo produto

colhido e a que permanece nos restos vegetais apos a colheita (FILIPPI; TIECHER,
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2019).

Tabela 5. Atributos microbiologicos do solo cultivado com soja no estadio V8 em
cultivo protegido apd6s a inoculacdo de isolados bacterianos. UENP/CLM,
Bandeirantes, PR. 2019.

Isolados CBM RB gCoO, gMIC
mg kg™ mg C-CO, kg" h™  mgkg™h'de C-CO, do CBM (%)

T 62,7 c 04c 6,6 d 05¢c
01 99,7 a 06c 57d 09a
02 104,8 a 0,2d 22e 09a
03 67,1c 06c 6,9d 0,6b
04 38,8d 09a 222a 0,3d
05 81,6 b 0,6c 6,8d 0,7b
06 45,9 d 0,7b 11,7 ¢ 0,4d
07 51,7¢ 05c 9,6 c 04c
08 39,5d 0,7b 16,5b 0,4d
09 79.0b 06¢c 7.8d 0,6b
10 45,6 d 09a 199a 0,4d
11 39,6 d 0,8a 20,4 a 0,3d
1B 36,5d 06¢c 15,2 b 0,3d
2B 754 b 04c 55d 0,6b
3B 56,7 c 0,4c 6,4d 0,5¢c
4B 415d 0,3d 75d 0,3d

CV% 15,0%* 18,3** 20,0** 16,7**

CBM = Carbono da Biomassa Microbiana; gMIC = Quociente microbiano; RB = Respira¢éo basal; gCO,
= Quociente metabdlico. *Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott Knott a 5%. CV= coeficiente de variacéo; **= significativo a 1%; T = Testemunha.

Os teores de COT e P néo apresentaram diferencas estatisticas
entre os tratamentos, no K* foi possivel observar reducédo dos teores do elemento
com relagdo a testemunha, exceto nos isolados 03, 3B e 4B que né&o diferiram da
testemunha, com relacdo ao Ca?*, todos os isolados exceto10, 3B e 4B reduziram a
guantidade do elemento no solo, os isolados 08, 09, 10, 11, 1B, 2B, 3B e 4B também
reduziram a quantidade de magnésio no solo (Tabela 5), os microrganismos
constituem grande e dinAmica fonte e depdésito de nutrientes, participam ativamente
no processo de solubilizacdo de nutrientes para as plantas afetando diretamente o
crescimento vegetal (KENNEDY; SMITH, 1995), possibilitando maior extracdo dos
nutrientes do solo pelas plantas, a reducdo da quantidade das bases do solo (Ca®* e
Mg®*) pode explicar a reducdo do pH do solo na maioria dos tratamentos (Tabela 6),
além da exsudacéo de acidos organicos pelas plantas.

Observou-se também, aumento dos teores de aluminio do solo para
os isolados 01 e 02 (Tabela 6), segundo Braga (2012), o aluminio na solug&o do solo
guando absorvido pelas plantas, causa prejuizos ao desenvolvimento do sistema

radicular, quando ultrapassa as porcentagens toleradas na CTC efetiva do solo,
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quando a porcentagem de saturagcdo por aluminio ultrapassa 20% € considerada
toxica, no entanto para este experimento os maiores teores de aluminio observados
nao ultrapassaram 4,3% na CTC efetiva do solo, portanto, ndo sendo prejudiciais a

cultura implantada.

Tabela 6. Analise quimica do solo em pré-plantio (PP) e ao final do cultivo da soja
em cultivo protegido ap6s a inoculagdo com isolados bacterianos. UENP/CLM,
Bandeirantes, PR. 2019.

