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INOCULACAO MISTA COM BRADYRHIZOBIUM E AZOSPIRILLUM EM
CULTIVARES DE SOJA SOB CONDICAO NORMAL E DE DEFICITHIDRICO
DO SOLO

RESUMO GERAL

O uso de Azospirillum brasilense tem sido utilizado em conjunto com Bradyrhizobium a
fim de melhorar o desenvolvimento agronémico das plantas e proporcionar maior
tolerancia a estresses ambientais. Neste sentido, o presente trabalho desenvolvido no
Campus Prof? Cinobelina Elvas da Universidade Federal do Piaui, localizado no
municipio de Bom Jesus, na safra 2015/2016 teve os seguintes objetivos: i) avaliar o
efeito da inoculacdo mista de Bradyrhizobium japonicum com Azospirillum brasilense
via semente no desempenho agrondémico e nodulagdo em cultivares de soja sob
condicdo normal e de déficit hidrico em solo do cerrado piauiense; ii) avaliar as
respostas fisioldgicas da soja e 0 suprimento de nitrogénio em funcdo da inoculagdo
mista de B. japonicum com A. brasilense via semente, em condicdo normal e de déficit
hidrico do solo. Foram avaliados os parametros morfofisioldgicos das plantas. N&o
houve efeito da inoculacdo mista para os parametros biométricos na cultivar de ciclo
tardio, no entanto, houve efeito positivo na altura de plantas, area foliar, massa seca da
parte aérea, numero e peso fresco de nodulos para as cultivares de ciclo médio e
precoce. Os melhores resultados foram verificados para as concentragdes de 200.000 a
300.000 celulas por semente e sendo esse efeito mais evidente em condicdes de déficit
hidrico do solo. A inoculagdo mista de B. japonicum e A. brasilense ndo interfere nas
respostas fisioldgicas (fotossintese liquida, taxa de condutancia estomatica de CO,
foliar, taxa de transpiracdo foliar, déficit de pressdo de vapor, concentracao intercelular
de CO,, eficiéncia de uso da agua, contetdo hidrico foliar), concentracdo de prolina e
acumulo de N foliar, além de néo atenuar o efeito deletério do déficit hidrico sobre esses
parametros. Os efeitos da limita¢do hidrica nos processos fisioldgicos e acimulo de N
se manifestaram com maior intensidade em cultivares de ciclo menor.

Palavras - chave: Glycine max, co-inoculagéo, fisiologia, condicdo hidrica.



INOCULATION MIXED WITH BRADYRHIZOBIUM AND AZOSPIRILLUM IN
SOYBEAN CULTIVARS UNDER NORMAL CONDITION AND DEFICIT
WATER SOIL

GENERAL ABSTRACT

The use of Azospirillum brasilense has been used in conjunction with Bradyrhizobium
in order to improve the agronomic development of plants and to provide greater
tolerance to environmental stresses. In this sense, the present work developed in the
Prof® Cinobelina Elvas Campus of the Universidade Federal do Piaui, located in the
city of Bom Jesus, in the 2015/2016 harvest had the following objectives: i) to evaluate
the effect of the mixed inoculation of Bradyrhizobium japonicum with Azospirillum
brasilense via Seed in agronomic performance in soybean cultivars under normal
conditions and water deficit in Piaui cerrado soil; ii) to evaluate the physiological
responses of soybean and the nitrogen supply as a function of the mixed inoculation of
B. japonicum with A. brasilense via seed, under normal conditions and soil water
deficit. The morphophysiological parameters of the plants were evaluated. There was no
effect of the mixed inoculation for the biometric parameters in the late cycle cultivar;
however, there was a positive effect on plant height, leaf area, shoot dry mass, number
and fresh nodule weight for medium and early cycle cultivars . The best results were
verified for the concentrations of 200.000 to 300.000 cells per seed and this effect being
most evident in soil water deficit conditions. The mixed inoculation of B. japonicum
and A. brasilense does not interfere in the physiological responses (net photosynthesis,
stomatal CO,, leaf transpiration rate, vapor pressure deficit, intercellular CO,
concentration, water use efficiency and foliar water content), proline concentration and
foliar N accumulation and does not attenuate the deleterious effect of water deficit on
these parameters. The effects of water limitation on physiological processes and N
accumulation were more intense in lower cycle cultivars.

Keywords: Glycine max, co-inoculation of seeds, water condition.
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1. INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merril] é a principal oleaginosa cultivada no Brasil,
ultrapassando os 33,2 milhdes de hectares na safra (2015/2016) e produgéo de 95.3
milhes de toneladas e média de produtividade de 2.876 kg ha™* de gréos (Conab, 2016).
Nesse cenario, destaca-se a regido do cerrado piauiense, que na respectiva safra,
apresentou uma &rea cultivada que ultrapassou 0s 565 mil ha (Conab, 2016). Essa regido
ganha importancia a medida que é considerada por muitos como a ultima fronteira
agricola da regido do cerrado.

Assim, o cultivo da soja continua sendo a principal atividade responsavel pela
expansdo da fronteira agricola no Pais. Contudo, a implantacdo dessa cultura nas novas
areas de cultivo, tem requerido novas tecnologias e manejo cultural adequado,
principalmente em fungdo das condicGes edafocliméticas especificas dessa regido
(Petter et al, 2014). Nesse sentido, cultivares de soja de alto rendimento sao
desenvolvidas visando o aumento da produtividade, todavia, requerem grandes
quantidades de nitrogénio (N) para atingir esses tetos de produtividades. No caso da
cultura da soja, pelo alto teor de proteina nos grdos, a demanda em N é elevada.
Segundo Hungria et al. (2007) para produzir 1.000 kg de grdos.ha™ de soja, s&o
necessérios cerca de 80 kg de N ha™. Considerando um rendimento de 3.000 kg de
grdos ha™, a cultura necessita de 240 kg de N ha™.

Os solos brasileiros podem fornecer de 20 a 40 kg.ha™ de N e, considerando a
contribuicdo maxima de N do solo, haveria uma pequena reducdo da demanda para 200
kg de N ha™ (Chueiri et al., 2005). De maneira geral apenas 50% do fertilizante aplicado
¢ aproveitado, e os demais podem ser perdidos por lixiviacdo, escorrimento superficial,
desnitrificacdo e volatilizacdo, aumentando assim, a demanda para 420 kg de N.ha™, ou
930 kg de uréia, que contém 45% de N. Cabe salientar, ainda, que o potencial genético
da soja é estimado em, aproximadamente, 8.000 kg de grdos. ha™, rendimento esse que
demandaria mais de 1.100 kg de N (Hungria et al., 2007) e considerando esse cenario, e
caso houvesse a necessidade de suprimento de N via fertilizagdo o cultivo dessa
oleaginosa seria inviavel economicamente.

A soja pode obter o N das seguintes fontes: o solo, principalmente pela
decomposi¢cdo da matéria organica; fertilizantes nitrogenados e processo de fixagédo
bioldgica do nitrogénio atmosferico (N,) (Hungria et al., 2007). O sucesso da cultura da



soja, do ponto de vista econdmico, depende exclusivamente da eficiéncia do processo de
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) (Scholles; Vargas, 2004) que € realizada por
microrganismos procariontes que possuem maquinario enzimatico capaz de reduzir o
nitrogénio molecular a aménia (Kerbauy, 2004).

Atualmente, no Brasil as estirpes bacterianas recomendadas para a inoculagéo da
soja sdo SEMIA 5079, SEMIA 5080, da espécie Bradyrhizobium japonicum, e SEMIA
587 e SEMIA 5019, pertencentes as espécies Bradyrhizobium elkani (Mendes et al.,
2014). Alves et al. (2006) observaram actimulo médio de 193 kg ha™* de N na cultura da
soja, proveniente da FBN. Todavia, em soja de alta produtividade e/ou em regiGes onde
h& comprometimento do sistema simbiotico em fungdo de condicbes edafoclimaticas, a
capacidade de fornecimento do N pode nao ser satisfatorio (Petter et al., 2012).

Nesse sentido, uma técnica que vem se destacando é a inoculacdo mista, que
consiste na utilizacdo de associagBes de bactérias simbioticas com diazotroficas
(assimbidticas) ou conhecidas como bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP), os quais interagem sinergicamente (Ferlini, 2006; Barbaro et al., 2009).

As BPCP sdo espécies que colonizam os tecidos, desempenhando um efeito
benéfico no desenvolvimento (Kloepper et al., 1980) melhorando a capacidade da planta
a resistir ao estresse ambiental (Sturz; Nowak, 2000). Entre as BPCP encontra-se o
género Azospirillum, que sdo bactérias associativas que vivem e fixam N2 no solo e sdo
capazes de penetrar nos espacos intercelulares das raizes e 14 se alojam (Baldani et al.,
1996) sem perder a capacidade de fixar N,. Além disso, ndo sdo bactérias especificas, ja
que ndo apresentam preferéncias por plantas cultivadas, plantas daninhas, anuais ou
perenes (Bashan; Holguin, 1997).

Segundo Bashan; Bashan, (2005) bactérias do género Azospirillum promovem o
crescimento da planta pela fixacdo de nitrogénio, producdo de fito-hormonios
(giberelina, auxina e citocinina), estimulam a ramificagdo das raizes, aumentam a
biomassa do sistema radicular e da parte aérea, aumentam a permeabilidade das
membranas da raiz, melhoram a absorcdo de nutrientes, e aumentam a resisténcia a
condigdes adversas como a seca.

A sensibilidade da soja ao déficit hidrico tende a aumentar, a medida que, a
cultura passa para a fase reprodutiva, principalmente, na formacdo dos legumes e

enchimento de grdos (Kron et al., 2008). Logo, a necessidade de agua aumenta durante



o desenvolvimento da cultura chegando a exigéncia hidrica de 7 a 8 mm diarios durante
a floragdo e enchimento de gréos (R1 a R6) (Embrapa, 2007).

