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INDICADORES MICROBIOLOGICOS DO SOLO REINOCULADO E
COINOCULADO COM BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO
ASSOCIADAS A MICRONUTRIENTES NA CULTURA DA SOJA

RESUMO: O objetivo do estudo foi avaliar os indicadores microbiol6gicos do solo com
reinoculagdo e coinoculacdo de Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense
associadas ao uso cobalto e molibdénio em aplicacdo foliar na cultura da soja. Foi utilizado
delineamento em blocos casualizados (DBC), com seis tratamentos e quatro repeticdes, com
um total de vinte e quatro parcelas, sendo os tratamentos:T1 (Testemunha —sem nenhuma
inoculacdo em cobertura apenas inoculacao e coinoculacdo na semeadura), T2 (aplicacédo foliar
de 150 mL ha? Azospirillum brasilense), T3 (aplicacdo foliar de 150 mL ha™ Azospirillum
brasilense + 150 mL ha' de CoMo ), T4 (aplicagdo foliar de 150 mL ha™ Bradyrhizobium
japonicum), T5 (aplicacdo foliar de 150 mL ha* Bradyrhizobium japonicum +150 mL ha™ de
CoMo), T6 (aplicacdo foliar de 150 mL ha' Bradyrhizobium japonicum + 150 mL ha’
Azospirillum brasilense). A coleta das amostras de solo e planta foram realizadas durante o
periodo de florescimento pleno da cultura. Foram entdo executadas analises referentes ao
carbono da biomassa microbiana do solo, a respiracdo microbiana do solo, o quociente
metabolico, nimero de nodulos, peso de nddulos e produtividade. Concluiu-se que a
reinoculacdo e coinoculagdo com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense
associadas ao uso de cobalto e molibdénio em aplicacéo foliar, proporcionaram beneficios para
todos os indicadores microbioldgicos e componentes de produtividade avaliados em relacdo a

testemunha, refletindo na produtividade da cultura da soja.

PALAVRAS-CHAVE: Fixacao bioldgica, promotores de crescimento de plantas,

metabolismo do solo.



INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill.) é uma leguminosa de grande importania no cenario
mundial, sendo o Brasil um grande produtor com producdo estimada na safra de 20222/23 de
155,7 milhdes de toneladas, superando o a produgédo da safra anterior em 30,2 millhGes de
toneladas. (Conab, 2023). Para atingir niveis superiores de produtividade é necessario grande
aporte tecnolégico, que nos ultimos anos vem sendo fortemente associado a necessidade de uma
cadeia de producéo agricola sustentavél. Nesses sistemas de producéo foram adotadas diversas
praticas que tem como objetivo reduzir os efeitos danosos sobre a qualidade biolégica do solo,
promovendo os atributos microbianos como a diversidade de microrganismos, atividades
enzimaticas, taxas de respiracdo e biomassa microbiana do solo.

Os indicadores microbioldgicos refletem aspectos da qualidade do solo e podem ser
utilizados para monitorar a atividade biologica, o estoque de nutrientes e a estrutura do solo
em diferentes ecossistemas (Gregorich et al., 1994). Tendo em vista este conceito, € possivel
concluir o papel desses organismos na qualidade do solo, atuando nos processos de degradacgéo
da matéria organica, ciclagem dos nutrientes e na interacdo da microbiota e as espécies
cultivadas, especialmente as de importancia agricola. A microbiota do solo é considerada um
dos indicadores mais importantes, pois possuem sensibilidade para indicar perturbacbes ou
estresse no ecossistema pela acdo antropica, entre as técnicas utilizadas para manter a producéo
biologica sustentavel destaca-se a utilizacdo de inoculagdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio (Epelde et al., 2014).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € a principal forma de absorcao de N pela cultura,
sendo o nutriente requerido em maior quantidade durante o ciclo, quando associada a bactérias
do género Bradyrhizobium proporcionam maior formagdo de nddulos radiculares que fixam o
N atmosférico, podendo fornecer todo o suplemento de N que a cultura necessita. O uso de
técnicas como a inoculacdo tornam o Brasil uma referéncia na area (Taiz et al., 2017).