solados COTl pH P ] K" ca” Mg** AF* CTC
g kg CacCl, mg dm™ cmolcdm3..........cccvvveeinnen,
PP 12,7 a 4.8 a 17,8 a 0,6a 59a 19b 0,2a 14,7 a
T 13,2a 49a 7,7b 0,3b 54b 2,7a 0,0b 13,3 a
01 11,7 a 44Db 8,3b 0,1c 4,2d 2,7a 0,3a 13,7a
02 114 a 44Db 6,8b 0,1c 4,2d 24a 0,2a 13,5a
03 114 a 46D 93b 0,3b 4,2d 25a 0,0b 13,7 a
04 12,2 a 45D 8,2b 0,1c 41d 26a 0,0b 135a
05 125a 4,4 Db 79b 0,1c 3,8d 29a 0,0b 13,3 a
06 119a 44Db 79b 0,1c 3,6d 3,0a 0,0b 13,3 a
07 12,2 a 45Db 109b 0,1c 4,0d 2,7a 0,0b 13,3 a
08 114 a 45Db 71b 0,1c 4,7 c 20b 0,0b 129a
09 109 a 45D 69b 0,1c 4,7c 19b 0,0b 129 a
10 114 a 45b 80b 0,1c 51b 23b 0,1b 14,2 a
11 12,2 a 45b 78b 0,1c 46¢C 19b 0,0b 13,2 a
1B 13,2 a 45Db 95b 0,1c 4.8 c 19b 0,0b 13,3 a
2B 125a 45Db 9,1b 0,2c 4,7 c 19b 0,0b 13,2a
3B 12,2 a 4.8 a 86b 0,3b 6,2a 21b 0,0b 140a
4B 13,2 a 48a 76b 0,3b 52b 22b 0,1b 12,7 a
Cv(%) 81" 2,3** 22,6 "° 21,0* 9,2** 12,5** 30,3** 3,9*

Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott knott a 5%. CV
= coeficiente de variagdo; "° = no significativo; **= significativo a 1%; ‘T = Testemunha.

4.2 Experimento a campo

A inoculacao dos isolados bacterianos influenciou significativamente,
as caracteristicas agronémicas das plantas avaliadas no estadio reprodutivo R4
(Tabela 6). O NOD e o VR foram as caracteristicas com maior variacdo. Os isolados
01, 02, 05 e 09 apresentaram meédias significativamente superiores, em todas as
caracteristicas avaliadas. Os isolados 03, 06, 08, 4B e a testemunha obtiveram
médias inferiores aos isolados de melhor desempenho, somente em um dos
parametros avaliados, o isolado 03 com menor média na avaliagdo da APA, os
outros trés isolados diferiram em relacdo ao numero de nddulos. Na avaliacado do

namero de nodulos, as médias variaram entre 48,13 (isolado 01) a 24,33 (isolado
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10), sendo este parametro diretamente relacionado com a fixacdo biolégica do
nitrogénio (Tabela 7).

Paula (2018) caracterizou que os isolados 02, 06, 08 e 4B
apresentaram capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (Tabela 1). Dentre estes, o
isolado 02 produziu nodulos em quantidade significativamente maior que a
testemunha, inoculada apenas com o produto comercial (Tabela 7), porém, ainda
que os isolados 01, 05 e 09 que obtiveram médias de caracteristicas agronémicas
significativamente maiores que os demais, ndo tenham apresentado capacidade de
FBN, eles proporcionaram numero de nodulos acima da testemunha, indicando que
houve uma boa adaptacéo, entre os isolados inoculados no campo e o produto
comercial utilizado no tratamento das sementes, por ocasido da semeadura.

As BPCP diazotroficas podem incrementar a nodulacdo de plantas
inoculadas com bactérias simbioticas, por estimular a indu¢éo da producdo de genes
relacionados a formacdo de nédulos, aumento de raizes laterais, da densidade e
ramificacbes de pelos radiculares (BARBARO et al. 2008).

A inoculacdo de leguminosas com combinacfes de diferentes
microrganismos sdo capazes de produzirem efeitos sinérgicos. Os resultados se
traduzem na potencializacdo da nodulacdo e maior crescimento (BARBARO et al.,
2011). Tal fato também pode estar relacionados a capacidade das rizobactérias
produzirem AIA e aumentar a eficiéncia de nodulacdo (SPAEPEN et al., 2007).

Neste sentido, a combinacdo utilizada no presente estudo, no
caso Bradyrhizobium (produto comercial) e os isolados proporcionou uma interacéo
positiva com a maioria dos isolados, gerando aumento na nodulacédo, com destaque
para os isolados 01, 02, 03, 04, 05 e 09, o que acarretou em médias
significativamente maiores que as da testemunha e mesmo entre as que nao
diferiram estatisticamente, apenas dois isolados 07 e 10 foram numericamente
inferiores a testemunha (Tabela 7).