A eficiéncia no uso de agua € de grande importancia para a sobrevivéncia do
vegetal em condicdo de baixa disponibilidade hidrica (Pimentel, 2004). Assim, por meio
de alteracBes morfoldgicas e fisioldgicas da planta, as diferentes espécies desenvolvem
mecanismos para evitar ou tolerar a falta de 4gua no solo (Machado, 2004), como a
reducdo do potencial hidrico foliar, alteracdo da interceptacdo da radiacdo solar,
fechamento estomatico (Lawlor; Tezara, 2009; Pereira, 2012), reducdo da expansao
foliar, aceleracdo da senescéncia com abscisdo das folhas, ajustamento osmético,
modulagéo da particdo de assimilados e defesas contra danos oxidativos (Taiz; Zeiger,
2013).

O ajuste osmotico ou acumulo de solutos constitui-se um dos mecanismos
fisiologicos mais eficazes para manutencdo do volume e turgescéncia da célula e sob
condigdes de deficit hidrico varios metabdlitos sdo acumulados e atuam como osmolitos
(moléculas organicas) ndo apenas na conservacao da turgescéncia, mas também na
detoxicacao de espécies reativas de oxigénio (Marijuan; Bosch, 2013).

Um dos metabolitos produzidos pelas plantas durante estresses ambientais é a
prolina. A prolina é um aminodcido, que sob diferentes estresses, pode aumentar até 100
vezes, em comparacdo ao de plantas cultivadas sob condi¢es normais (Verbruggen;
Hermans, 2008) e é armazenada no vactolo ou no citosol celular (Marijuan; Bosch,
2013), sendo que nessas situacbes atua como mediador do ajustamento osmotico,
preservando proteinas, enzimas e membranas celulares (Van Rensburg et al., 1993;
Ashraf et al., 2011). A prolina pode ainda participar na constituicdo de um estoque de
nitrogénio e carbono, que poderia ser utilizado depois do periodo de estresse (Taylor,
1996).

Estudos com a inoculacdo combinada de Bradyrhizobium e de Azospirillum
brasiliense via semente, ainda sdo escassos e divergentes, e para a regido do cerrado
piauiense ainda ndo ha relatos cientificos sobre o tema. Sabe-se que existem diferentes
interacOes entre bactérias e gendétipos de plantas de soja, tornando necessario, estudos a
fim de identificar a melhor combinagdo de Bradyrhizobium e Azospirillum brasilense e

seus efeitos em cultivares adaptadas as condi¢des edafoclimaticas do cerrado piauiense.
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INOCULACAO MISTA COM BRADYRHIZOBIUM E AZOSPIRILLUM NA
SOJA: DESEMPENHO AGRONOMICO E NODULACAO

RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito da inoculacdo mista de Bradyrhizobium
japonicum com Azospirillum brasilenses via semente no desempenho agrondmico e
nodulacdo de cultivares de soja em condicdo normal e de déficit hidrico do solo no
cerrado piauiense. O experimento foi realizado em ambiente protegido, em area
experimental da Universidade Federal do Piaui na safra 2015/2016. O delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 3 x 2, sendo constituidos
por cinco concentracdes de A. brasilenses (0,0; 1,5 x 10% 2,0 x 10% 2,5 x 10°e 3,0 x 10°
células/semente combinado com 1,2 x 10° células/semente de B. japonicum), trés
cultivares de soja, sendo um de ciclo tardio Brasmax 9086 IPRO, um de ciclo médio
Msoy 8372 IPRO e um precoce Msoy 7739 IPRO e dois regimes hidricos (condi¢Ges
adequadas de umidade e déficit hidrico do solo) com oito repeti¢des. Foram avaliados
0s parametros biométricos das plantas e dos nddulos radiculares. Ndo houve efeito da
inoculacdo mista para os parametros biométricos na cultivar de ciclo tardio, no entanto,
houve efeito positivo na altura de plantas, area foliar, massa seca da parte aérea, nimero
e peso fresco de nodulos para as cultivares de ciclo médio e precoce. Os melhores
resultados foram verificados para as concentra¢cdes de 200.000 a 300.000 células por
semente e sendo esse efeito mais evidente em condic¢des de déficit hidrico do solo.

Palavras-chave: Glycine max, co-inoculacdo, semente, condicdo hidrica.



MIXED INOCULATION WITH BRADYRHIZOBIUM AND AZOSPIRILLUM
IN SOYBEAN: AGRONOMIC PERFORMANCE AND NODULATION

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the mixed inoculation of
Bradyrhizobium japonicum with Azospirillum brasilenses via seed in normal and soil
water deficit cultivars in the cerrado of Piaui. The experiment was carried out in a
protected environment, in an experimental area of the Universidade Federal do Piaui, in
the 2015/2016 harvest. The design was completely randomized, in a 5 x 3 x 2 factorial
scheme, consisting of five concentrations of A. brasilenses (0.0, 1,5 x 10°, 2,0 x 10°, 2,5
x 10° and 3,0 x 10° cells / seed combined with 1,2 x 10° cells / seed of B. japonicum),
three soybean cultivars, one being late-cycle Brasmax 9086 IPRO, one medium-cycle
Msoy 8372 IPRO and one early Msoy 7739 IPRO and Two water regimes (adequate
moisture conditions and soil water deficit) with eight replications. The biometric
parameters of plants and root nodules were evaluated. There was no effect of the mixed
inoculation for the biometric parameters in the late cycle cultivar; however, there was a
positive effect on plant height, leaf area, shoot dry mass, number and fresh nodule
weight for medium and early cycle cultivars. The best results were verified for the
concentrations of 200.000 to 300.000 cells per seed and this effect being most evident in
soil water deficit conditions.

Keywords: Glycine max, co-inoculation, seed, water condition.



1. INTRODUCAO

No Brasil, a soja é a cultura que apresentou a maior expansdo em area plantada
nos Ultimos anos, ultrapassando 33,2 milhdes de hectares na safra 2015/2016 e
producdo proxima a 95 milhdes de toneladas (Conab, 2016). Portanto, o cultivo da soja
continua sendo a principal atividade responsavel pela expansdo da fronteira agricola no
pais, com destaque para a regido MATOPIBA, que se refere as areas de chapada dos
estados do Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia. Contudo, a implanta¢do dessa cultura
em novas areas de cultivo, tem requerido novas tecnologias e manejo cultural adequado,
principalmente em funcdo das condicdes edafoclimaticas especificas dessa regido
(Petter et al., 2014).

Cultivares de soja de alto rendimento sdo comumente langados no mercado
anualmente visando o aumento da produtividade, todavia, problemas com veranicos,
conhecidos como periodos prolongados sem chuva durante o verdo, tem se tornado cada
vez mais frequente nas ultimas safras (Franchini et al., 2009), limitando assim a
obtencdo desses altos rendimentos. Ademais, esses cultivares requerem grandes
quantidades de nutrientes, dentre os quais pode-se destacar o nitrogénio (N), fato este
que pode ser um complicador pensando em matéria organica (MO) como parte da fonte
de N para as plantas, visto que nessa regido os niveis de matéria organica do solo
(MOS) sdo baixos e a decomposicéo é elevada em funcdo de altas temperaturas.

Segundo Machado et al. (2012), com o avango das pesquisas em microbiologia
do solo tornou-se possivel a obtencdo de quase todo o N demandado pela cultura, com o
uso de estirpes de rizébios (Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii). Alves et al. (2006)
observaram actmulo médio de 193 kg ha™ de N na cultura da soja, proveniente da
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Todavia, em soja de alta produtividade e/ou em
regibes onde hd comprometimento do sistema simbidtico em funcdo de condicbes
edafoclimaticas, a capacidade de fornecimento do N pode nao ser satisfatorio (Petter et
al., 2012), demandando assim, estudos com o uso de novas técnicas a fim de suprir essa
demanda.

Nesse sentido, uma técnica que vem se destacando € a inoculagdo mista, que
consiste na combinacdo de microrganismos simbidticos com microrganismos
associativos, principalmente do género Azospirillum, na busca de proporcionar maior

tolerancia a estresses ambientais e melhorar o desempenho agronémico das culturas. Ao
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utilizar o Azospirillum brasilense, vem sendo observado o efeito benéfico da associacéo
entre 0s microrganismos, principalmente pela capacidade que as bactérias desse género
tém de produzir fitohormdnios que promovem um maior desenvolvimento do sistema
radicular e, portanto, a possibilidade de explorar um volume mais amplo de solo
(BARBARO et al., 2009) em periodos de déficit hidrico. Contudo, os resultados na
cultura da soja por exemplo séo escassos e divergentes.

Segundo Bashan; Bashan (2005) bactérias do género Azospirillum promovem o
crescimento da planta pela fixacdo de N, producédo de fitohorménios (giberelina, auxina
e citocinina), estimulam a ramificagdo das raizes, aumentam a biomassa da parte aérea e
do sistema radicular, aumentam a permeabilidade das membranas da raiz, melhoram a
absorcéo de nutrientes, e aumentam a tolerancia a condi¢cdes adversas como o estresse
hidrico.

Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito da inoculagdo mista de
Bradyrhizobium japonicum com Azospirillum brasilenses via semente no desempenho
agrondmico cultivares de soja sob condicdo normal e de déficit hidrico em solo do

cerrado piauiense.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo
O experimento foi realizado em ambiente protegido, na area experimental do

Campus da Universidade Federal do Piaui — UFPI em Bom Jesus-PI (09° 04°28” de
latitude Sul, 44° 21°31” de longitude Oeste e com altitude média de 277 m), na safra
2015/2016. O clima da regido é do tipo Aw segundo a classificacdo climética global de
Koppen, com duas estacdes bem definidas, sendo uma seca no periodo de maio a
setembro e outra chuvosa de outubro a abril. Os dados climaticos foram coletados

diariamente, no interior do ambiente protegido.
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Figura 1. Températura média e umidade relativa do ar durante a execucdo do
experimento. Bom Jesus-Pl, 2016.
O solo foi coletado em area de producédo de soja em Bom Jesus na camada de 0-

20 cm, com populacdes estabelecidas de Bradyrhizobium por inoculacdes em anos
anteriores, apresentando, no minimo, 3,57 x 10° células de Bradyrhizobium/g™ de solo,
determinado pelo método do nimero mais provavel (NMP), conforme metodologia de
Andrade; Hamakawa (1994). Realizou-se analise quimica do solo utilizado no
experimento (Tabelal) anterior ao cultivo e procedeu-se a adubacdo conforme os
resultados obtidos.