A coinoculacdo com a bactéria Azospirillum brasilense associada ao Bradyrhizobium ¢
uma tecnologia que vem sendo estudada e promete potencializar o rendimento dos grdos na
cultura em até 16%. O uso associado das bactérias produzem efeitos sinérgicos e auxiliam e
induzem o crescimento das plantas, através da producéo de horménios de crescimento, também

séo capazes de solubilizar o fosfato e realizar a fixacéo biolégica de nitrogénio (FBN) (Hungria



e Nogueira, 2014).

A aplicacdo dos micronutrientes Cobalto (Co) e Molibdénio (Mo) séo imprescindiveis para
elevacdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). O Co tem funcdo na sintese da vitamina
B12 (cobalamina), que participa na formagdo da leg-hemoglobina, um determinante na
atividade dos nodulos, ja o Mo tem participacdo na enzima nitrogenase, responsavel por
alavancar a eficiéncia da FBN (Ceretta et al., 2005).

O uso de bactérias fixadoras de nitrogénio necessita de cuidados, pois as bactérias fixadoras
de nitrogénio podem competir com os outros microrganismos ja presentes no solo, apresentar
potencial incompatibilidade quimica com os tratamentos de semente, sensibilidade a altas
temperaturas, e outros fatores fisicos e climaticos, levando a perdas de eficiéncia (Hungria et
al., 2013a). Tendo em vista as perdas causadas durante a operacao de plantio, o estudo trabalhou
com a inoculagcdo em areas de cultivo estabelecido dentro da mesma safra, denominado
recoinoculagéo, associando as bactérias fixadoras com micronutrientes em aplicagéo foliar para
obter maior eficiéncia na FBN e consequentemente ganho no rendimento dos gréos.

Diante disso, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar os indicadores microbiologicos do solo
com reinoculacdo e coinoculagcdo com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense

associadas ao uso de cobalto e molibdénio em aplicacéo foliar na cultura da soja.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no campo experimental da AGROTEC, localizada no
municipio de Chapadao do Sul, MS, Brasil, com latitude de 18°47°09” S, longitude 52°42°00”
W e altitude de 819 m. O clima da regido segundo a classificacdo de Koppen é do tipo tropical
Umido (Aw), verdo chuvoso e inverno seco, precipitacdo média anual de 1.850 mm, com médias
historicas anuais de temperatura variando entre 13°C a 28 °C. As informac6es climaticas
referentes as médias de precipitacdo pluviométrica durante todo periodo experimental estdo

demonstradas na Figura 1.

Figura 1 - Precipitacdo pluviométrica observada no campo experimental AGROTEC, entre 0s
meses de Outubro/2021 a Marco/2022. Chapadédo do Sul/MS.
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Fonte: Estacdo meteorologica AGROTEC.

O solo no local onde o experimento foi instalado esta classificado como Latossolo
Vermelho Distrofico de acordo com Santos et al. (2018). Onde em safras anteriores era adotado
0 cultivo de diversas espécies voltadas para a producdo de grdos (milho) e cobertura (nabo,
milheto, crotalaria, entre outras), no periodo que antecedeu o plantio foi realizada a amostragem
do solo para a possivel correcdo. O resultado da analise quimica de solo encontra-se na Tabela
1.

Tabela 1 - Resultado das analises quimicas do solo na camada de 0 a 20 cm, da estacdo de

pesquisa agrondémica Agrotec, Chapadao do Sul — MS, safra 2021/22.