O numero de nédulos produzidos por plantas de soja, encontrado na
literatura é influenciado pela cultivar, metodologia utilizada na inoculacdo, condi¢cdes
climaticas durante o cultivo. Bohrer; Hungria (1998) avaliaram 152 cultivares de soja
quanto a fixacdo bioldgica do nitrogénio, inoculadas com trés estirpes de
Bradyrhizobium elkanii e a menor média verificada foi de 22 nédulos por planta. No
presente estudo a menor média obtida (24,33) foi satisfatoria, pois, de acordo com

Hungria (2011), plantas de soja cultivadas no campo, para serem consideradas bem
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noduladas devem apresentar entre 15 e 30 nédulos. Deste modo, pode-se inferir que
a inoculacdo dos isolados néo restringiu a nodulacdo nem interferiu negativamente

na capacidade simbidtica das plantas de soja.

Tabela 7. Caracteristicas agronémicas de plantas de soja no estadio reprodutivo R4,
sob cultivo a campo com inoculacdo de isolados bacterianos. UENP/CLM,
Bandeirantes, PR. 2019.

Isolados APA (m) NOD VR (mL) MSPA (g) MSR (g)
T! 1,29 a 29,83 b 10,23 a 34,98 a 3,78 a
01 1,24 a 48,13 a 9,67 a 31,82 a 2,94 a
02 1,26 a 41,96 a 9,83 a 31,40 a 391a
03 1,20 b 36,06 a 10,71 a 32,49 a 3,66 a
04 1,31la 36,87 a 7,88 b 27,75 b 3,09 a
05 1,28 a 40,96 a 11,70 a 33,06 a 3,90 a
06 1,26 a 32,50 b 10,33 a 35,88 a 3,55a
07 1,26 a 26,80 b 933 b 27,79 b 297 a
08 1,27 a 32,13 b 10,29 a 32,72 a 3,50 a
09 1,26 a 38,33 a 10,03 a 3351a 3,83 a
10 124 a 24,33 b 892 b 39,18 a 345a
11 1,22b 31,54 b 925 b 24,32 b 3,09 a
1B 121b 33,83b 10,29 a 3156 a 3,77 a
2B 1,25a 31,73 b 857 b 33,90 a 3,30 a
3B 1,26 a 30,40 b 9,10 b 34,60 a 3,64 a
4B 1,30 a 31,92b 10,23 a 33,47 a 3,64a

CV% 4,2* 20,1** 12,8** 11,7* 20,0 n.s

APA = Altura da Parte Aérea; NOD = Numero de nddulos; VR = Volume de Raiz; MSPA = Massa
seca da parte aérea; MSR = Massa da seca da raiz. *Médias seguidas por mesma letra na coluna,
ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%. CV = coeficiente de variagdo; n.s = nao
significativo; ** = significativo a 1%; * = significativo a 5%; T = Testemunha.

Para a caracteristica MSPA verificou-se médias significativamente
menores, em relacdo a testemunha, somente nos isolados 04, 07 e 11 (Tabela 7).
Bohrer; Hungria (1998) consideram a MSPA como um parametro adequado para ser
utilizado na selecdo de estirpes simbidticas promissoras com plantas de soja, na
auséncia de N mineral. Souza et al. (2008), que realizaram a avaliagdo qualitativa e
guantitativa da microbiota do solo e da fixacdo biol6gica do nitrogénio pela soja, em
diferentes localidades e épocas, recomendaram a analise dos dados referentes aos
nédulos e a parte aérea para avaliar o crescimento e o desempenho simbiético da
soja.

Entretanto, assim como no presente estudo, Barbaro et al. (2011),
nao encontraram diferencas nos tratamentos e entre as cultivares de soja em
relacdo as massas das matérias secas de raizes e da parte aérea. Estes autores

sugerem que se utilize a avaliacao de caracteres de producdo, como a produtividade
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e peso de sementes para possivel confirmacdo da eficiéncia, ou ndo, da atuagéo
das bactérias nas cultivares de soja.

As meédias do numero de inflorescéncias variaram conforme o
estadio em que a contagem foi realizada (Tabela 8), apenas os isolados 04, 09 e 2B
mantiveram meédias significativamente maiores que os demais tratamentos, nas trés
épocas de avaliacdo. Entretanto, das trés, somente no isolado 09 apresentou uma
elevada produtividade. O isolado 01, mesmo sem demonstrar meédias
significativamente maiores, nas duas primeiras avaliagcbes, apresentou a menor
média de abortamento de inflorescéncias entre a segunda e a terceira avaliacéo,
responsavel por ocupar um lugar entre as quatro maiores meédias de produtividade.