Tabela 1. Composicdo quimica do solo coletado na camada (0-20 cm), antes da
instalacdo do experimento em Bom Jesus - Pl, safra 2015/2016.

pH P (Mehlich) K* ca® Mg®* Al* H+Al

HO mg dm” - -cmol, dmP-mmemmm e

51 27,29 87,00 1,53 0,75 0,00 2,48

SB CTC \% M.O Argila Silte Areia
------- cmol, dm™® %

2,50 4,98 50,23 1,41 10,1 11,0 78,9

SB - soma de bases; CTC - capacidade de troca de cations a pH 7,0; V- saturagdo por bases; MO - teor de matéria
organica do solo.



12

2.2 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 5 x 3 x 2, sendo constituidos por quatro concentraces de Azospirillum
brasilense (0; 1,5 x 10> 2,0 x 10°; 2,5 x 10° e 3,0 x 10° células/sementes combinado com
1,2 x 10° células/semente de Bradyrhizobium japonicum.), trés cultivares de soja, sendo
um de ciclo tardio Brasmax 9086 IPRO e um de ciclo médio Msoy 8372 IPRO e outro
de ciclo precoce Msoy 7739 IPRO; dois regimes hidricos (condi¢cdes adequadas de
umidade e déficit hidrico do solo), perfazendo 30 tratamentos com oito repeticdes.
Quatro repeticOes foram utilizadas para avaliagOes destrutivas.

As sementes das cultivares foram previamente tratadas com o fungicida
Carbendazin + Thiran. Foi utilizado o inoculante liquido com B. japonicum contendo as
estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 na concentracdo de 5 x 10° células viaveis por ml
e as estirpes AbV5 e AbV6 de Azospirillum brasilenses (2 x 10° células viaveis por ml).
O calculo do namero de células por semente foi realizado conforme Araujo (1999). As
sementes foram co-inoculadas a sombra e em seguida plantadas em vasos, com
capacidade de 8 dm3. A semeadura das cultivares foi realizada no dia 14 dezembro,
semeando quatro sementes por vaso, com posterior desbaste, deixando apenas duas. No
estadio fenoldgico V3 foi realizada uma aplicacdo via foliar de CoMo10 (1,5% de
Cobalto e 15% de Molibdénio) na dose de 100 mL ha™.

Aos 20 dias apdés a emergéncia foi aplicado a condicdo de déficit hidrico,
simulando um veranico de 21 dias. O controle de umidade do solo foi determinado da
seguinte forma: a) determinou-se 0 peso dos vasos na capacidade de campo (CC) por
meio da metodologia adaptada de Bonfim - Silva et al. (2011), no qual saturou-se o solo
com &gua, deixando-os em repouso por 12 horas para escorrer a 4gua em excesso e
determinou-se o peso. Em seguida, com o valor de CC calculou-se a condi¢do adequada
de umidade de 80%, e o déficit de 40% da CC.

2.3 Variaveis estudadas

No estadio fonoldgico R2 (florescimento pleno) pela escala fonoldgica de Fehr e
Caviness (1977) foi determinado o teor de clorofila, utilizando clorofilometro modelo
“Clorofilog — CFL1030”, medindo - se trés pontos em diferentes partes na mesma folha
no limbo foliar entre as nervuras no terceiro trifélio do apice para a base. Altura de
plantas (cm) — foi determinado da superficie do solo ao apice do meristema apical com

auxilio da régua milimétrica. N6s reprodutivos - mensurando de forma manual no vaso.
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Area foliar (cm?) — determinada com o medidor de area foliar eletronico modelo Li-Cor,
L1-3100®. Massa seca da parte aérea (g) — determinada pela coleta das duas plantas da
parcela. As amostras foram colocadas em sacos de papel e secadas em estufa a 65°C, até
atingir peso constante.

Volume radicular (cm?®) — realizado por meio da medicdo do deslocamento da
coluna de &gua em proveta graduada, ou seja, colocando-se as raizes, apds lavagem e
secagem em proveta contendo um volume conhecido de agua. Pela diferenca, obtém-se
a resposta direta do volume de raizes, pela equivaléncia de unidades (1 ml = 1 cm?3),
segundo a metodologia descrita por Basso (1999). Também foi determinado no sistema
radicular o numero e peso de nodulos fresco e seco. A avaliacdo de nddulos foi
realizada coletando-se as duas plantas da parcela. Os nodulos foram lavados,
destacados, contados, pesados e secos em estufa de circulacdo forcada a 65°C, até obter
peso constante e determinado o peso de nodulo seco. Na colheita foi avaliado o peso de
cem sementes e peso de gréos por planta.

2.4 Andlise estatistica

Embora o delineamento tenha sido em esquema fatorial triplo, a analise
estatistica foi realizada como fatorial duplo, visto que as cultivares ndo foram
comparadas entre si, pois sdo de ciclos diferentes e ndo faz sentido compara-los
principalmente porque envolve a avaliacdo de pardmetros biométricos. Assim, os dados
das cultivares estdo apresentados de maneira separada, sem analisar a interacao.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia, sendo as medias das variéveis
significativas comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia utilizando o programa
Sisvar (FERREIRA, 2000). Os dados quantitativos foram avaliados por meio de anélise
de regressdo, em que as equacbes foram ajustadas utilizando-se os parametros de
correlacdo e determinacdo para as variaveis analisadas, utilizando o programa estatistico

SigmaPlot.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

Para a cultivar de ciclo tardio BMX 9086 IPRO com excecdo de peso de cem
grdos (PCG), peso total de graos por planta (PGP), peso seco de nddulos (PSN), volume
radicular (VR) e clorofila total (CT) houve efeito para os demais parametros (p<0,05)
apenas para a condicdo de umidade do solo (Tabela 2) enquanto que as cultivares de
ciclo médio e precoce, M 8372 IPRO e M 7739 IPRO, respectivamente, responderam
significativamente as concentragdes, salvo para as varidveis, CT, nd reprodutivo (NR),
PCS e PGP. Para a condicdo hidrica houve efeito significativo (p<0,05) nas trés
cultivares para altura de planta (AP), area foliar (AF) e massa seca da parte aérea
(MSPA) e PCS nas cultivares M 8372 IPRO e M 7739 IPRO. Em relacdo a interacdo
entre concentracBes e condi¢do hidrica houve efeito significativo (p<0,05) para a
variavel VR na cultivar M 7739 IPRO, PSN e nimero de nddulos (NN) para cultivar M
8372 IPRO.

Tabela 2. Anélise de variéncia (valores de F) para clorofila total (CT), altura de planta
(AP), nos reprodutivos (NR), area foliar (AF), volume radicular (VR), peso fresco de
nddulos (PFN), peso seco de nddulos (PSN), niumero de nédulos (NN) massa seca parte
aérea (MSPA), peso de cem graos (PCG) e peso total de gréos por planta (PGP), em
cultivares de soja submetidas a diferentes combinacGes de Azospirillum brasilenses com
Bradyrhizobium japonicum via semente, em condicdes adequadas e de déficit hidrico no
solo, em Bom Jesus, safra 2015/2016.

Fonte de Variagéo Cultivar BMX 9086 IPRO

CT AP NR AF VR PEN PSN NN MSPA PCG PGP

Inoculagéo mista (1) 2,30 0,16™ 0,85 084 063" 038° 0,75® 022® 088" 042" 2,01
Condigdo Hidrica (C)  1,17™ 23,44 558 1882° 164™ 858" 4,12™ 1468~ 19,73" 0,02® 2,60™

IxC 1,18 0,79 1,12 1,09® 0,91® 015" 0,26™ 0,28™ 0,63"™ 1,35™  0,88™
CV % 9,38 13,47 14,08 2523 29,23 34,37 2848 21,21 18,13 13,17 20,57
Fonte de Variagdo Cultivar M 8372 IPRO

CT AP NR AF VR PEN PSN NN MSPA PCG PGP

Inoculagdo mista (1) 0,14™ 1045 037" 1045 5127 318 268 575 = 471 274  0,68™
Condigdo Hidrica (C) 0,56™ 7,70° 0,68™ 7,700 0724™ 141 055 065" 17,197 956~  0,05™

IxC 0,62 088™ 091" 088" 196" 225" 329" 257" 1,75™ 1,27* 082"
CV % 6,38 9,76 12,17 9,76 25,05 23,23 19,56 19,79 20,66 10,30 16,78
Fonte de Variagdo Cultivar M 7739 IPRO

CT AP NR AF VR PFN PSN NN MSPA PCG PGP

Inoculagdo mista (1) 257" 923" 173° 1061 670" 660 6,78 3,83 436 102" 084"
Condigdo Hidrica (C)  0,74™  6,12° 122™ 7,38" 552" 075" 236™ 217" 646" 10,08" 143"
IxC 220 1,82 026" 154™ 322" 0,95 1,22 090 193 060" 046"
CV % 657 10,74 918 22,37 2646 30,17 27,84 2144 4560 11,48 16,61

** g * significativo a 1 e 5% respectivamente; ™ ndo significativo pelo teste F.
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Esta variabilidade de resultados entre as trés cultivares para o fator inoculacéo
mista esta relacionada a caracteristicas genéticas das cultivares. Bulegon et al. (2015)
avaliando os componentes de producdo e produtividade de duas cultivares de soja
submetidas a inoculacdo com Bradyrhizobium e Azospirillum concluiram que os dois
genotipos apresentam capacidade de resposta diferente, sendo uma mais responsiva a
inoculagdo mista com bactérias diazotroficas. Barbéaro et al. (2009) também avaliaram
diferentes cultivares quanto ao potencial de nodulacdo e observaram diferentes
interacdes entre bactérias e gendtipos de soja.

Quanto & altura de plantas, area foliar, massa seca da parte aérea (Figura 2. A, B,
C) a inoculacdo mista apresentou resultados superiores ao tratamento controle sem A.
brasilenses em ambos os cultivares, M 8372 IPRO e M 7739 IPRO. Os maiores valores
de altura de planta foram encontrados com as concentracfes estimadas de 300.000
células/semente para a cultivar de ciclo médio e 201.650 células/semente na cultivar
precoce. J& para a area foliar e massa seca da parte aérea os maiores valores foram
encontrados com as concentraces estimadas de 250.000 e 229.166 células/semente,
respectivamente, para a cultivar de ciclo médio e 257.000 e 235.833 células/semente,
para a cultivar precoce.