Prof. CaCl, Ca+Mg Ca Mg Al H+Al K P(mel) S CTC V

mg.dm
(cm) pH  cmolc.dm? cmolc %
(Ppm)

0-20 540 6,70 480 190 008 4,40 031 31,70 880 11,41 61,40

De acordo com os dados obtidos através da analise quimica, ndo houve necessidade de
correcdo dos parametros do solo, uma vez que, a saturacdo por base ja se encontrava acima de
60%. Em pré-semeadura foi aplicado em area total 100 kg ha* de cloreto de potassio KCI (00-
00-60). A semeadura do experimento foi realizada no dia 22/11/2021, distribuindo-se 12

sementes por metro da variedade DM 75i74 IPRO, com profundidade de 2 a 3 cm, conforme as
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orientacbes da detentora da genética. Fornecendo 100 kg ha' de P,Os, utilizando-se o
Superfosfato triplo como fonte de fésforo.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC) composto por 6
tratamentos e 4 repeticOes, totalizando 24 parcelas. As parcelas possuiam 5 linhas espacadas
em 0,45 m x 5 m de comprimento, sendo a area Util constituida pelas trés linhas centrais com 3
m de comprimento, descartando uma linha de cada lado como bordadura.

Para todas os tratamentos, foi realizado o tratamento de sementes com o inoculante a
base de Bradyrhizobium japonicum com a dose recomendada para a cultura da soja de 2 mL
Kg™. Os tratamentos foram compostos por: T1 (testemunha) sem aplicacéo foliar, T2 (aplicagdo
foliar de 150 mL ha™* Azospirillum brasilense), T3 (aplicacdo foliar de 150 mL ha™* Azospirillum
brasilense + 150 mL ha® de CoMo), T4 (aplicacdo foliar de 150 mL ha Bradyrhizobium
japonicum), T5 (aplicagdo foliar de 150 mL ha™ Bradyrhizobium japonicum +150 mL ha™ de
CoMo), T6 (aplicacdo foliar de 150 mL ha Bradyrhizobium japonicum + 150 mL ha’
Azospirillum brasilense). Para a realizacdo do trabalho foi utilizado como fonte de
Bradyrhizobium japonicum, as cepas SEMIA 5079 e 5080, com uma concentragdo bacteriana
de 5 x 10° UFC mL* (unidades formadoras de colonia), Azospirillum brasilense, as estirpes
AbV5 e AbV6, com uma concentracdo bacteriana de 2 x 10 UFC L, o fertilizante utilizado
como fonte dos micronutrientes cobalto e molibdénio possuia concentacdes de 2,8% pentdxido
de difosforo (P20s), 15% molibdénio (Mo) e 1,5% de cobalto (Co).

A aplicacdo dos tratamentos (recoinoculacéo e coinoculagéo) foi realizada no estadio
fenologico V6, com margem de 40 cm acima da cultura, utilizando equipamento de
pulverizagéo costal de pressdo constante (CO.), barra equipada com 6 pontas tipo jato leque
(XR110015), operando com pressdo de 2,0 Bar e volume de calda de 120 L ha?, ao final da
tarde, buscando melhor umidade relativa do ar e temperaturas amenas.

A coleta do solo foi realizada durante o estadio vegetativo V8, com o auxilio de um kit
furadeira em 7/8” de 0-20cm (1 broca helicoidal 7/8” x 0-20cm (530mm total); 1 base de coleta
7/8”; 1 balde coletor 7/8” e 1 limitador de profundidade 7/8”), foram coletados amostras na
profundidade de 0-20cm aos quais foram homogenizadas em uma Unica amostra e levadas ao
Laboratorio de Solos, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - Campus de Chapadéo
do Sul, onde o solo foi armazenado em sacos plasticos e conservado em geladeira a 4°C. Foram
entdo realizadas anélises referentes ao carbono da biomassa microbiana do solo, a respiracéo
microbiana do solo e 0 quociente metabdlico.

O carbono da biomassa microbiana do solo (C-BM) foi avaliado pelo método da
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fumigacdo-extracdo (Vance et al., 1987) apos incubacgdo por 24 h, extracdo com K2SO4 0,5 mol
L, oxidagdo com K2Cr,O7 0,0667 mol L™ e titulagdo com sulfato ferroso amoniacal 0,0333
mol L. A respiragdo microbiana do solo (RMS) foi mensurada pela liberagdo de CO, a partir
de 10 g de solo durante dez dias, com extracdo através de NaOH 0,05 mol L e titulagio com
HCI 0,05 mol L (Alef e Nannipieri, 1995). Para a determinacdo do quociente metabdlico
(qCO:,), foi utilizado a metodologia de Anderson e Domsh (1993), conforme a equacdo: qCO,=
C-CO,/C-BM; em que, C-CO> ¢ a taxa de respiracdo basal do solo (mg de C-CO2 kg?), e C-
BM é o carbono da biomassa microbiana (mg de CO- kg™).