O florescimento e desenvolvimento de vagens em plantas de soja
ocorrem entre R1 e R4 respectivamente. Na avaliacdo do numero de inflorescéncias
em R1 (Tabela 8) o maior numero de estruturas foi observado no isolado 2B (31,86)
e 0 menor 1B (18,96). Em R3 o isolado 4B obteve a maior média numérica (96,17) e
a testemunha apresentou a menor média (69,33). Em R5 o isolado 3B obteve a
maior média numérica (73,68) e o isolado 11 apresentou a menor média (58,91). A
producdo final das plantas de soja estd diretamente relacionada com o ndmero de
flores, a porcentagem de aborto e a queda das estruturas reprodutivas (JIANG;
EGLI, 1993).

O numero de vagens produzidas pelas plantas de soja é
relativamente pequeno em comparacdo com o numero de flores (NAVARRO
JUNIOR; COSTA, 2002).

Neste trabalho, durante os estadios reprodutivos R5 e R6, onde
ocorrem o desenvolvimento e enchimento dos gréos, houve um estresse hidrico
(Figura 2), obtendo-se valores de precipitacdo inferiores aos 7 a 8 mm/dia
requisitados pelas plantas de soja nestes estadios (ALMEIDA; SANT’ANNA NETO,
2007).

Esta condicdo possivelmente fez com que a maioria das plantas
tivesse um rendimento menor do que o esperado, em fungdo do numero de
estruturas reprodutivas observadas (Tabela 8). As plantas cultivadas com a
inoculacdo do isolado 01 apresentaram menor reducdo do numero de estruturas
reprodutivas de R3 para R5 em média apenas 2,3 estruturas a menos. O isolado 4B
diminuiu em 30,4 o nimero de estruturas reprodutivas, sendo o de maior perda.

Estes resultados permitem inferir que os isolados bacterianos analisados,
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propiciaram condi¢cbes para que as plantas de soja tivessem um bom desempenho
produtivo, mesmo sob a condi¢ao de pluviosidade imposta pelo ambiente.

A seca durante o estadio R5 e inicio do R6 pode reduzir
drasticamente o rendimento. A disponibilidade de agua se torna crucial, porque
cerca da metade dos nutrientes necesséarios para o enchimento de gréos, vem da
translocacdo de outras partes da planta, mas a outra metade vem do solo e da FBN
(FEHR; CAVINES 1977).

Para que ocorra a absorcao de nutrientes do solo pelas raizes e a
FBN, o0 solo necessita estar umido. No Brasil, particularmente nos estados do Rio
Grande do Sul, Parana e Mato Grosso, o rendimento da soja esta correlacionado e
dependente da precipitacdo (ALMEIDA; SANT’ANNA NETO 2007).

Estresse hidrico significativo neste periodo leva a alteracdes
fisiolégicas na planta, como o fechamento dos estdbmatos, enrolamento das folhas,
atividade enzimatica, dificuldade de absorcédo de &gua, nitrogénio com consequente
gueda prematura de flores e abortamento de folhas e vagens, o que leva a uma
reducdo rendimento de grdos (CARMELLO; SANT'ANNA NETO, 2016). Estiagens
nos meses de janeiro a mar¢co sdo frequentes no estado do Paran& e geralmente
coincidem com o periodo critico da floragdo e enchimento de gréos. Esse periodo
tem sido apontado como fator limitante ao rendimento da soja (MATZENAUER et al.
2003).

A inoculagdo com os isolados utilizados no presente estudo
proporcionou condi¢des, para que as plantas de soja pudessem se adaptar e de
alguma forma tolerar a condicdo de estresse hidrico, sustentando uma producao
satisfatoria, que em 14 dos 15 isolados (Tabela 8 e Figura 3) foi superior a média
nacional de 3382 kg/ha obtida na safra 17/18 (CONAB, 2018). Os isolados 01, 02,
08 e 09 possibilitaram médias de rendimento estatisticamente maiores que a
testemunha inoculada com o Bradyrhizobium (produto comercial), em outros sete
isolados as médias foram numericamente acima a da testemunha (Tabela 8).
Somente a produtividade obtida no isolado 03 ficou abaixo da testemunha e da

média nacional.
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Figura 3. Avaliacdo da produtividade (Kg ha'l) apos inoculacéo de quinze isolados bacterianos
durante o cultivo de plantas de soja em campo. Bandeirantes, PR. 2019. Nacional = média nacional
(17/18); T = Testemunha; * = incremento de produtividade em relacdo a testemunha em %.