Resultados semelhantes foram encontrados por Benintende et al. (2010) e
Bulegon et al. (2016) ao comparar o efeito da inoculagdo mista observaram aumento do
crescimento das plantas e da massa seca da parte aérea. Da mesma forma, Gitti et al.,
2012 verificou maiores valores de massa seca de parte aérea em plantas de feijdo que
receberam inoculagdo de Azospirillum brasilense nas sementes. Costa et al. (2014)
avaliando diferentes estirpes verificaram que bactérias ndo nodulificas como a do
género Azospirillum promoveram o crescimento das plantas, possivelmente através da
atuacdo em outros processos bioldgicos fitoestimuladores diferentes da FBN, como por
exemplo, a sintese de acido indolacético.

Ao analisar os dados para 0 nimero e peso seco de nddulos na cultivar M 7739
IPRO (Figura 2. E, F) observou-se que a inoculagdo mista nas doses estimadas de
196.666 e 215.000 células/semente, respectivamente proporcionou aumento de 33% no
numero de nédulos e 54% no peso seco de nddulos quando comparados a testemunha.
Esses resultados corroboram com Ubhrich; Benintende (2005) que verificaram

incremento 12% no nimero e no peso de nodulos quando avaliados no estadio
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fonoldgico V4 e 29% no estadio fonoldgico R4, com a inoculagdo mista de A.

brasiliense com B. japonicum na cultura soja, quando comparado com a inculagéo

simples de B. jbaponicum.
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Figura 2. Valores para altura de plantas (A), area foliar (B), peso fresco de nodulos
(C), massa seca da parte aérea (D), numero de nddulos (E), peso seco de nodulos (F) e
volume radicular (G) em cultivares de soja, em funcdo das diferentes concentracfes A.
brasilense com B. japonicum, Bom Jesus — PI, safra 2015/16. ** e * significativo a 1 e
5% de probabilidade pelo teste “t” de Student. Concentragdes: 0= Apenas B. japonicum;
1= 1,5 x 10 2= 2,0 x 10°; 3= 2,5 x 10°; 4= 3,0 x 10° células por semente de A.
brasilense juntamente com B. japonicum na concentracdo de 1,2 x 10° células por
semente.

Sistema radicular com maiores superficies de absorcéo e eficiéncia na aquisicao

de &gua e nutrientes é uma caracteristica desejavel, sendo assim, observou-se neste
trabalho (Figura 2 G) um aumento do volume radicular com a inoculagdo mista na
cultivar M 8372 IPRO. German et al. (2000), avaliando a morfologia das raizes de
plantas de feijoeiro comum ap6s inoculacdo com A. brasilense, obtiveram aumento no
comprimento e peso fresco de raizes em 95 e 66 %, respectivamente, em relagdo ao
tratamento sem inoculacdo. Também se observa na figura 3 C a interagdo entre
concentracdes de A. brasilense e condicdo hidrica do solo na cultivar M 7739 IPRO
para a variavel volume radicular. O maior volume radicular foi evidenciado na
concentracdo estimada de 192.000 células/semente para o tratamento sem déficit
hidrico, ja na condicdo de déficit hidrico o volume radicular foi crescente conforme o
aumento das concentracBes de A. brasilense na semente. Esse fato pode ser atribuido
pelo estimulo de crescimento de raizes laterais e adventicias, alongamento das células e
diferenciacdo vascular provocado pelo &cido indolacético (AlA) (Taiz; Zeiger, 2013),
liberados pela bactéria A. brasilense. Plantas com elevada concentracdo deste fito
hormonio tendem apresentar crescimento das raizes primarias melhorando o contato

com o solo e, consequentemente, aumento da area de absorcao (Vieira et al., 2013).
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Para 0 nuimero e peso seco de nddulos (Figura 3 A, B) houve interacéo
significativa entre concentracBes de A. brasilense e condi¢do hidrica do solo na cultivar
M 8372 IPRO. O numero de nddulos foi crescente com o aumento das concentragdes de
células/semente evidenciando o nimero maximo de 88 e 85 nodulos/planta, nas doses
estimadas 225.000 e 210.000 células/semente para os tratamentos com déficit e sem
déficit hidrico do solo, aumento de 43% e 39% em numero de nodulos,
respectivamente, comparado com a testemunha. O peso seco de nddulos aumentou
38,4% na dose estimada de 241.500 células/semente quando comparado com a

testemunha, sem déficit hidrico.
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Figura 3. Valores para numero de nédulos (A) e peso fresco de nodulos (B) para a
cultivar M 8372 IPRO e volume radicular (C) para a cultivar M 7739 IPRO, em fungéo
da interacdo entre concentracdes e condicdo hidrica do solo, Bom Jesus — PI, safra
2015/16. Concentragées: 0= Apenas B. japonicum; 1= 1,5 x 10%; 2= 2,0 x 10°; 3= 2,5 x
10 4= 3,0 x 10° células por semente de A. brasilense com B. japonicum na
concentracdo de 1,2 x 10° células por semente.
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Segundo Chalk et al. (2010), quando a umidade do solo est& abaixo de 50% da
capacidade de campo é comum o aparecimento de efeitos negativos ao processo de
FBN. O déficit hidrico do solo desencadeia uma série de respostas fisioldgicas e
anatdmicas nas plantas, como a diminuicdo da emissdo de pélos radiculares,
descontinuidade da sintese de leghemoglobina e abortamento de nodulos
(Goormachting et al., 2004). Esses efeitos provocam também a reducdo da populacgdo de
microrganismos, pois, além de fazer parte da estrutura celular, a 4gua € indispensavel
para maioria das reacdes do solo, como liberacdo de nutrientes, decomposicdo da
matéria organica, crescimento vegetal e exsudacao radicular e estas sdo essenciais ao
desenvolvimento da microbiota do solo (Sadowsky, 2005).

Diante disso, fica evidenciada a interferéncia do Azospirillum no numero e peso
de ndédulos mesmo em solo com umidade de 40% da capacidade de campo. Assim,
pode-se inferir que 0 aumento da nodulacgdo pela inoculagdo mista de A. brasilense com
B. japonicum pode estar relacionada a fito hormonios (giberelina, auxina e citocinina)
Bashan; Bashan (2005), esses, responsaveis pelo incremento de pélos e raizes laterais,
assim, aumentando os sitios de infeccdo para microrganismos nodolificos e
consequentemente aumento de nimero de noddulos por planta.

Resultados semelhantes foram encontrados por Benintende et al. (2010) que na
condicdo de déficit hidrico do solo observaram aumento significativo no peso dos
nodulos em relacdo a inoculacdo com apenas B. japonicum. Do mesmo modo, Chibeba
et al. (2015) verificaram nodulacdo mais precoce e maior massa seca de nédulos com a
inoculagdo mista de A. brasilense com Bradyrhizobium. No entanto, estes resultados
contradizem aos obtidos por Zuffo et al. (2015) que né@o obtiveram respostas positivas
com a co-inoculacao sobre altura de planta, massa seca de nddulos e de raizes e teor de
clorofila em cultivares de soja.

Outra evidencia observada neste trabalho é que a cultivar BMX 9086 IPRO nao
apresenta resposta a inoculacdo de A. brasilense com Bradyrhizobium, contudo, quando
avaliada em condigdo de déficit hidrico (Tabela 3) o numero de nodulos foi menor em
relacdo a condigdo normal de umidade do solo. Tal efeito pode ser atribuido & baixa
densidade e ramificacbes de pélos radiculares desta variedade, consequentemente
reduziu os sitios de infeccdes pelo Bradyrhizobium. Assim, fica evidente que a resposta

das cultivares a inocula¢do mista esta relacionada a sensibilidade ao déficit hidrico, pois
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0 efeito deste na morfologia do sistema radicular parece governar o processo de
simbiose em inoculagdo mista.

Tabela 3. Valores médios de nds reprodutivos (NR), peso fresco de nédulos (PFN) e
numero de nodulos (NN), para a cultivar BMX 9086 IPRO, Bom Jesus — PI, safra
2015/16.

Tratamento NR PFN (g) NN

Com déficit hidrico 85D 2,25 Db 57Db
Sem déficit hidrico 9,5a 3,10a 73a
CV% 14,08 34,37 21,21

Médias seguidas de letras distintas na coluna sdo estatisticamente diferentes entre si pelo teste Tukey a
5%.

Embora tenha ocorrido ganhos no nimero e no peso de nédulos, com o uso de A.
brasilense, todos os tratamentos apresentaram uma nodulacdo adequada, uma vez que, 0
peso de nodulos variando entre 0,1 a 0,2 gramas ou 10 a 30 nodulos/planta seria
suficiente para garantir o fornecimento de N requerido por uma planta de soja para seu
desenvolvimento normal (Hungria et al., 2007). No entanto, a fixacdo de N, esta
estreitamente relacionada a massa de nodulo e a elevada nodulacdo alcangada pelas
cultivares de soja neste estudo confirma o bom desempenho dos genétipos em relagédo a
FBN.

Na cultivar de ciclo tardio (Tabela 3) houve reducdo de 27 e 21,9 % o0 peso
fresco e numero de nodulos, respectivamente para o tratamento com déficit hidrico. A
reducdo no numero de nodulos em condi¢cbes de déficit hidrico também foi verificado
por Prete et al. (2012) com reducdo do nimero de nédulos em 50% e da massa de
nddulos em 67% em relagdo ao controle sem estresse hidrico. Zilli et al. (2013)
avaliando a dindmica da populacdo de rizébios presentes em solos de Cerrado de
Roraima apds o cultivo de soja e durante o periodo de estiagem concluiram que ocorre
uma drastica reducdo na densidade de rizébios no solo, que pode exceder os 99%,
considerando a populagdo no inicio e final do periodo.

Analisando o efeito isolado da condicéo hidrica para a area foliar (Figura 4 A),
as trés cultivares, tanto de ciclo tardio, médio e precoce apresentaram uma reducao de
30, 18 e 17%, respectivamente, quando comparado com as plantas sem déficit hidrico.
Esses resultados corroboram os obtidos por Fioreze et al. (2011) que verificaram
decréscimo na éarea foliar ao avaliar diferentes genotipos de soja submetidos a inducéo

de déficit hidrico de alta intensidade, em casa de vegetacdo. Verifica-se que o efeito
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deletério do déficit hidrico foi mais intenso na cultivar de ciclo tardio, o que pode ter
suprimido um possivel efeito da inoculacdo mista. Assim, a resposta da inoculagdo
mista € mais evidente em condi¢des adversas de umidade do solo em cultivares de soja
de ciclo precoce e médio.