Para a avaliacdo do peso fresco de nddulos (PN) e nimero de nddulos (NN), foram
coletadas 3 plantas da parcela, quando a cultura se encontrava no estadio reprodutivo R1/R2. A
contagem do nimero de nédulos (NN) foi realizada de maneira manual e a pesagem dos nédulos
para obtencéo do peso fresco de nodulos (PN) foi feita atraves da utilizacdo de uma balanca de
precisao.

No momento que a cultura se apresentava no estadio fenoldgico de R8, isto é, maturacéao
plena, efetuou-se a colheita manual em 3,0 m das 3 linhas centrais, para determinacdo da
produtividade de grdos (PROD) da cultura. Para calcular a produtividade (PROD), o teor de
agua dos graos foi ajustado para 13% de umidade. Os dados obtidos foram submetidos a analise

de variancia com médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se na Tabela 3 que houve efeito significativo dos tratamentos para as variaveis:
carbono na biomassa microbiana (CBM), respiragdo microbiana do solo (RMS), quociente
metabdlico (qCOz), peso fresco de nddulos (PN), namero de nddulos (NN) e produtividade de
grdos (PROD).

Tabela 3. Carbono da biomassa microbiana (CBM, pg C g* solo seco), respiragdo
microbiana do solo (RMS, mg C-CO- g * solo seco), quociente metabdlico (qCO2),
peso fresco de nddulos (PN, g), nimero de ndédulos (NN) e produtividade de grdos
(PROD, sc ha?) recoinoculado e coinoculado com Bradyrhizobium japonicum e
Azospirillum brasilense associadas ao uso de cobalto e molibdénio em aplicacdo

foliar na cultura da soja.
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FONTE DE QUADRADO MEDIO DO RESIDUO

VARIACAO o CBM RMS gCO, PN NN  PROD
Tratamento 5 2692,65* 513,36* 3,24* 0,11* 439,1* 68,25*
Bloco 3 79,83 11246 043 002 162,15 9,45
Erro 15 31408 101,77 030 003 7281 11,46
CV (%) 9,88 18,88 17,98 18,70 11,68 4,55

*Significativo e ™ ndo significativo pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4. indices microbiolégicos e produtividade de grios de soja recoinoculado e
coinoculado com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense associadas ao uso de

cobalto e molibdénio em aplicacédo foliar na cultura da soja.

VARIAVEIS
TRATAMENTOS

CBM RMS  qCO PN NN PROD
T1 146,42 b 6765b 468b 059b 5500b 67,26 0b
T2 20459 a 44,82ab 221a 098 a 8254a 7802a
T3 169,99ab 3795a 224a 107a 8400a 7630 a
T4 197,12 a 59,67ab 3,03 a 094ab 70,00ab 78,23 a
TS 15422 b 4895ab 3,15 a 090ab 74,70 a 72,71ab
T6 20405 a 6160b 3,03a 083ab 7200ab 74,07 ab

*Tratamentos apresentando letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. T1 (Testemunha —sem nenhuma inoculacdo em cobertura apenas inoculagéo e
co-inoculacio na semeadura), T2 (aplicacdo de 150 mL ha™* Azospirillum brasilense), T3
(aplicacdo de 150 mL ha® A. brasilense + 150 mL ha* de CoMo), T4 (aplicacdo de 150 mL
ha! B. japonicum), T5 (aplicagdo de 150 mL ha™ Bradyrhizobium japonicum +150 mL ha™ de
CoMo), T6 (aplicacdo de 150 mL ha B. japonicum + 150 mL ha™ A. brasilense).
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Observou-se com esse experimento que todos os tratamentos T2 (aplicacdo de 150 mL
ha™* Azospirillum brasilense), T3 (aplicagdo de 150 mL ha™ A. brasilense + 150 mL ha™ de
CoMo), T4 (aplicagdo de 150 mL ha?® B. japonicum), T5 (aplicagdo de 150 mL ha’
Bradyrhizobium japonicum +150 mL ha™® de CoMo) e T6 (aplicagdo de 150 mL ha? B.
japonicum + 150 mL ha A. brasilense) foram benéficos para a comunidade microbiana em
relacdo a T1 (Testemunha —sem nenhuma inoculagdo em cobertura apenas inoculagéo e co-

inoculacdo na semeadura) para todas as variaveis que compde este estudo.