A capacidade das BPCP em melhorar o desempenho de plantas sob
condi¢cOes de estresse e consequentemente, aumentar a produtividade das culturas
foi relatada por Santos et al. (2014). Esta capacidade pode ser justificada, segundo
Dimkpa et al. (2009), porque as bactérias podem produzir substancias
osmorreguladoras pela planta, intermediar mudancas na elasticidade das paredes
das células radiculares e aumentar a superficie de absor¢cdo de agua colaborando
na tolerancia a seca. Para Yang et al. (2009), a producdo do acido indol acético,
aumenta o comprimento das raizes, ocasionando uma maior absorcdo de nutrientes
do solo.

Kasim et al. (2013), mencionaram que as BPCP pode aumentar a
producdo de genes relacionados com o0 estresse hidrico e consequentemente,
promover tolerancia as condi¢des de estresse. Shi et al. (2010) utilizaram tratamento
com bactérias endofiticas e verificaram maior eficiéncia fotossintética, contetudo de
clorofila e aumento no teor de carboidratos. Além disso, as Bactérias também podem
auxiliar na recuperacao apos o estresse hidrico, mesmo néo evitando perda de agua
durante o estresse, podendo fazer com que os niveis de agua na célula retornem
rapidamente ao normal (MAYAK et al., 2004).

A anélise dos parametros microbiolégicos do solo, tem sido utilizada
nos estudos sobre a importancia dos microrganismos para a FBN e nutricdo das
leguminosas. De acordo com Franchini et al. (2007), estes indicadores tém
conquistado espaco entre as analises do solo, por apresentarem maior sensibilidade

as alteracdes ambientais, em comparacdo com 0s parametros quimicos e fisicos,
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podendo demonstrar em menor tempo, alteragdes em func¢ao do tipo de manejo e

conducéo de lavouras.

Tabela 8. Numero de inflorescéncias durante os estadios reprodutivos R1, R3 e R5,
produtividade (Prod) e peso de 1000 gréos (P1000) obtidos a partir de plantas de
soja cultivadas a campo com inoculagdo de isolados bacterianos. UENP/CLM,
Bandeirantes, PR. 2019.

Inflorescéncias

Isolados P1000 Prod
R1 R3 R5
T 28,42 a 69,33 b 60,79 b 144 a 3672 b
01 24,25 b 72,40 b 70,12 a 140 a 4163 a
02 25,36 b 84,26 a 67,60 a 148 a 4215 a
03 25,90 b 84,76 a 60,53 b 145 a 3060 b
04 27,07 a 88,47 a 6629 a 140 a 3798 b
05 26,00 b 81,89 b 63,89 b 146 a 3806 b
06 30,62 a 87,67 a 61,24 b 146 a 3521 b
07 22,52 ¢ 76,87 b 65,01 a 140 a 3690 b
08 30,54 a 76,51 b 62,72 b 143 a 4068 a
09 29,93 a 87,07 a 70,71 a 146 a 4302 a
10 28,18 a 74,65 b 68,52 a 142 a 3736 b
11 2551b 80,23 b 58,91 b 146 a 3583 b
1B 18,96 ¢ 89,78 a 71,01 a 145 a 3748 b
2B 31,86 a 91,00 a 66,26 a 144 a 3690 b
3B 27,28 a 77,73 b 73,68 a 145 a 3764 b
4B 26,65 b 96,17 a 55,80 b 151 a 3426 b
CV% 13,0** 14,7* 12,4* 4,7n.s 10,1*

Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%.
CV=coeficiente de variagdo; n.s=ndo significativo; **=significativo a 1%; *=significativo a 5%;
T=Testemunha.

A analise dos parametros microbiolégicos no pré-plantio apresentou
os melhores desempenhos (Tabela 9), provavelmente porque 0s microrganismos
estavam em um ambiente em repouso com menor gasto energético. Apos o preparo
convencional da area houve a incorporacéo de restos culturais e aeracéo do solo.