A reducdo da area foliar proporciona menores ganhos em massa seca, o que foi
verificado neste trabalho. A massa seca das plantas estd diretamente associada a
capacidade de fixacdo de CO, atmosférico através da fotossintese, e esta, é tanto mais
elevada quanto maior for a area foliar e quanto mais tempo permanecer ativa (Manfron

et al., 2003).
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Figura 4. Area foliar (A), massa seca parte aérea (B) altura de plantas (C) e peso de
cem graos (D) em cultivares de soja, sob condi¢Ges adequadas e de déficit hidrico, em
Bom Jesus - PIl, safra 2015/2016. Médias seguidas de letras distintas sdo
estatisticamente diferentes entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Outra caracteristica verificada neste trabalho é a reducdo da altura de plantas
(Figura 4 C) quando submetidas ao déficit hidrico. Esses resultados podem ser
explicados pelo fato de que o deficit hidrico afeta o funcionamento dos processos

fisioldgicos da soja como, por exemplo, o fechamento estomatico, com isso, a pouca
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disponibilidade de &gua interfere na expansdo celular e consequentemente no
alargamento foliar (Taiz e Zeiger, 2013). Outro fator importante que pode ter
influenciado esse resultado € que as plantas expostas ao déficit hidrico exibem
desequilibrio na captacdo de energia e no metabolismo, pois ocasiona uma diminuigédo
na reacdo fotoquimica e aumento na dissipacdo de energia (Lawlor; Tezara, 2009),
resultando em reducdo na assimilacéo de carbono pela folha (Chaves; Oliveira, 2004).

Houve reducdo no peso de cem graos, para o tratamento com déficit hidrico nos
cultivares de ciclo médio e precoce (Figura 4 D). Esses resultados mostram que plantas
expostas ao déficit hidrico mesmo ainda na fase vegetativa reduzem o peso de gréos.
Resultados obtidos por Rambo et al. (2003) também constataram reducdo no peso do
grdo em funcdo do estresse hidrico. Isso pode ser explicado pelo fato de que o déficit
hidrico afeta a atividade fotossintética e pela menor remobilizacdo de nutrientes para 0s
gréos (Souza et al., 1997).

Embora tenha ocorrido ganhos com a inoculagdo de A. brasilense com
Bradyrhizobium em variaveis relacionadas aos componentes de producdo, a inoculacao
mista ndo teve efeito significativo no peso de cem gréso e no peso total de grdos por
planta comparado com a testemunha. Esses dados corroboram com os obtidos por
Bérbaro et al. (2009) e Zuffo et al. (2015) que ndo observaram aumentos significativos
na produtividade com a inoculacdo mista de A. brasilense com Bradyrhizobium. Desse
modo, a auséncia de resultados positivos com a inoculacdo mista pode ser atribuida a
caracteristicas intrinsecas de cada cultivar, além de fatores edéaficos.

Ainda que n&do se tenha verificado efeito direto sobre os componentes de
producdo, a inoculacdo mista pode auxiliar nos mecanismos de tolerancia das plantas
via contribuicdo em rotas alternativas de sintese de compostos do metabolismo
secundario por exemplo. Contudo, novas pesquisas Sd0 necessarias para avaliar
individualmente as respostas de cultivares com diferentes caracteristicas morfolégicas e
de que forma os efeitos podem se manifestar do ponto de vista fisioldgico relacionado

aos mecanismos de tolerancia.
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4. CONCLUSOES

A inoculacdo mista via semente proporcionou aumento na altura de plantas, area
foliar, massa seca da parte aérea, nimero e peso fresco de nodulos para as cultivares M
8372 IPRO e M 7739 IPRO, sendo os melhores resultados com as concentragdes de
200.000 a 300.000 células de A. brasilense por semente.

A cultivar BMX 9086 IPRO de ciclo tardio ndo apresenta resposta a inoculagao
mista para as variaveis analisadas.

A resposta positiva da inoculacdo mista é mais evidente em cultivares de soja de
ciclo precoce e médio em condigdes adversas de umidade do solo, contudo, se mostrou
ineficiente para os componentes de producéo.

O déficit hidrico do solo afeta a altura de planta, area foliar, massa seca da parte

aérea, peso de cem grdos e nimero de nddulos.
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CAPITULO I

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DA SOJA A INOCULACAO MISTA COM
BRADYRHIZOBIUM E AZOSPIRILLUM BRASILENSE

RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar as respostas fisiologicas da soja e o suprimento
de nitrogénio em funcdo da inoculagdo mista de Azospirillum brasilense com
Bradyrhizobium japonicum via semente, em condi¢cdo normal e de deficit hidrico do
solo. O experimento foi realizado em ambiente protegido, em area experimental da
Universidade Federal do Piaui, na safra 2015/2016. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 2 x 2, sendo os fatores
constituidos por cinco concentracdes de A. brasilense (0; 1,5 x 10> 2,0 x 10% 2,5 x 10°e
3,0 x 10° células/sementes associado com 1,2 x 10° células/semente de B. japonicum),
dois cultivares de soja, sendo um de ciclo tardio Brasmax 9086 IPRO e um de ciclo
médio Msoy 8372 IPRO; dois regimes hidricos (condi¢des adequadas de umidade e
déficit hidrico do solo) com oito repeticBes. Foi determinado a fotossintese liquida (A),
taxa de condutancia estomatica de CO, foliar (gs), taxa de transpiracéo foliar (E), déficit
de pressdo de vapor (DPV), concentracgdo intercelular de CO; (Ci), eficiéncia de uso da
agua (EUA), contetdo hidrico foliar (CHF), teor de prolina e acimulo de nitrogénio (N)
nas folhas. A inoculacdo mista de B. japonicum e A. brasilense ndo interfere nas
respostas fisiologicas (A, gs, E, DPV, Ci, EUA e CHF), concentracdo de prolina e
acumulo de N em cultivares de soja e ndo atenua o efeito deletério do déficit hidrico
sobre esses parametros. Os efeitos da limitacdo hidrica nos processos fisiologicos e
acumulo de N se manifestaram com maior intensidade na cultivar de ciclo menor.

Palavras-chaves: Glycine max, co-inoculacdo, fotossintese, acimulo de nitrogénio,
condicdo hidrica.
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PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF SOYBEAN TO INOCULATION MIXED
WITH BRADYRHIZOBIUM AND AZOSPIRILLUM BRAZILENSE

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physiological responses of soybeans and
nitrogen supply due to the mixed inoculation of Azospirillum brasilense with
Bradyrhizobium japonicum via seed in normal condition and soil water deficit. The
experiment was conducted in a protected environment in the experimental area of the
Universidade Federal do Piaui, in the 2015/2016 crop. The experimental design was
completely randomized in a factorial 5 x 2 x 2, and the factors consisted of five A.
brasilense concentrations (0, 1,5 x 10°, 2,0 x 10°, 2,5 x 10° and 3,0 x 10° cells / seed
associated with 1,2 x 10° B. japonicum cells / seed), two soybean cultivars, with a late
cycle Brasmax 9086 IPRO and an average cycle Msoy 8372 IPRO; two water regimes
(suitable conditions of moisture and soil water deficits) with eight replications.
Although the design has been triple factorial, statistical analysis was performed as a
double factor, as the cultivars were not compared because they are of different cycles. It
has been determined net photosynthesis (A), conductance rate stomatal leaf CO; (gs),
leaf transpiration rate (E), vapor pressure deficit (VPD), intercellular CO, concentration
(Ci), water use efficiency (WUE) , leaf water content (LWC), proline content and
accumulation of nitrogen (N) in the leaves. The mixed inoculation of B. japonicum and
A. brasilense does not interfere with physiological responses (A, gs, E, VPD, Ci, US and
LWC), proline concentration and N accumulation in soybean cultivars and does not
attenuate the deleterious effects of water deficit on these parameters. The effects of
water limitation in the physiological processes and N accumulation manifested with
greater intensity in shorter cycle cultivars.

Keywords: Glycine max, co-inoculation, photosynthesis, nitrogen accumulation, water
condition.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a area cultivada com soja [Glycine max (L.) Merril] encontra-se em
franco processo de expansdo com é&rea cultivada na safra 2015/2016 de
aproximadamente 33,2 milhdes de hectares (Conab, 2016). Esse crescimento da area
cultivada vem acompanhado do aumento na demanda de fertilizantes em especial os
fosfatados e potéssicos, visto que, o nitrogénio (N) em sua maior parte é fornecido via
simbiose com bactérias do género Bradyrhizobium.

Embora a fixacdo biologica via simbiose (FB) com bactérias do género
Bradyrhizobium seja a principal fonte de N para a cultura da soja, em condicgdes de alta
produtividade as quantidades de N via FB podem ndo ser suficientes para atender uma
demanda da cultura que pode chegar a 300 kg ha™ (Lamond e Wesley, 2001). Em
condigdes tropicais as quantidades médias de N fornecidas via FB na cultura da soja é
de aproximadamente 190 kg ha® (Alves et al., 2006;). Assim, considerando a
necessidade de 80 kg ha™ de N para cada tonelada de gréos de soja produzida (Hungria
et al., 2001) e uma produtividade média de 3.000 kg ha®, a demanda seria de
aproximadamente 240 kg ha™ de N.

O fornecimento da diferenca entre 0 N via FB e a demanda necessaria pela
cultura deve vir do solo, que tem como principal fonte desse nutriente a matéria
organica (MOS). Contudo, a capacidade de fornecimento de N pela MOS ¢ altamente
variavel e dependente de varios fatores que séo inerentes a propria MOS (ex. quantidade
e qualidade), edaficos (ex. textura e atividade bioldgica) e climaticos (ex. precipitacédo e
temperatura). De maneira geral, os solos de cerrado fornecem em média 20 a 40 kg ha™
de N (Chueiriet al., 2005) durante o ciclo da cultura da soja.