O carbono da biomassa microbiana tem sido apontado como um indicador de qualidade,
possuindo a sensibilidade para detectar modificacGes no solo antes mesmo que os teores de
matéria organica sejam alterados de forma significativa (Mendes, 2002). Em um experimento
conduzido por Santana et al. (2017) foi apontado que o carbono da biomassa microbiana (CBM)
responde ao acumulo de matéria orgénica na superficie do solo, onde a presenca de
microrganismos associadas a exsudados radiculares promovem um desenvolvimento da

biomassa microbiana no solo.

No estudo realizado ¢ possivel identificar os resultados benéficos gerados pela associacao
de bacteérias fixadoras (T6), pela acdo isolada das mesmas (T2 e T4) e na interacao das bacterias
com micronutrientes (T3 e T5). Onde a biomassa microbiana do solo foi beneficiada em todos
0s tratamentos, destacando-se os tratamentos T2, T4 e T6, que apresentaram as maiores medias
pelo uso de B. japonicum que promovem melhores taxas de fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) e A. brasilense que atua no crescimento radicular e sintese de fitormdnios, bem como

sua acdo em conjunto (coinoculagéo).

Nesse contexto, a medida em que a biomassa microbiana se torna mais eficiente e
desenvolvida, menos carbono é perdido como CO; pela respiragdo e uma raz&o significativa
desse carbono é incorporada a biomassa microbiana. A respiracdo microbiana do solo (RMS)
pode ser determinada pelo consumo de oxigénio ou pela emissdo de CO2. Segundo Araudjo e
Monteiro (2007), a avaliacao da respiracdo do solo pela liberacdo de CO2 é mais sensivel devido
a menor concentracdo do dioxido de carbono na atmosfera, permitindo uma avaliacdo mais

precisa.

Considerando a mesma constituicdo, uma biomassa microbiana que apresenta alta
eficiéncia teria menor taxa de CO emitida pela RMS. Observando os tratamentos realizados é
possivel concluir que o T3 apresentou melhor média na taxa de respiracdo microbiana (RMS),

contudo, ndo apresentou maior média na variavel de biomassa microbiana (CBM). Em um
14



estudo conduzido por Roscoe et al. (2006) a alta taxa de respiracdo pode ser interpretada como
caracteristica desejavel quando se considera que a decomposic¢do dos residuos organicos ira
disponibilizar nutrientes para as plantas, explicando que por mais que os tratamentos T2,T4 e
T6 ndo tenham apresentado médias superiores para a RMS como apresentaram para a variavel
CBM, ndo significa que ndo tenham sido benéficos para a microbiota do solo. Concluindo-se
que a alta taxa de respiracdo pode indicar um alto nivel de desenvolvimento do ecossistema

bem como um possivel distarbio.

O quociente metabdlico (qCO.) é dado pela correlacdo dos dados referentes ao carbono
da biomassa microbiana (CBM) e a respiragdo microbiana do solo (RMS), elevados valores no
quociente metabdlico indica que a massa microbiana esta oxidando o carbono presente em suas

células para manutencdo da mesma no solo (Anderson e Domsch, 1993) indicado estresse.

Nesse estudo observou-se que todos os tratamentos apresentaram médias superiores a
testemunha quando se avalia a variavel de quociente metabdlico, indicando que os tratamentos
aplicados foram benéficos para a microbiota do solo e ndo promoveram a degradacdo da
microbiota ali presente. Portanto, é comprovado por esse estudo que a RMS e a CBM nao
devem ser analisadas isoladamente para indicar a qualidade biologica de um solo, e sim, em

conjunto.