Segundo Perez et al. (2004), o revolvimento e mobilizagdo do solo,
durante o preparo convencional provoca uma maior aeracdo e incorporacdo de
residuos organicos, o que a principio eleva a atividade microbiana e aumenta o
consumo de energia, reduzindo o CBM. Além disso, apés a semeadura e a
inoculacdo dos isolados em V4, devido & demanda de nitrogénio pelas plantas,
provavelmente houve uma presséao de selecao por microrganismos eficientes no uso
de fontes de C e fixagéo de N.

As meédias do CBM, RB, qCO, e gMIC, foram significativamente
menores em relacdo ao pré-plantio, nas duas épocas de avaliacdo (Tabela 9). Na

comparacao entre os tratamentos, os isolados 08 e 09 (em R4) e 02 (em PC)
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apresentaram maior CBM. Nas médias de RB na avaliagédo os isolados 07, 08, 09 e
10 (em R4) e a 01 (em PC) obtiveram melhores desempenhos. A inoculacdo dos
isolados 07, 08, 09 apresentou menor qCO, (em R4) e a bactéria 01 (em PC). Com
relacdo ao gMIC as bactérias 02, 06, 07, 08, 09 e 11 (em R4) e 01 e 02 (em PC)
demonstraram maior eficiéncia.

Souza et al. (2008), consideraram que o CBM e a RB, séo
parametros microbiolégicos com menor variabilidade, devendo compor o conjunto
minimo de parametros para uso em larga escala, na avaliacdo da microbiota do solo
e da fixacdo bioldgica do nitrogénio pela soja. De acordo com Braga et al. (2016),
quanto menor a RB, menor € o gasto de energia e maior a eficiéncia dos
microrganismos do solo. Para Souza et al. (2006), os menores valores de qCO; sao
encontrados em condi¢cdes ambientais adequadas, nas quais a biomassa microbiana
consome menor quantidade de carbono, para sua manutengédo. Nas condi¢des do
experimento a campo, os isolados apresentaram valores de gqCO; variando entre

1,68 a 8,28 mg C-CO, kg™ h™.

Tabela 9. Atributos microbioldgicos do solo com cultivo de soja, em pré-plantio (PP),
no estadio reprodutivo R4 (com vagens desenvolvidas) e em poés colheita (PC) com
inoculacdo de isolados bacterianos. UENP/CLM, Bandeirantes, PR. 2019.

qCo;
CBM RB A1 gMIC
Isol. ; S mg kg~ h~de C-CO
mg kg™ mg C-CO, kg™ h™* 9 gdo CBM 2 (%)
R4 PC R4 PC R4 PC R4 PC
PP 361,74 a 361,74 a 0,40 e 0,40 e 1,12 f 1,12 f 2,78 a 2,78 a

T 249,81 d 231,38 d 1,37 a 158b 552b 6,88 b 1,43c 134c
01 260,83 c 286,35 ¢ 0,94 b 0,48 e 517b 1,68 f 1,14d 2,12b
02 272,57 c 324,92 b 0,70 c 1,01d 257e 311 e 1,63 b 1,90 b
03 217,02 e 229,39d 0,81b 1,30c 3,77b 572c 1,34d 136¢
04 262,11 c 234,95d 0,88 b 131c 3,38 e 562c 155¢c l42c
05 236,91 d 230,40d 0,98 b 1,15d 4,14 d 4,97 d 155¢c 132c
06 274,38 c 234,86 d 0,82 b 1,03d 2,80e 587c 1,86 b 1,00d
07 276,99 c 218,51d 0,47 e 1,07d 1,69 f 4,90d 1,80 b l42c
08 315,37 Db 239,66 d 0,58d 1,05d 1,85 f 4,39d 1,72 b 132c
09 313,64 Db 270,83 c 0,58d 134c 1,83f 4,93d 1,97b 162c
10 237,57 d 200,23 d 0,60 d 1,50 b 254 e 8,28 a 142c 1,07d
11 274,63 c 221,89d 0,74 c 1,50 b 2,67e 6,76 b 1,70 b 1,40c
1B 251,08 d 233,15d 0,67 c 1,30c 2,66 e 5,66 c 1,49c l41c
2B 260,17 c 259,97 c 1,20 a 1,76 a 4,65c 6,76 b 1,48c 152c
3B 249,18 d 233,53 d 1,30 a 1,60 b 521b 6,87 b 147c l44c
4B 208,93 e 222,06 d 125a 150b 6,02 a 574c 1,23d 158¢c