Portanto, em um cenério de alta produtividade da soja, o suprimento de N pode
ndo ser totalmente atendido mediante a fixacdo bioldgica e fornecimento do solo como
reportado por Petter et al. (2012). Esse fato se agrava em solos arenosos e com baixos
teores de matéria organica, visto que as perdas de N por lixiviacdo, principalmente na
forma de nitrato (NO3") sdo mais evidentes (Correa et al., 2006; Mendes et al., 2015).
Embora a utilizagéo de fertilizantes nitrogenados pudesse suprir a demanda de N nessas
condicBes, seu uso na cultura da soja apresenta resultados divergentes e ainda é
economicamente inviavel (Mendes et al., 2008; Petter et al., 2012; Fipke et al., 2016).

Nesse sentido, novas técnicas de manejo devem ser estudadas visando o suprimento
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adequado de N na cultura da soja, em especial para condi¢Oes de alta produtividade e/ou
condigdes climéticas adversas como baixa precipitacao.

Importante destacar que na regido do cerrado periodos de veranicos sdo
comumente verificados, fato esse que pode afetar ainda mais a capacidade de
fornecimento de N via FB. Diante disso, recentemente tem se estudado a técnica da
inoculacdo mista (Zuffo et al., 2015; Bulegon et al., 2016; Fipke et al., 2016), que
consiste em combinacBes de microrganismos simbidticos que apresentam capacidade de
fixar N com microrganismos associativos, principalmente do género Azospirillum que
apresentam capacidade de induzir & sintese de hormonios vegetais. Contudo o0s
resultados envolvendo essa pratica tém mostrado divergentes, indicando efeitos de
condicdes edafoclimaticas especificadas para cada regido.

Assim, partimos da hipotese de que a inoculagdo mista de microrganismos
simbidticos (Bradyrhizobium) com associativos (Azospirillum) na cultura da soja pode
mitigar os efeitos negativos no suprimento de N via FB em condigdes climéticas
adversas como periodos de estiagem (veranicos) e melhorar a atividade fotossintética
das plantas. Para tanto, conduzimos um trabalho visando elucidar os efeitos dessa
técnica no suprimento de N e nas respostas fisioldgicas da cultura da soja em condi¢des
de déficit hidrico na regido do cerrado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo
O experimento foi realizado em ambiente protegido na area experimental do

Campus da Universidade Federal do Piaui — UFPI em Bom Jesus-PI (09° 04°28” de
latitude Sul, 44° 21°31” de longitude Oeste e com altitude média de 277 m), na safra
2015/2016. O clima da regido é tipo Aw segundo a classificacdo climatica global de
Koppen, com duas estacBes bem definidas, sendo uma seca que vai de maio a setembro

e outra de chuvosa que vai de outubro a abril. Os dados climaticos foram coletados

diariamente, no interior do ambiente protegido.
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Figura 1. Temperatura média e umidade relativa do ar durante
experimento. Bom Jesus-Pl, 2016.

O solo foi coletado em area de producédo de soja em Bom Jesus na camada de 0-
20 cm, com populagdes estabelecidas de Bradyrhizobium por inoculagbes em anos
anteriores, apresentando, no minimo, 3,57 x 10° células de Bradyrhizobium g™ de solo,
determinada pelo método do nimero mais provavel (NMP), conforme metodologia de
Andrade; Hamakawa (1994). Foi realizada a analise quimica do solo anterior ao cultivo,
e a adubacdo realizada conforme o resultado da analise apresentada na Tabelal tendo
como parametro a recomendacéo para solos de cerrado.

Tabela 1. Composicdo quimica do solo coletado na camada (0-20 cm), antes da
instalagdo do experimento em Bom Jesus - PI, safra 2015/2016.

pH P (Mehlich) K* Ca™ Mg~ Al H+Al
H,O mg dm™ ------- Lo T L

51 27,29 87,00 1,53 0,75 0,00 2,48

SB CTC \ M.O Argila Silte Areia
------- cmol dm™ - %

2,50 4,98 50,23 141 10,1 11,0 78,9

SB - soma de bases; CTC - capacidade de troca de cations a pH 7,0; V - saturagao por bases; MO — matéria organica.
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2.2 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 5 x 2 x 2, sendo constituidos por cinco concentragdes de Azospirillum
brasilense (0; 1,5 x 10% 2,0 x 10°; 2,5 x 10°e 3,0 x 10° células/sementes combinado com
1,2 x 10° células/semente de Bradyrhizobium japonicum.), dois cultivares de soja, sendo
um de ciclo tardio Brasmax 9086 IPRO e um de ciclo médio Msoy 8372 IPRO; dois
regimes hidricos (condi¢bes adequadas de umidade e déficit hidrico do solo),
perfazendo 20 tratamentos com oito repeticdes.

As sementes das cultivares foram previamente tratadas com o fungicida
Carbendazin + Thiran. Foi utilizado o inoculante liquido com Bradyrhizobium
japonicum contendo as estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080 na concentracdo de 5 x
10° células viaveis por ml e as estirpes AbV5 e AbV6 de Azospirillum brasilense (2 x
10® células viaveis por ml). O célculo de nimero de células por semente foi realizado
conforme Araujo (1999). As sementes foram co-inoculadas a sombra e em seguida
plantadas em vasos, com capacidade de 8 dm3. A semeadura dos cultivares foi realizada
no dia 14 dezembro, semeando quatro sementes por vaso, com posterior desbaste,
deixando apenas duas plantas.

Aos 20 dias ap6s a emergéncia foi aplicado a condicdo de déficit hidrico,
simulando um periodo de estiagem (veranico) de 21 dias. O controle de umidade do
solo foi determinado da seguinte forma: a) determinou-se o peso dos vasos nha
capacidade de campo (CC) por meio da metodologia adaptada de Bonfim-Silva et al,
(2011), no qual saturou-se o solo com &gua, deixando-0s em repouso por 12 horas para
escorrer a dgua em excesso e determinou-se 0 peso. Em seguida, com o valor de CC

calculou-se a condicdo adequada de umidade de 80%, o déficit de 40% CC.

2.3 Variaveis fisiolégicas avaliadas
As variaveis fisiologicas foram determinadas no tempo 0 que corresponde o final

do periodo de déficit hidrico (DAFDH) e inicio da irrigacdo, aos 7, 14 e 21 dias
DAFDH. O tempo 0 determina a condi¢cdo maxima de déficit hidrico a qual a cultura foi
submetida, ou seja, apo6s 20 dias em condicdes de 40% de umidade do solo. Em cada
época supracitada as leituras foram realizadas entre 8:00 e 11:00 horas da manh& com o
auxilio de um analisador de gases por infravermelho modelo (IRGA) LI1-6400 (Li-Cor,

Lincoln, NE, USA). As medicGes foram realizadas utilizando uma densidade de fluxo
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de ftons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 1.500 umol [quanta] m™. s™. O tempo
minimo estabelecido baseado no coeficiente de variagdo (CV) < 1,0 foi de trés minutos.
Foram realizadas trés leituras (sub-amostras) em cada repeticdo. Utilizou-se para as
avaliacdes fisioldgicas a concentracdo ambiental de CO,.

Foi avaliado por meio da determinacdo instantdnea no terceiro trifélio basipeto
das plantas na porgéo central da folha sem, entretanto atingir a nervura central a taxa de
fotossintese liquida (A: umol [CO,]. m™. s7), taxa de condutancia estomatica de CO,
foliar (gs: pmol [CO,]. m™. s™), taxa de transpiracdo foliar (E: mmol [H,0]. m?. s%),
déficit de pressdo de vapor (DPV: kPa), concentracao intercelular de CO, (Ci: umol
[CO,]. mol™). A eficiéncia de uso da agua (EUA: umol [CO,]. mmol™ [H.0]) foi
determinado pela estabelecida entre a taxa de fotossintese liquida e taxa de transpiracédo
foliar utilizando a seguinte equacdo: EUA = A/E (umol [CO,]. mmol™ [H,0]).

A determinacdo do percentual de &gua no mesofilo foliar em relagdo a sua
capacidade méxima de acimulo (contetdo hidrico foliar - CHF: %) foi determinado
pela razdo estabelecida entre as massas da matéria fresca (MMF), tdrgida (MMT) e seca
(MMS) de trés fragmentos (discos) foliares de + 1,0 g retirados do terceiro trifolio
basipeto das plantas na porcao central da folha sem, entretanto atingir a nervura central.
O CHF foi calculado pela equac¢do: CHF = 100[(MMF - MMS) / (MMT - MMS)].

A determinacdo de prolina (Prolina: mg g MMF) foi realizada conforme Bates
et al. (1973), sendo 0,25 g de massa seca de folhas maceradas em nitrogénio liquido
sem a nervura principal, juntamente com 5 mL de &cido sulfossalicilico 3%. Em
seguida, a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 3.000 rpm na temperatura ambiente,
sendo depois coletado 1 mL de sobrenadante e transferido para um tubo de ensaio,
adicionando-se 1 mL de ninidrina &cida e 1 mL de &cido acético glacial. Posteriormente,
as amostras foram colocadas em banho-maria por 1 h a 100 °C. Em seguida, as amostras
foram resfriadas em gelo, sendo adicionados em seguida 2 mL de tolueno puro e agitado
vigorosamente em vértex, por 30 segundos, para separacao das fases (o tolueno extrai a
substancia cromdfora formando um complexo colorido avermelhado). Depois de a
solucdo atingir a temperatura ambiente, aspirou-se a fase aquosa superior (cromoforo +
tolueno), para leitura em espectrofotébmetro a 520 nm.

A determinacdo da concentracdo de N foliar foi realizada em pleno

florescimento por meio da coleta do terceiro trifolio basipeto das plantas na porcéao



35

central da folha, que posteriormente foram secas em estufa de circulagdo forcada a
60°C, por 72 horas, moidas em moinho Willey equipado com peneira de malha 40
mesh, sendo a determinacdo do N foliar realizada pelo método analitico semimicro

Kjeldahl, apds digestdo sulfurica.