Ao contrario dos indicadores microbioldgicos que necessitam de um conjunto de
andalises para interpretacdo de um resultado que possa estabelecer a qualidade da bidta do solo
em um ecossitema (Mendes et al., 2011). Os indicadores fisicos como o peso fresco de nédulos
(PN), nimero de nodulos (NN) e produtividade de grdos (PROD) séo bem definidos e possuem
amplo referencial.

Em trabalho realizado por Moretti et al. (2018), foi realizada a reinoculacdo por
cobertura em diferentes estadios fenoldgicos de desenvolvimento da soja, onde, observou-se
gue nao houve disparidade no peso dos nddulos em prol das diferentes épocas de aplicacdo. Ja
Braccini et al. (2016), em trabalho realizado associando peso e nimero de nddulos com métodos
de aplicacdo das bactérias B. japonicum e A. Brasilense, foi obtido resultados significativos
para PN quando utilizado uma dose de B. japonicum associado ao tratamento de sementes (TS)
e para NN, trés doses de B. japonicum juntamente com 2 doses de A. brasilense aplicados no
sulco de plantio apresentou melhores resultados. Filho et al.(2018) relatou que o PN foi
influenciado de forma significativa quando A. brasilense foi aplicado nos estadios fenoldgicos

vegetativos V2/V3 em uma dose de 200 mL ha™.
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Em um experimento conduzido na Universidade Estadual do Centro-Oeste em 2016,
com o tema “Nutricdo, fisiologia e produtividade de soja inoculada com Azospirillum
brasilense e reguladores vegetais”, A. brasilense pode trazer inimeros beneficios quando
associada ao sistema radicular das plantas de soja, devido a produgédo de fitormonios, que
podem garantir maiores indices de tolerancia a fitopatdgenos e condi¢Ges climaticas adversas,
bem como impulsionar a absorcdo de nutrientes. Os resultados ainda reforcam a premissa da
reinoculagdo com A. Brasilense associado aos micronutrientes cobalto e molibdénio, que tem
trazido resultados benéficos para o sistema radicular da leguminosa, aumentando o PN e NN,
quando associado com B. japonicum, houve um efeito sinérgico entre os tratamentos,
promovendo uma maior taxa da FBN e consequentemente atendendo as demandas nutricionais
da planta sem que houvesse necessidade adubacdo mineral, afetando de forma direta a
produtividade da cultura. Dessa forma, a produtividade (PROD) foi afetada também pelos
tratamentos T2 e T3, além do T4, sendo superiores a testemunha (T1).

Em trabalho conduzido por Zilli et al. (2008) com reinoculagdo de cobertura 18 dias apés
a emergéncia, verificaram que os maiores ganhos em produtividade se deu a inoculacéo padrédo
(com inoculantes no tratamento de sementes e no sulco), contudo, a reinoculagdo de cobertura
proporcionou maior eficiéncia se comparado a adubacdo nitrogenada. Constatando que a
reinoculacdo pode ser uma solucdo viavel de baixo custo para aumento da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN).

Portanto, fica estabelecido neste estudo a importancia de novas pesquisas sobre o
manejo das bactérias fixadoras de nitrogénio e/ou promotoras de crescimento de plantas
(Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense) associado aos micronutrientes (cobalto
e molibdénio) na cultura da soja, visando a obtencdo de mais resultados que possam contribuir
para obtencdo de indicadores microbiologicos de qualidade do solo, uma vez que estes refletirdo

nos cultivos subsequentes
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CONCLUSAO

A reinoculacdo de cobertura e coinoculagdo com Bradyrhizobium japonicum e
Azospirillum brasilense associadas ao uso de cobalto e molibdénio em aplicacdo foliar
proporcionaram beneficios para todos os indicadores microbiolégicos do solo avaliados:
carbono da biomassa microbiana (CBM), respiragdo microbiana do solo (RMS), quociente
metabdlico (qCO.), peso de noddulos (PN), ndmero de nddulos (NN), refletindo na
produtividade da cultura da soja (PROD).
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