CV% 8,8** 7,15%* 12,9** 9,9** 15,1** 11,4* 15,4** 13,1**

CBM=Carbono da Biomassa Microbiana; gMIC=Quociente microbiano; RB=Respira¢do basal;
qCO,=Quociente metabdlico; ‘T=Testemunha. Médias seguidas por mesma letra na coluna, nao
diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%; PP=pré plantio; CV=coeficiente de variacao;
**=gignificativo a 1%.
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O comportamento das bactérias 01, 02, 08 e 09, demonstra aumento
do CBM, do gMIC, e reducdo nas médias de RB e qCO, nas duas épocas de
avaliacdo, demonstra melhor desempenho nos parametros biolégicos.

Houve variacdo das caracteristicas quimicas do solo do pré-plantio,
em relac@o as medigOes realizadas no estadio fenoldgico R4, onde as vagens estdo
completamente desenvolvidas, para o COT, pH e P (Tabela 10). Em pés colheita as
diferencas significativas foram observadas em COT, Mg®* e AI**. Os nutrientes K* e
Ca®* variaram nas duas épocas de coleta. O COT aumentou significativamente em
relagdo ao pré plantio tanto em R4 quanto em PC, no solo das parcelas onde as
plantas foram inoculadas com os isolados 02, 04, 08, 10, 1B, 2B, 3B e 4B que nao
diferiram da testemunha, em ambas épocas de coleta.

A acidez do solo ndo aumentou significativamente apenas nos
isolados 04, 06, 07, 09, 10, 1B, 3B e 4B (em R4). O K" e o Ca*" diminuiram
significativamente em relacao ao pré plantio em todas os tratamentos, tanto em R4
quanto em PC. Os elementos Mg®* e A** n&o diferiram em R4 e em PC. O isolado
08 obteve a maior média de Mg* em PC, diferindo significativamente dos demais
tratamentos. Para AI** os isolados 05, 08, 09 e 2B reduziram o0s teores em
comparacao com as demais, ndo diferindo, porém, da analise em pré plantio (Tabela
10). O P em R4 foi menor nos isolados 04, 06, 07, 09, 10, 1B, 3B, 4B e testemunha
em relacdo a analise em pré plantio, porém nédo houve diferenca estatistica em PC.

Estes resultados comprova a atuagao dos isolados analisados sobre
as propriedades quimicas do solo. Conforme Silva; Mendonca (2007), o processo de
decomposicdo que os microrganismos do solo realizam é fundamental, na liberacao
dos macros e micronutrientes constituintes dos compostos organicos. Os nutrientes
liberados por esse processo podem ser imobilizados pelos microrganismos e
utilizados na formagdo de novos compostos, ou mineralizados e liberados na
solucdo do solo. Para Moreira; Siqueira (2006), a biomassa microbiana €
considerada a fracdo viva da matéria organica e possui funcdo chave em diversos
processos importantes no solo como a decomposi¢cao, mineralizagao e ciclagem de
nutrientes, além de ser um reservatorio de N, P e energia facilmente disponivel.

Conforme Bottomley (2005) a dindmica dos nutrientes no solo é
influenciada pela atividade microbiana, que promove a decomposicdo da matéria
organica (mineralizacdo) e solubilizacdo de nutrientes contidos na fase soélida do

solo, com destaque para o P.
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Os tratamentos avaliados promoveram um aumento significativo nas
médias do COT, em relacdo ao pré plantio (Tabela 10), nas duas épocas de
determinacao (exceto para o isolado 01 em PC). Segundo Rossi et al. (2012), o
incremento de C possivelmente esta relacionado as fracdes aportadas de matéria
organica, principalmente a matéria organica particulada, que esta relacionada ao