2.4 Anélise estatistica

Embora o delineamento tenha sido em esquema fatorial triplo, a analise
estatistica foi realizada como fatorial duplo, visto que os cultivares ndo foram
comparados entre si, pois sdo de ciclos diferentes e ndo faz sentido compara-los
principalmente porque envolve a avaliacdo de pardmetros biométricos. Assim, os dados
dos cultivares estdo apresentados de maneira separada, sem analisar a interagéo entre
cultivares.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias das variaveis
significativas comparadas pelo teste Tukey utilizando o programa Sisvar (Ferreira,
2008). Como ndo houve efeito para os fatores quantitativos (auséncia de efeito
significativo), apresentou se dados quantitativo referente apenas as épocas de avaliacao.
Assim, utilizou-se a analise com erro padrdo da média visando comparar os efeitos das
condi¢des de umidade do solo em cada época para todos os parametros fisioldgicos

avaliados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com excecéo da concentragdo intracelular de CO, (Ci), independentemente dos
cultivares de soja (ciclo médio e tardio) e da época de avaliacdo dos parametros
fisioldgicos fotossintese liquida (A), taxa de condutancia estomética de CO, foliar (gs),
taxa de transpiracdo foliar (E), déficit de pressdo de vapor (DPV), conteddo hidrico
foliar (CHF), teor de prolina e acumulo de nitrogénio (N) na folha houve efeito
significativo apenas para as condi¢Oes de umidade do solo (Tabelas 2 e 3). A inoculagéo
mista de Bradyrhizobium e Azospirillum brasilense ndo proporcionou alteragdes nas
repostas fisiologicas da soja e ndo houve interagdo com as condi¢cdes de umidade do
solo. Esses resultados corroboram os obtidos por Bulegon et al. (2016) que também néo
verificaram efeito da inoculagdo mista de Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense aplicados via semente ou no sulco de plantio sobre as trocas gasosas na
cultura da soja durante o periodo vegetativo.

Ao final do periodo de déficit hidrico (0 DAFDH), ou seja, ap6s 20 dias de
umidade do solo préximo a 40% da capacidade de campo verificou-se maior A, E e gs
com o solo em condig¢des ndo limitantes de umidade (~80% da capacidade de campo)
(Figura 2). Nesse momento os valores de A, E e gs nos dois cultivares de soja em
condi¢des adequadas de umidade do solo foram em média 60%, 63% e 62% maior
respectivamente, comparado a condicéo de déficit hidrico. Tal fato, e como ja esperado,
evidencia o efeito deletério da limitacdo hidrica sobre a capacidade fotossintética, taxa
de transpiracdo foliar e consequentemente a capacidade de trocas gasosas das plantas de

soja, afetando assim o crescimento e desenvolvimento das plantas.
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Tabela 2. Anélise de variancia (valores de F) para as variaveis: fotossintese liquida (A:
ymol [CO,].m?s™?), taxa de condutancia estomética de CO, foliar (gs: pmol [CO,].m’
s, taxa de transpiragdo foliar (E: mmol [H,0].m?.s™), déficit de pressdo de vapor
(DPV: kPa), concentracdo intercelular de CO, (Ci: pmol [CO,].mol™), eficiéncia de uso
da agua (EUA: pmol [CO,]. mmol™ [H,0]), contetdo hidrico foliar (CHF: %), teor de
prolina (Prolina: mg g™ MF) e acimulo de nitrogénio (N) (g planta™) em funcdo da
inoculacdo mista de Azospirillum brasilense e condicdo hidrica no cultivar de soja
Brasmax 9086 IPRO, em Bom Jesus-PI, 2016.

Valores de F
Causas da Variagdo 0 DAFDH
A 9 E DPV G EUA CHF  Prolina N
Inoculacdo mista (I) 1,80  0,44™ 0,89 4,47™ 261" 034" 1,84® 153" 058"
CO”d'%aCOHg“d“Ca 27,63 17,64 18,73 46,85 373" 335 2441”7 587 536
I x CH 1,10" 060" 0,77 264" 239™ 156™ 269" 041% 0,97
CV (%) 626 551 123 116 547 705 865 786 589
7 DAFDH
A Os E DPV G EUA CHF Prolina N
Inoculagdo mista (I)  1,28™  1,69™ 1,65® 0,61™ 2,72™ 041" - - -
Cond"é?:oH';“d“Ca 13,34™ 11,83" 1244 530" 308" 2,55% - - -
| x CH 098" 1,60 123" 090" 087" 2,26™ - - -
CV (%) 110 106 697 678 107 605 - - -
14 DAFDH
A Os E DPV G EUA CHF Prolina N
Inoculagdo mista (I)  3,96™  1,54™ 1,56™ 1,07 1,80® 051" - - -
CO”d"ééoH';“d“Ca 3417 32,06" 62527 458 284" 195" - - -
I x CH 313" 136" 037" 229" 221 056" - - -
CV (%) 10,7 898 861 104 487 912 - - -
21 DAFDH
A Os E DPV G EUA CHF Prolina N
Inoculagdo mista (1) 1,23™  1,84™ 2,34™ 1,07 1,38" 0,83" - - -
CO”d"ééoH';“d“Ca 1359 1222 14,81 472" 3,00 1,75% - - -
| x CH 1,95  1,06® 141" 18" 010" 0,56™ - - -
CV (%) 902 579 695 105 876 590 - - -

™ ndo significativo; * e ** significativo a 5% e 1% de probabilidade de erro respectivamente pelo teste F.
CV: coeficiente de variacdo experimental. Valores médios (n = 4 repeti¢ces). DAFDH: dias apds o final

do déficit hidrico. CHF e Prolina foram determinados apenas ao final do periodo de déficit hidrico. N foi
determinado no florescimento.
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Tabela 3. Anélise de variancia (valores de F) para as variaveis: fotossintese liquida (A:
ymol [CO,]. m?. s, taxa de condutancia estomatica de CO, foliar (gs: pmol [CO,]. m’
. s, taxa de transpiracdo foliar (E: mmol [H,0]. m?. s, déficit de pressdo de vapor
(DPV: kPa), concentracéo intercelular de CO, (Ci: pmol [CO,]. mol™), eficiéncia de uso
da agua (EUA: pmol [CO,]. mmol™ [H,0]), contetdo hidrico foliar (CHF: %), teor de
prolina (Prolina: mg g™ MF) e acimulo de nitrogénio (N) (g planta™) em funcdo da
inoculacdo mista de Azospirillum brasilense e condicao hidrica no cultivar de soja Msoy
8372 IPRO, em Bom Jesus-Pl, 2016.

Valores de F
Causas da Variacao 0 DAFDH
A Os E DPV Ci EUA CHF Prolina N

Inoculagdo mista (I) 0,31™ 0,62 0,31™ 060" 0,70 0,44™ 1,73" 2,02™ 0,34™
Condicéao Hidrica

(CH) 11,79 454" 445 14167 167" 171™ 10,72° 519" 456
I x CH 2,49™  249™ 310" 161™ 0,35 2,84™ 023" 0,93° 102"
CV (%) 10,3 6,74 5,04 8,51 808 695 106 5,80 7,89
7 DAFDH
A Os E DPV G EUA CHF Prolina N

Inoculagdo mista (I) 2,69™  2,46™ 2,16™ 154" 0,84™ 0,94 - - -

Condicdo Hidrica 17 05+ 15 o™ 1915™ 439™ 022" 214" - - -

(CH)
I xCH 137" 1,87® 199" 222" 0,95 1,96™ - - -
CV (%) 10,6 6,22 9,83 9,90 920 932 - - -
14 DAFDH
A Os E DPV Ci EUA  CHF Prolina N

Inoculagdo mista (1) 2,23™  1,11™ 2,40™ 1,57® 348™ 0,71 - - -

Condigdo Hidrica 1 3y 495" 462" 457 024 425 - - -

(CH)
I xCH 0,71 070" 0,554™ 0,84™ 240" 088" - - -
CV (%) 8,66 8,94 11,3 7,79 780 866 - - -
21 DAFDH
A Os E DPV Ci EUA  CHF Prolina N

Inoculagdo mista (1) 0,77 3,01 3,63" 0,56™ 1,65 067" - - -
Condicdo Hidrica

*x el el ns ns ns _ _ _

(CH) 18,33 2567 29,12 4,29 1,95% 2,05
I xCH 3,11™ 7,11 8,09  1,44™ 032" 196" - - -
CV (%) 8,10 8,13 9,65 10,8 907 690 - - -

™ n3o significativo; * e ** significativo a 5% e 1% de probabilidade de erro respectivamente pelo teste F.
CV: coeficiente de variagdo experimental. Valores médios (n = 4 repeti¢cdes). DAFDH: dias apés o final
do déficit hidrico. CHF e Prolina foram determinados apenas ao final do periodo de déficit hidrico. N foi
determinado no florescimento.
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Figura 2. Fotossintese liquida (A), taxa de transpiragdo foliar (E), taxa de conduténcia
estomatica (gs), déficit de pressdo de vapor (DPV), concentracdo intercelular de CO,
(Ci) e eficiéncia de uso da agua (EUA) em funcéo da condigdo hidrica no cultivar de
soja Brasmax 9086 IPRO, em Bom Jesus-PI, 2016. DAFDH — dias ap6s o fim do déficit
hidrico.
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Figura 3. Fotossintese liquida (A), taxa de transpiracdo foliar (E), taxa de condutancia
estomatica (gs), deficit de pressdo de vapor (DPV), concentragdo intercelular de CO,
(Ci) e eficiéncia de uso da agua (EUA) em funcdo da condicdo hidrica no cultivar de
soja Msoy 8372 IPRO, em Bom Jesus-Pl, 2016. DAFDH — dias apds o fim do déficit
hidrico.

A reducdo da A em condigdes de déficit hidrico é consequéncia do fechamento
estomatico (reducdo da difusdo de COy), fato esse comprovado pela reducédo da E e gs.
Esse efeito € uma resposta fisioldgica da planta visando limitar a perda de agua (Fioreze
et al., 2013). Contudo, esses efeitos foram reversiveis em que, apos a retomada da
irrigacdo e retorno as condigdes ideais de umidade do solo a A, E e gs das plantas de

soja voltaram a crescer em patamares semelhantes e até maiores comparado as plantas
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que estavam sempre em condic¢Oes ideais de crescimento e desenvolvimento. Isso
demonstra que a recuperagdo da soja ap6s um periodo de estresse hidrico significativo é
plenamente reversivel e ndo compromete a capacidade fotossintética nos periodos
subsequentes. Esses resultados sdo importantes visando subsidiar novas pesquisas em
melhoramento com o proposito de se estudar novas técnicas que atenuam os efeitos
dessas condicGes durante os periodos de limitagdo hidrica (veranicos).