material recentemente adicionado ao solo.
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Tabela 10. Analise quimica do solo, durante o estadio reprodutivo R4 (com vagens desenvolvidas) e em pos colheita (PC) com
inoculacao de isolados bacterianos. UENP/CLM, Bandeirantes, PR. 2019.
C.OT pH P K Ca” Mg®"* AP CTC
Isolados g kg™ CaCl, mg dm™ .cmolc dm?3.
R4 PC R4  PC R4 PC R4 PC R4 PC R4 PC R4 PC R4 PC
PP 12,7c 12,7b 48a 48a 178b 178a 06a O06a 59a 59a 19a 19c 02a 02b 147a 14,7a
TL 176a 173a 44b 48a 204a 159a 03b 02c 42b 49b 19a 20b 03a 05a 134a 1l16¢c
01 154b 137b 47a 47a 210a 179a 03b 02c 35c 44c 20a 17c 02a 05a 128a 1l,1lc
02 17,7a 173a 48a 49a 19,2a 149a 03c 03b 42b 51b 22a 15c 03a 05a 125a 11,3c
03 16,4b 173a 49a 47a 166b 168a 02c 02c 43b 49b 2l1a 16c 04a 06a 128a 119b
04 170a 16,7a 44b 48a 152b 168a 02c 03b 37c 49b 20a 15c 04a 05a 124a 115c
05 16,0b 176a 4,7a 49a 139b 145a 02c 03b 44b 53b 22a 19c 03a 04b 128a 12,2b
06 159b 176a 44b 46a 16,1b 169a 03b 03b 35c¢c 48b 20a 1,7¢c 03a 0,7a 123a 125b
07 156b 156a 45b 46a 16,7b 155a 0,2c 0,2¢c 3,7¢c 42c¢c 26a 22b 04a 06a 125a 116¢c
08 19,5a 18,2a 48a 49a 221a 169a 03b 03b 47b 51b 2l1a 27a 02a 03b 126a 124b
09 16,0b 169a 46b 48a 184a 155a 03b 03b 39b 43c 23a 21b 03a 03b 123a 11,0c
10 173a 171a 45b 4,7a 172b 132a 0,2c 0,2¢c 39b 43¢ 21a 21b 03a 05a 128a 112c
11 16,2b 160a 48a 46a 19,1a 145a 03b 02c 34c 41c 2la 21b 03a 05a 120a 1l4c
1B 170a 165a 4,4b 48a 200a 149a 02c 02c 41b 43c 23a 23b 03a 06a 123a 1l4c
2B 169a 17,1a 47a 49a 194a 157a 03b 02c 39b 47b 23a 22b 03a 03b 12,7a 1l4c
3B 170a 162a 46b 47a 16,7b 151a 03b 02c 39b 41c 22a 20b 03a 07a 129a 1l1lc
4B 170a 16,7a 46b 47a 209a 145a 02c 02c 40b 47b 18a 19c 03a 05a 13,0a 11,7c

Cv(%) 7,6 94 52 38 160%* 205" 22,0* 24,3™ 120 136* 16,5 16,2* 37,7° 220 56* 6,1*
Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%. CV = coeficiente de varia¢@o; n.s= néo significativo; **=
altamente significativo; *= significativo; PP = pré plantio; T = testemunha.
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5 CONCLUSAO

Em sistema protegido (estufa), a inoculacéo dos isolados 01, 02, 05,
09 e 2B apresentaram médias significativamente superiores em todas as
caracteristicas agronémicas e nos atributos microbiologicos.

No ensaio a campo os isolados 01, 02, 08 e 09 se destacaram tanto
pelas caracteristicas agrondmicas, quanto pelas biolégicas.

As bactérias 01, 02, 08 e 09 sdo potenciais bactérias a serem
selecionadas para estudo como produto comercial ha promocao de crescimento de

plantas (inoculante).
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7 ANEXO |

Equacdes utilizadas para os célculos das caracteristicas microbiologicas
Carbono da biomassa microbiana (CBM)
CBM = (mg de C microbiano.Kg™ solo) = FC . Kec™

Em que:

CBM = Carbono da biomassa microbiana do solo em mg de C kg™ de solo;

FC = fluxo obtido da diferenca entre a quantidade de C (mg kg™) recuperado no
extrato da amostra fumigada e nao-fumigada do solo;

Kec = fator de correcao (0,33).

Respiracao basal (RB)
RBS (mg de C-CO, kg’ solo h™) = (((Vb-Va) x M x 6 x 1000)/Ps)/T

Em que:

RB = Carbono oriundo do metabolismo dos microrganismos do solo;

Vb (mL) = Volume de HCI gasto na titulacdo da solucdo controle (branco);
Va (mL) = Volume gasto na titulagdo da amostra;

M = Molaridade exata do HCI;

Ps (g) = Massa de solo seco;

T = Tempo de incubacdo das amostras em horas.
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