Importante destacar que o CHF ao final do periodo de déficit hidrico ndo reduziu
nas mesmas proporcdes da atividade metabolica das células (A, E e gs) (Figura 4), ou
seja, a manutencdo da turgescéncia das células mesmo que em niveis menores
proporcionou a sintese de compostos relacionados a protecdo celular, como ex. o
aminoéacido prolina (Figura 5). Nessas condi¢cdes a concentracdo de prolina aumentou
em 74% e 54% para os cultivares de ciclo médio e tardio respectivamente. Assim, a
recuperacdo e a maior atividade fisioldgica instantdnea nas células comprovam a
eficiéncia do mecanismo protetor das células das plantas em condi¢des de déficit
hidrico. Esse mecanismo esta relacionado principalmente a elevada sintese de prolina
e/lou reducdo da oxidacdo de prolina ja existente, conferindo a integridade celular
decorrente da manutencdo da estabilidade da membrana plasmatica, de proteinas e
enzimas em condic@es de déficit hidrico (Ashraf et al., 2011; Filippou et al., 2014).

Brasmax 9086 IPRO 80 -~ Msoy8372IPRO
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Figura 4. Conteddo hidrico foliar em cultivares de soja ao final do periodo de
submissdo ao déficit hidrico (20 dias) e em condic¢des adequadas de umidade do solo,
em Bom Jesus, safra 2015/2016. Letras diferentes diferem entre si de forma
significativa pelo teste Tukey a 1%.
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Figura 5. Teor de prolina foliar em cultivares de soja ao final do periodo de submisséo
ao déficit hidrico (20 dias) e em condi¢des adequadas de umidade do solo, em Bom
Jesus, safra 2015/2016. Letras diferentes diferem entre si de forma significativa pelo
teste Tukey a 5%.

Posteriormente, com a reposicdo do contetdo hidrico foliar a atividade
metabdlica celular volta ao normal. Contudo, o crescimento e desenvolvimento das
plantas durante o periodo de déficit hidrico é prejudicado e as plantas ndo compensam
essa defasagem nos periodos posteriores. Logo, o lapso temporal de ocorréncia do
veranico governa as respostas quanto ao desempenho agronémico da soja ao final do se
ciclo, como o acumulo de fitomassa, altura de plantas, nimero de vagens e
produtividade. Portanto, quanto maior o periodo de déficit hidrico maior os efeitos
deletérios para o crescimento e desenvolvimento das plantas, visto que, 0s mecanismos
protetores desencadeados durante o periodo de déficit hidrico geram custos
metabolicos/energéticos para as células devido a sintese de solutos organicos (Lima et
al., 2004), resultando no desvio de rotas metabdlicas, reduzindo assim o substrato base
(NADPH" e FADH") para o processo de sintese de ATP celular.

A capacidade de manutencdo em parte da turgescéncia verificado pelo CHF é
comprovado pelo DPV, que de maneira analoga ndo aumentou em niveis proporcionais
a reducdo das trocas gasosas (A, E e gs) (Figura 2 e 3). O aumento do DPV ao final do
periodo de déficit hidrico foi ~27% superior a condicdo ndo limitante de umidade do
solo. Embora o DPV possa governar a E e consequentemente a gs a menor reducao do
CHF permite uma menor diferenga entre as concentragdes de vapor d’agua da camara
subestomatica e atmosfera, resultando em baixa relacdo DPVigjha-ar. 1SS0 permite que
ocorram trocas gasosas que viabilizam a atividade metabdlica em niveis que ndo levam
ao colapso hidrico e consequentemente ao ponto de murcha permanente em curtos

periodos de déficit hidrico.
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A Ci ndo foi afetada pelas condi¢fes de umidade do solo e pela inoculagdo mista
(Figura 2 e 3). Verifica-se efeito apenas nas concentracfes de CO, em fungédo do tempo,
sendo que ap6s 7 DAFDH que coincide com o periodo de maior acimulo de fitomassa
seca e A. Esse fato € importante a medida que sua reducéo seria indicativo de limitacédo
na taxa de assimilagédo de carbono decorrente da redugéo de gs que restringiria a difusao
do CO; para o interior do mesofilo foliar. Portanto, é evidente que mesmo em condi¢des
de limitacdo hidrica temporaria a cultura da soja mesmo que em menores niveis
consegue realizar trocas gasosas que permitem a manutencdo dos niveis de CO,
intracelular e consequentemente A suficiente para a manutencédo da atividade metabolica
celular. Essa manutencédo celular leva a sintese de compostos osmoticamente ativos e
ndo nocivos a célula que sdo em parte responsaveis pelo ajustamento osmotico que atua
como estratégia de manutencdo da turgescéncia da celular (Marijuan e Bosch, 2013;
Monteiro et al., 2014).

A EUA instantanea ou intrinseca é definida fisiologicamente como a razdo entra
a taxa de assimilacdo de carbono e a taxa de transpiracdo foliar (A/E) (Zhao et al.,
2004). Dessa maneira, as variacbes observadas para EUA ja eram esperadas, pois
variagOes significativas e com a mesma tendéncia foram verificadas para a taxa de
assimilagdo liquida de carbono e transpiracdo. Como as variagdes nas taxas de
assimilacdo liquida de carbono e transpiragdo foram equivalentes ao final do periodo de
limitacdo hidrica e aos 7, 14 e 21 dias apds o suprimento de agua no solo, a EUA nao
apresentou diferenca significativa durante esse periodo.

Assim como para 0s demais parametros, a inoculacdo mista de Bradyrhizobium
e Azospirillum brasilense ndo proporcionou maior acimulo de N nas folhas (Figura 6).
Esse efeito foi verificado apenas em funcdo do déficit hidrico e com resposta constante,
ou seja, independentemente da dose de Azospirillum brasilense associado a
Bradyrhizobium, a diferenca no acumulo de N foi semelhante. Isso demonstra a
eficiéncia no suprimento de N oriundo da FB apenas com Bradyrhizobium para a
cultura da soja, ndo necessitando de inoculagdo mista mesmo em condic¢des adversas de

umidade do solo.
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Figura 6. Acumulo de nitrogénio (N) em dois cultivares de soja Brasmax 9086 IPRO
(A) e Msoy 8372 IPRO (B) em fungdo da inoculacdo mista de Bradyrhizobium e
Azospirillum brasilense em condi¢bes normais e apos 20 dias de limitacdo hidrica
(umidade do solo em 40% da capacidade de campo). Bom Jesus — PI, safra 2015/16.
Concentracdes: 0= Apenas Bradyrhizobium japonicum; 1= 1,5 x10°; 2= 2,0x10° 3=
2,5x10% 4= 3,0x10° células por semente de Azospirillum brasilense juntamente com
Bradyrhizobium japonicum na concentraco de 1,2 x 10° células por semente.

A reducdo no acumulo de N em funcdo do déficit hidrico foi em média de 32% e
60% para os cultivares de ciclo tardio (Brasmax 9086 IPRO) e médio (Msoy 8372
IPRO) respectivamente. Em condi¢cdes de umidade do solo abaixo de 50% da
capacidade de campo é comum o aparecimento de efeitos negativos ao processo de FBN
(Chalk et al., 2010). O déficit hidrico do solo desencadeia uma serie de respostas
fisiolégicas e anatbmicas nas plantas, como a diminuicdo da emissdo de pélos
radiculares, descontinuidade da sintese de leghemoglobina e abortamento de nddulos
(Goormachting et al., 2004).

O efeito mais intenso do déficit hidrico no acumulo de N no cultivar de ciclo
médio esta relacionado ao menor periodo entre o final do déficit hidrico e o periodo de
maior demanda de N pela cultura, que foi quando se fez a analise dos teores de N que
foi de 10 dias. Esse periodo compreende o tempo disponivel para recuperacdo da
atividade biol6gica (FBN) apds a retomada da irrigacdo e do maximo acimulo de N
para esse cultivar. JA no cultivar de ciclo tardio esse periodo foi de 18 dias. Esses
resultados evidenciam que cultivares de ciclos menores tende a apresentar maior
sensibilidade em relacdo a FBN em condigdes de déficit hidrico principalmente no
periodo vegetativo.

Embora tenha se observado um efeito mesmo que indireto de A. brasilense no

crescimento de raizes secundarias possivelmente em funcdo da sintese de fitohormonios
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(giberelina, auxina e citocinina) (Bashan e Bashan, 2005) e maior niumero de nodulos e
devido ao aumento dos sitios de infeccdo para microrganismos nodolificos 0 mesmo
ndo se traduziu em maior eficiéncia na FBN e consequentemente maior acimulo de N
nas plantas. Tal fato esta relacionado a eficiéncia da FB oriundo apenas de
Bradyrhizobium em suprir o N para a cultura da soja, visto que no presente estudo a
massa e numero de nodulos apenas com essa inoculacdo proporcionou valores
compativeis com o descrito na literatura. Para Hungria et al. (2007) o peso de nodulos
variando entre 0,1 a 0,2 gramas ou 10 a 30 nédulos planta™ seriam suficientes para
garantir o fornecimento de N requerido por uma planta de soja para seu

desenvolvimento normal.
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4. CONCLUSOES

A inoculagdo mista de Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense ndo
afeta as respostas fisiologicas (trocas gasosas) da soja comparadas a inoculagdo apenas
com Bradyrhizobium e ndo atenua os efeitos deletérios do déficit hidrico sobre esses
parametros.

Né&o hé efeito da inoculagdo mista de Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense na sintese de prolina e manutengdo do conteudo hidrico foliar.

A inoculacdo mista de Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense néo
proporciona maior acumulo de nitrogénio nas folhas comparado a inoculacdo apenas
com Bradyrhizobium japonicum.

Periodos de déficit hidrico (veranicos) comumente verificado no cerrado (~20
dias) afetam negativamente os processos fisioldgicos e acumulo de nitrogénio na cultura

da soja, sendo os efeitos mais evidentes em cultivares de ciclo menor.
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